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RESUME

Le systeme immunitaire joue un double réle dans le cancer : il peut non seulement
supprimer la croissance tumorale en détruisant les cellules cancéreuses, mais aussi
promouvoir la progression de la tumeur en sélectionnant les cellules tumorales ou en créant
un microenvironnement tumoral immunosuppresseur. Notre idée principale est de

développer des stratégies pour mieux comprendre I'immunologie du cancer colique.

Au cours de ma thése, je me suis tout d’abord intéressée a une population du systéeme
immunitaire : les MDSC (Myeloid Derived Suppressor Cells). Nous avons exploré des
stratégies pour réduire le nombre de ces cellules au cours de la croissance tumorale. Nous
avons pu découvrir que de petites doses de 5 fluorouracil sont capables d’induire
spécifiguement une mort par apoptose des cellules myéloides suppressives. Nous avons
ainsi caractérisé un effet immunologique positif nouveau du 5-fluorouracil. Cet effet

immunologique contribue a I'effet antitumoral du 5-fluorouracil chez la souris.

Dans une deuxieme partie nous avons étudié le role pronostic des infiltrats immunitaires
dans une série de patients présentant un cancer du colon avec des métastases hépatiques.
Nous avons étudié le role pronostic des infiltrats en cellules CD8, CD45R0 et Foxp3. Nous
avons mis en évidence que la présence d’un fort infiltrat en cellules CD45R0 et Foxp3 est un
facteur de bon pronostic. L’association des 2 marqueurs permet de définir 3 groupes
pronostics et ainsi d’individualiser un groupe de mauvais pronostic ne bénéficiant

probablement pas de la chirurgie hépatique

Mots-clés : immunosurveillance, MDSC, cancer colique, Treg, CD8



ABSTRACT

Immune system plays a dual role in cancer: it can not only suppress tumor growth by
destroying cancer cells, but also promote tumor progression by selecting immunoresistant
tumor cells or by establishing an immunosuppressive microenvironment. Our main objective
is to foster on the context of immune response in colon cancer setting
During my thesis, | focused on one population of the immunosuppressive cells immune
system: MDSC (myeloid derived suppressor cells). In this work, we explored strategies to
reduce the number of these cells during tumor growth. We have discovered that small doses
of 5 Fluorouracil are able to specifically induce apoptotic death of MDSC. We have
characterized a novel positive immunological effect of 5-fluororuracil. This immunological
effect contributes to the antitumor effect of 5-fluorouracil in  mice.
In the second part we investigated the prognostic role of immune infiltrates in a series of
colon cancers with liver metastases. We investigated the prognostic role of tumor infiltrates,
by CD8, CD45R0 and Foxp3 cells. We found that the presence of a strong infiltrate of tumors
by CD45R0O and Foxp3 cells is a factor of good prognosis. The combination of the two
markers could be used to define three prognostic groups and underline a poor prognosis

group which may not benefit of liver surgery

Keywords: immunosurveillance, MDSC, CD8, Treg, colon cancer
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ADCC: Antibody dependant cell cytoxicity
Ahr: Aryl hydrocarbon receptor
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DR: Death Receptor
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Encephalomyelitis

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor
FGFR: Fibroblast Growth Factor Receptor
FLIP: FLICE-Like Inhibitory Protein

FoxP3: Forkhead box P3

Gfi-1: Growth factor independent 1
GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor

HER2: Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2

HGFR: Hepatocyte Growth Factor
Receptor

HLA: Human Leucocyte Antigen

HSP: Heat Shock Protein

IDO: Indoleamine 2, 3-dioxygenase

IFN: Interféron

Ig: Immunoglobuline

iNOS: inducible Nitric Oxide Synthase
IRF4: Interferon Regulatory Factor 4
JAK: Janus Kinase

KC: keratinocyte-derived chemokine
KIR: Killer-cell Immunoglobulin-like
Receptor

LAP: Latency Associated Peptide

L-Arg: L-Arginine

LIF: Leukemia Inhibitory Factor

LILRB3: leukocyte immunoglobulin-like
receptor subfamily B member 3

LMC: Leucémie Myéloide Chronique
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LXR: Liver X Receptor

MCA: Methylcholanthrene

MDSC: Myeloid-Derived Suppressor Cell
MICB/A: MHC class | polypeptide-related
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Min: Multiple Intestinal Neoplasia

MIP: Macrophage Inflammatory Protein

MMP9: Matrix Metalloproteinase 9
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M-SCF: Macrophage colony-Stimulating
Factor

MUC1: Mucin 1

NF-kB: Nuclear Factor-kappa B

NK: Natural Killer

NKT: Natural Killer T

NO: Nitric Oxide
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pAg: phospho-antigene

pDC: plasmacytoid Dendritic Cell

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor
PDL-1: Programmed cell death 1 ligand 1
PGE2: Prostaglandine E2

PIAS: Protein Inhibitors of Activated Stats
PIR-B: Paired Immunoglobulin-like
Receptor B

PNN: Polynucléaire neutrophile
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Rag: Recombination Activating Gene
RNS: Reactive Nitrogen Species

ROR: RAR-related orphan receptors

ROS: Reactive oxygen species

SCF: Stem Cell Factor

SCID: Severe Combined Immunodeficiency
Disorder

SOCS: Suppressor Of Cytokine Signalling
STAT: Signal Transducer and Activator of
Transcription

TAM: Tumor-Associated Macrophage
TAP: Transporter associated with Antigen
Processing

TCR: T Cell Receptor

TGF: Transforming Growth Factor

TLR: Toll Like Receptor

TNF: Tumor Necrosis Factor
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L. INTRODUCTION

Les mutations génétiques qui induisent une modification des voies de signalisation
intracellulaires peuvent entrainer la transformation des cellules et éventuellement conduire
au développement d’une tumeur. Au cours de l'oncogeneése, les cellules acquiérent six
caractéristiques principales : elles produisent leurs propres signaux de croissance, ignorent
les signaux d'inhibition de croissance, échappent a la mort cellulaire, se multiplient
indéfiniment, promeuvent I'angiogenése, et envahissent les tissus par la circulation générale

et/ou par effraction de la membrane basale *

. Il a été proposé, plus récemment, que
I’échappement au systeme immunitaire puisse constituer la septieme caractéristique des
cellules cancéreuses 2. Le systeme immunitaire intervient en effet dans la prévention des
tumeurs selon trois mécanismes. Premierement, il protéege I'hGte contre les tumeurs
induites par les virus en le protégeant des infections virales. Deuxiemement, il élimine les
organismes pathogénes, et permet la résolution rapide des phénomeénes inflammatoires qui
pourraient conduire a la tumorigénese. Enfin, il identifie et détruit les cellules tumorales, en
reconnaissant des antigenes ou des molécules spécifiques induites lors de perturbations des
cellules tumorales. En cas d’inflammation chronique, le systeme immunitaire est capable de
détecter les cellules exprimant des états précancéreux ou cancéreux, et de les détruire avant
gu’elles ne deviennent dangereuses. Ce phénomene est appelé immunosurveillance anti-

tumorale 3

. Cependant, malgré cette surveillance opérée par le systeme immunitaire,
certaines cellules tumorales peuvent se développer et constituer une tumeur. Le concept
d’'immunosurveillance a donc été repensé, laissant la place a la théorie de I'immunoediting.
Cette théorie définit les relations entre les cellules transformées et le systeme immunitaire

selon trois phases : I'élimination, I’équilibre, et I’échappement 3 (Figure 1).
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“Danger” Intrinsic tumor suppression
Transformed 3|gn.a|s Tumor  NKR (senescence, repair, Normal
cells LI arltigens ligands and/or apoptosis) tissue
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Elimination Equilibrium Escape
. W12 ) ®
° L]
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TRAIL
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Tumor growth
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promotion

Highly immunogenic
transformed cell

. :I Poorly immunogenic
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Extrinsic tumor
suppression

Cancer Inmunoediting

Figure 1 Le concept de I'immunoediting.

Il se compose de trois phases successives: |'élimination, I'équilibre, et I'échappement. Dans la phase d'élimination,
I'immunité innée et adaptative travaillent ensemble pour détruire les tumeurs en développement bien avant qu'elles ne
deviennent cliniquement apparentes. Si la réponse est efficace, le cancer peut étre éliminé. Si, toutefois, ce n’est pas le cas,
les cellules tumorales peuvent entrer dans la phase d'équilibre qui implique seulement des effecteurs de I'immunité
adaptative. Lors de cette phase, I'immunogénicité des tumeurs est modifiée. Des variants de cellules tumorales peuvent
émerger car elles ne sont plus reconnues par I'immunité adaptative, elles deviennent insensibles a la réponse immunitaire
effectrice, ou elles induisent un état immunosuppresseur dans le microenvironnement de la tumeur. Ces cellules tumorales
peuvent alors entrer dans la phase d'échappement, durant laquelle leur croissance n'est plus supprimée par l'immunité. Ces
cellules tumorales apparaissent et provoquent une maladie cliniquement apparente. D’apres Schreiber et al 4
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A. Le concept dImmunoediting

1. Laphase d’élimination

La phase d’élimination, définie par la théorie de I'immunosurveillance, est la phase au cours
de laquelle les cellules transformées sont reconnues et éliminées par le systéeme
immunitaire. Le développement d'une réponse immunitaire a toute agression antigénique se
traduit par l'activation de 2 systemes de défense : une réponse innée ou naturelle qui
constitue la premiére ligne de défense de l'organisme, et une réponse spécifique ou
adaptative impliquant des réponses humorales et des réponses a médiation cellulaire. Parmi
les différents acteurs de I'immunosurveillance, on peut citer les molécules et les cellules
effectrices de I'immunité innée telles que les cellules Ty9, les cellules natural killer (NK), les
cellules dendritiques (DC), les cellules T natural killer (NKT), TRAIL, perforine/granzyme ainsi

que les cellules de I'immunité adaptative (lymphocytes T et B).

Comme toute réponse immunitaire, la réponse anti-tumorale adaptative doit étre
déclenchée par des cellules présentatrices d’antigéne. Les cellules tumorales sont des
cellules du soi et, de ce fait, bien qu’anormales, tres faiblement inductrices de réponse du
fait de leur faible antigénicité. Le rble des cellules présentatrices d’antigene (CPA) est alors
crucial pour le développement d’'une défense efficace. Il est bien établi que les cellules
tumorales peuvent étre reconnues spécifiquement par les cellules effectrices du systéme

immunitaire.

Il a été démontré que les cellules dendritiques étaient des CPA efficaces pour engendrer des

effecteurs cytotoxiques spécifiques des cellules tumorales.
a) Les effecteurs de la réponse immunitaire anti-tumorale

(1) Les cellules dendritiques (DC)

Les cellules dendritiques sont des cellules qui présentent comme les macrophages des
fonctions d’endocytose et de phagocytose. Dans le cas d’une tumeur, les antigenes reconnus
viennent de débris cellulaires, de lysats ou de corps apoptotiques des cellules cancéreuses.
Dans le cas d’'une réponse immunitaire anti-tumorale idéale, les DC internalisent les

antigenes exogenes dans les tissus périphériques, puis migrent, sous l'influence de différents
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facteurs, jusqu’aux organes lymphoides secondaires. Dans les ganglions de drainage, la
réponse T se met en place. La sécrétion de cytokines par les CPA oriente une réponse

immunitaire a médiation cellulaire (Th1), pilier de la réponse immunitaire anti-tumorale.

(2) Les lymphocytes T
Les lymphocytes T CD4 spécifiques reconnaissent, via le TCR, I'antigéne au niveau des
molécules de CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) classe 2 du CPA et s’activent
seulement si ce dernier signal est accompagné des signaux de co-stimulation via l'interaction
de CD80/CD86 et du récepteur CD28. Différentes molécules d’adhérence permettent de
stabiliser ces interactions. Les lymphocytes T CD4 activés sécrétent des cytokines. Les
lymphocytes T CD4 de type Thl vont libérer de linterféron y (INFy). L'IFNy s’oppose a
I'angiogenése, et exerce une activité cytostatique®. Les lymphocytes T CD4 de type Th2, qui
produisent de I'IL-4, bloquent indirectement la néo-angiogenése par un effet sur les cellules
endothéliales du stroma tumoral®. L'IFNy convertit les macrophages infiltrant la tumeur

(TAM) (de type M2 sécréteurs d’IL-10) en macrophages de type M1, producteurs d’INF-y ’.

Des lymphocytes T CD8 cytotoxiques (CTL) sont également générés et sont capables de
reconnaitre via le CMH les antigenes exprimés par les cellules tumorales. lls peuvent lyser les
cellules tumorales par un mécanisme de cytotoxicité dépendante de la perforine et des
granzymes ou d’induction d’apoptose. De facon parallele, ces cellules sont capables de

sécréter de I'INF-y, qui polarise la réponse T vers une réponse Th1.

(3) Les NK

Les cellules NK sont capables de tuer les cellules tumorales n’exprimant plus les ligands des
récepteurs inhibiteurs des NK. En effet, le manque d’expression du CMHI, dans les cellules
cancéreuses, les sensibilise a la cytotoxicité des NK. Les cellules tumorales exprimant des
ligands des récepteurs activateurs des NK peuvent aussi étre tuées. L’activité cytotoxique
spontanée est apportée principalement par le récepteur activateur NKG2D®. Dans certaines
hémopathies comme la leucémie myéloide chronique (LMC), les cellules NK peuvent en

outre étre activées via NKG2D par les DCs.
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(4) Les NKT

Les cellules T natural killer (NKT) participent a la reconnaissance de glycolipides tumoraux
présentés par les CPA via leur récepteur CD1d, signal capable de les activer. Les NKT activées
sont alors capables de libérer de I'INF-y, et de tuer les cellules tumorales via TRAIL et la
perforine. Plusieurs travaux ont démontré I'importance des NKT dans le rejet tumoral,
notamment dans des souris suite a des injections de galactosylcéramide (a-GalCer) ou d’IL-
1221911 |’ o-GalCer a été identifié comme le ligand présenté par la molécule CD1d au TCR

12,13

des cellules NKT murines et humaines Bien que possédant un TCR capable de

reconnaitre I'a-GalCer, il a été montré que les NKT ne jouaient pas le role d’effecteur lytique

mais plutot celui d’activateur des cellules NK dans cette réponse anti-tumorale®**.

(5) Les lymphocytes Tyé
Les lymphocytes Tyd présentent a la fois des caractéristiques de cellules de I'immunité innée
et de 'immunité adaptative. lls expriment le récepteur de reconnaissance des antigenes TCR
associé au complexe CD3. Cependant, la diversité du TCR est moindre que celle du TCR des
lymphocytes TaB et les lymphocytes Tyd n’expriment que rarement CD4 ou CDS8. Les
lymphocytes T Vy9V62 peuvent lyser les cellules tumorales en reconnaissant a leur surface
de petits métabolites phosphorylés, les phosphoantigenes (PAg). En plus de la
reconnaissance des PAg par le TCRyS, d’autres molécules complétent l'interaction entre
I'effecteur et sa cible. Les récepteurs activateurs de type NKG2D reconnaissent des
molécules de stress exprimées par certaines cellules tumorales. Aprés une stimulation
antigénique, les T Vy9Vd2 secretent de fortes quantités de cytokines pro-inflammatoires
IFNy et TNFa, surexpriment le récepteur de I'lL-2 et se différencient en cellules cytotoxiques.
Apres activation, leurs granules lytiques s’orientent en direction du point de contact focal

avec leur cible dans laquelle ils déversent des granzymes A/B grace a I'action de perforinesl6.
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(6) Les lymphocytes B
Il existe différents mécanismes impliquant les anticorps spécifiques des antigénes tumoraux
dans la mort des cellules tumorales. Le mécanisme principal est appelé cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps ou ADCC (antibody dependant cell
cytotoxicity). Les anticorps liés aux cellules tumorales activent les cellules effectrices du
systéme immunitaire. Les anticorps IgG se fixent via leur région Fc sur les macrophages ou
sur les récepteurs CD16 des cellules NK. Cette fixation entraine leur activation et la lyse des

17, 18

cellules tumorales . La liaison des antigénes de tumeurs aux anticorps peut aussi

entrainer la cascade classique du complément et donc la lyse des cellules®.
b) Les preuves du concept d'immunosurveillance

(1)  Chez la souris

Il existe trois modéles standard de cancer murin illustrant I'importance du réle de I'immunité
dans I'élimination des tumeurs : les tumeurs induites par les carcinogenes, les tumeurs
spontanées qui surviennent avec I'dge, et les tumeurs chez des souris génétiquement
prédisposées au cancer. Les concepts de I'immunosurveillance et d’'immunoediting ont été
démontrés en exposant a des carcinogénes des souris immunocompétentes et des souris
immunodéficientes, et en comparant l'incidence des tumeurs. Les deux modéles tumoraux
les plus induits par les carcinogénes sont le sarcome, induit par le 3’-MCA, et le papillome
cutané, induit par la combinaison du 7,12-dimethylbenz-anthracene (DMBA) et le 12-O-
tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA). A ce jour, de nombreuses souris avec des
immunodéficiences bien définies ont été testées pour leur sensibilité aux carcinogénes.

Les cellules du systeme inné et adaptatif ont un réle crucial dans I’élimination des sarcomes
primaires induits par MCA. Les souris Ragl'/' et Rag2'/' déficientes en lymphocytes, SCID et

Nude sont plus susceptibles a I'induction de tumeurs apres exposition au MCA (Figure 2).
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Figure 2 Expérience illustrant I'importance du systéme immunitaire dans I'apparition des tumeurs induites
par les carcinogénes.

Des études ont établi que des souris immunodéficientes sont plus sensibles que des souris immunocompétentes aux
traitements avec des agents cancérigenes tels que le MCA. Ce type d’expérience utilise des souris immunodéficientes
génétiquement modifiées avec des déficits dans les effecteurs de I'immunité innée ou adaptative ou des souris de type
sauvage rendues immunodéprimées par I'administration chronique d'anticorps monoclonaux qui ciblent par exemple, les
lymphcoytes CD4 + et CD8 + ou I'interféron-y. Ce schéma est basé sur des expérienceszo. D’aprés Schreiber et al *.

De facon surprenante, 40% des tumeurs dérivées de souris Rag2'/' sont rejetées quand elles
sont transplantées chez des souris immunocompétentes, mais elles grossissent
progressivement chez les souris Rag2'/' ou chez des souris sauvages déplétées en CD4" et
CD8", alors que les tumeurs dérivées de souris immunocompétentes poussent facilement
dans les souris sauvages et dans les souris RagZ'/'. Ces observations montrent que les
sarcomes dérivés des souris immunodéficiences sont plus immunogéniques que ceux qui
proviennent de souris ayant un systeme immunitaire fonctionnel, mettant en évidence le

21,22,20,23

concept d’'immunoediting (Figure 3).
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Figure 3 Les tumeurs chez les souris immunocompétentes sont qualitativement différentes des tumeurs chez
des souris immunodéficientes.

Cette observation, qui a conduit a la formulation de I'hypothése de I'immunoediting du cancer, est basée sur des analyses
comparatives des tumeurs induites par des cancérogene, récoltées a partir de souris immunodéficientes et
. . 20 \ . 4

immunocompétentes” . D’aprés Schreiber et al

D’autres études ont montré que les souris déficientes en lymphocytes Ta ou en Tyb ont un
nombre de sarcomes induits par le MCA augmenté par rapport aux souris sauvages, ce qui
montre que ces deux populations lymphocytaires jouent un réle dans la suppression des

2425 Les cellules NKT et NK sont également essentielles dans

tumeurs induites par le MCA
I’élimination des cellules transformées. Ainsi, il existe un nombre augmenté de tumeurs chez
les souris déficientes pour CD1d%® ou les souris déplétées en NK**. De nombreuses souris
déficientes pour des molécules effectrices ou pour leurs récepteurs ont été examinées dans
le contexte de la carcinogénése induite par le MCA, incluant des souris déficientes en

28,2 . el epey #
820 Ces souris ont une sensibilité au MCA

perforine, en IFNy?’ ou en son récepteur
augmentée suggérant que les lymphocytes cytotoxiques et produisant de I'l[FNy suppriment
I'initiation de la tumeur in vivo. L'interféron peut contribuer aux effets anti-tumoraux par de
nombreuses voies. L'IFNy a un effet direct sur les cellules tumorales en augmentant
I’expression du CMH1, les rendant plus accessibles aux lymphocytes CD8+ spécifiques de la
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28, 29
tumeur=™

. De plus, les voies de signalisation de I'IFNy dans les cellules du systéme
immunitaire telles que les CTLs via STAT1 3% ou dans les cellules stromales *! montrent que
les effets de I'lFNy dans les différents compartiments cellulaires généerent une immunité
anti-tumorale. Cependant, dans un autre modele de cancer induit par le DMBA/TPA, la perte
de I'IFNy ou de son récepteur entraine la diminution de la tumorigénése®. Ces différentes

observations montrent les effets pléiotropiques de I'IFNy et la nécessité d’une analyse

multimodale durant la carcinogénése.

Une autre approche pour examiner le réle du systéme immunitaire dans le contréle du
développement tumoral est d’éliminer certains composants du systéme immunitaire murin
et d’évaluer lI'incidence sur I'apparition de tumeurs spontanées apres une période de deux
ans. Alors que de nombreuses souris immunodéficientes ne développent pas de cancers au
cours de cette période, des études de vieillissement ont clairement démontré un réle
critique de certaines voies cytotoxiques telle que la perforine®, des sous-ensembles
cellulaires comme les lymphocytes T et les cellules NK?®, et des cytokines comme I'lFNy**

dans la prévention du développement de tumeurs spontanées.

(2) Chez ’homme

Chez I'homme, il existe de nombreuses preuves de I'existence d’'une immunosurveillance.
Ainsi, de nombreuses situations d’'immunodéficience sont associées a une prédisposition
pour le développement de cancers, comme c’est le cas pour les patients transplantés, y

compris pour des cancers non reliés a des infections virales® 3®

. Les patients porteurs d’un
syndrome de Chediak-Higashi, caractérisé par un dysfonctionnement dans la cytotoxicité des
NK, ont un risque de cancer 200 fois plus élevé que les sujets sains 37 Certains
polymorphismes des récepteurs NKG2D, ou des KIRs affectant la cytotoxicité des NK, sont

38, 39, 40, 41

associés a un risque accru de développer certains cancers . Il en est de méme pour

certains polymorphismes inactivateurs de Fas-ligand, ou pour les patients porteurs de

2 . .
4243 Dans une analyse de patients atteints de sarcomes

mutations du gene de la perforine
gastrointestinaux, il existe une expression différentielle de variants du récepteur NKp30 issus
d'épissage, qui affecte ses fonctions et le pronostic du patient*. Par ailleurs, des preuves
directes d’une immunosurveillance existent chez les patients porteurs de gammopathie
monoclonale bénigne, un état pouvant précéder 'apparition d’un authentique myélome
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multiple, chez qui il est possible de mettre en évidence une réponse T vis-a-vis des clones
lymphocytaires B, qui n’est plus retrouvée chez les patients ayant évolués vers un
myélome®. D’autre part, la présence de lymphocytes T CD8 spécifiques d’antigénes
tumoraux, comme MUC-1 ou HER2, a été mise en évidence dans la moelle osseuse de
patientes porteuses d’une tumeur localisée du sein, et ces lymphocytes sont capables
d’induire la régression tumorale lorsqu’ils sont transférés de facon passive a des souris

xénogreffées avec la tumeur primitive®.

Ainsi, dans de nombreux cancers, la présence d’un infiltrat tumoral lymphocytaire T est
habituellement considérée comme le témoin d’une tentative de détection et d’élimination
des cellules anormales par le systeme immunitaire, et a pu étre reliée a un meilleur

47, 48, 4 .
4899 par ailleurs, chez des

pronostic des patients porteurs de certains types tumoraux
patients porteurs d’un cancer du cbélon, une forte expression au sein du
microenvironnement tumoral de molécules importantes pour les fonctions des lymphocytes
Th1 (CD8a, granzyme B, T-bet, INF-y) est associée a une meilleure survie, et a un moindre

risque métastatique > > %

Toutefois, des variants de cellules tumorales peuvent parfois ne pas étre completement
éliminés, mais plutot entrer dans une phase d'équilibre ol le systéme immunitaire controle

la croissance des cellules tumorales.

2. Laphase d’équilibre
Dans cette phase d'équilibre, les cellules tumorales deviennent dormantes et demeurent
cliniqguement invisibles vis-a-vis de I'h6te. Ainsi, I'équilibre représente une seconde étape de

I'immunoediting du cancer.

Dans la phase d'équilibre, le systéme immunitaire de I'h6te et les cellules tumorales entrent
dans un équilibre dynamique, dans lequel I'immunité anti-tumorale contient, mais ne peut
pas totalement éradiquer, une population hétérogene de cellules tumorales, dont certaines
ont acquis des moyens de se soustraire au systéme immunitaire >>. La phase d'équilibre a été
a l'origine de I'hypotheése qui explique la longue période de latence depuis I'événement de la
transformation tumorale a la phase d'échappement et a I'émergence d'une maladie maligne.
Cette phase d'équilibre peut étre la plus longue des phases de I'immunoediting ou les
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effecteurs de la réponse immunitaire vont sélectionner les cellules tumorales qui acquierent

des mutations immuno invasives, pouvant conduire a la maladie cliniquement décelable.

Dans ce cas, les cellules tumorales sont en division, mais la Iésion ne peut s'étendre au-dela
d'une certaine taille en raison de limitations soit dans I'approvisionnement en sang, soit en
raison de I'activité du systéme immunitaire. La dormance cellulaire peut se produire lorsque
des cellules tumorales rentrent dans un état de quiescence. Une étude utilisant des faibles
doses de MCA montre, pour la premiere fois, que I'immunité maintient les lésions primaires
cancéreuses dans un état d’équilibre. Des analyses ont révélé que la déplétion des cellules
de I'immunité adaptative (les cellules CD4+CD8+) ou des cytokines favorisant cette immunité
(comme I'IFNy et I'lL-12) induisent la croissance rapide des sarcomes au site d’injection du
MCA dans 50% des cas, 200 jours aprés I'injection®®. Au contraire, les anticorps inhibant les
fonctions NK n’induisent pas I'émergence de tumeurs. Ces résultats montrent bien que
I'immunité adaptative, et non I'immunité innée, est impliquée dans le maintien de I'état
d’équilibre. Ces expériences permettent de distinguer cette phase de la phase d’élimination

ou les deux immunités innée et adaptative interviennent™”.

Bien que les phases d'élimination et d'équilibre soient importantes dans le phénomene
d’'immunoediting, un résultat plus dramatique de ce phénomeéne se produit lorsque les
tumeurs échappent au contréle du systeme immunitaire, conduisant a l'apparition clinique

du cancer.

3. Laphase d’échappement
Ainsi, la phase d'échappement représente I'échec du systéme immunitaire soit pour éliminer
ou pour contréler les cellules transformées. Cette phase va permettre la survie de cellules
tumorales et méme leur croissance sans limitation par le systéme immunitaire. Les cellules
cancéreuses subissent des modifications génétiques stochastiques et épigénétiques ce qui
génere des modifications essentielles nécessaires pour contourner a la fois les défenses

immunitaires innées et adaptatives.

Il existe de nombreuses différences moléculaires entre les cellules cancéreuses et les cellules

saines. Ces différences peuvent étre classées en 6 caractéristiques distinctes (Figure 4).
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Certaines de des caractéristiques intrinseques des cellules tumorales peuvent influencer la

réponse immunitaire anti-tumorale.

An inflammatory
microenvironment

Tissue invasion
& metastasis

Evasion of _ Insensitivity to
apoptosis g B growth inhibitors

Sustained Self-sufficiency in
angiogenesis growth signals

Limitless replicative
potential

Figure 4 Les cinqg caractéristiques intrinséques des cellules tumorales.

. . N T . e a1 . 1
En 2000, Hanahan et Weinberg ont proposé un modeéle pour définir les six propriétés qu’acquiert une tumeur ~. Une autre
étude indique que ce modeéle devrait étre révisé afin d'inclure I'inflammation liée au cancer comme caractéristique

4 . . 55
supplémentaire. D’aprés .
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a) Lien entre les caractéristiques intrinséques des cellules

tumorales et la réponse immunitaire

(1) Autosuffisance aux facteurs de croissance

Les cellules tumorales peuvent produire des facteurs solubles qui touchent la tumeur elle-
méme mais aussi le systéme immunitaire de I'hGte. Des cellules tumorales acquiérent la
capacité de synthétiser des facteurs de croissance auxquels elles sont sensibles, ce qui crée
une boucle autocrine de stimulation. Les facteurs de croissance impliqués dans cette boucle
peuvent déstabiliser le systeme immunitaire. Par exemple, I'IL-4 et I'IL-10 sont des facteurs
de croissance produits par certains carcinomes thyroidiens®®. Ces deux cytokines peuvent
polariser la réponse T vers une réponse Th2. Cette polarisation inactive I'immunité anti-
cancéreuse liée a la réponse Thl. L'IL-6, impliqué dans de nombreux cancers (cancer de la
prostate, du rein et le myélome), est I'un des plus importants facteurs de croissance agissant
de maniére autocrine. L’IL-6 induit I’activation du facteur de transcription STAT3. L’activation
de STAT3 dans la tumeur permet |'échappement des cellules tumorales en bloquant la

production et la détection des signaux inflammatoires par le systéme immunitaire”’.

(2) Insensibilité aux facteurs anti-prolifératifs

Un des plus importants facteurs bloquant la prolifération est le TGFB. Dans de nombreux
modeles, il a été mis en évidence que les cellules tumorales développent des mécanismes
qui désactivent la voie du TGFB (mutation ou perte des récepteurs aux TGFB, mutations
SMADA4...). De plus, le TGFB favorise la transition épithélio-mésenchymateuse, la motilité des
cellules tumorales et la formation de métastases®®. Le TGFP est un facteur
immunosuppresseur tres puissant et agit a différents niveaux de la réponse immunitaire. Il
inhibe la présentation des antigénes par les cellules dendritiques, I'activité de I'IFNy, la
prolifération des lymphocytes T, I'activité cytotoxique des NK et induit la prolifération des
lymphocytes T régulateurs>. En ignorant les signaux inhibiteurs de croissance liés au TGFB,
les cellules tumorales peuvent croitre dans un environnement normalement

immunosuppresseur, riche en TGFp.
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(3) Evasion de I'apoptose

Les cellules tumorales, qui sont incapables d'éviter la détection par les cellules immunitaires,
peuvent développer des mécanismes pour échapper a la mort induite par la réponse
immunitaire. Méme lorsque les antigénes tumoraux sont exprimés, les tumeurs peuvent
échapper aux lymphocytes effecteurs en exprimant des molécules anti-apoptotiques comme
FLIP et BCL-XL®%®!, Des mutations rendant les récepteurs de mort TRAIL, DR5 et Fas inactifs,

permettent aux cellules tumorales de résister 3 la lyse par les cellules immunitaires®.

Les stratégies d’échappement peuvent étre considérées comme passives, impliquant la
perte de la reconnaissance ou de la sensibilité a l'apoptose. Cependant, les cellules
tumorales peuvent jouer un réle plus actif et direct dans I'immunité a travers I'expression de
ligands inhibiteurs a leur surface. Ces ligands inhibent I'action cytotoxique des cellules
immunitaires aprés la reconnaissance directe des cellules tumorales. L'expression de B7-H1
(PD-L1), HLA-G, et HLA-E des cellules tumorales interagit avec les récepteurs membranaires
des cellules T pour inhiber les fonctions cytotoxiques de lymphocytes T ou induire I'apoptose

de la cellule T®%4%°,

(4) Angiogenése favorisée
En plus de promouvoir I'angiogenése, le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
VEGF pourrait inhiber I'immunité anti-tumorale, en inhibant I'activation du facteur NFkB
dans les cellules dendritiques, empéchant leur maturation®®, mais également en supprimant
I'activation des cellules T%. De plus la prostaglandine E2 (PGE2) impliquée dans
I’angiogeneése, inhibe l'immunité anti-tumorale par la suppression des macrophages et des

lymphocytes T et par la polarisation de la réponse T vers les cellules TH2%.

De plus, le systeme immunitaire contribue a la progression tumorale en sélectionnant les
variants les plus agressifs des cellules tumorales et en bloquant la réponse anti-tumorale. Les
cellules transformées sont capables d’échapper a Iimmunosurveillance soit par
immunosélection, c'est-a-dire par la sélection de variants cellulaires tumoraux non
immunogenes, soit par immunosubversion, c'est-a-dire par des mécanismes actifs de
suppression de la réponse immunitaire capables d’induire une tolérance du systéme

immunitaire vis-a-vis de la tumeur.
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b) Immunosélection

Les tumeurs développent une série de stratégies pour échapper a I'immunosurveillance, et
ces stratégies sont le résultat de la pression sélective exercée par le systeme immunitaire.

Elles sont donc appelées immunosélection.

L’échappement des cellules tumorales peut résulter de changements au niveau de la tumeur
qui permettent d’inhiber directement la reconnaissance ou la cytolyse des cellules tumorales
par les cellules effectrices du systéme immunitaire. La tumeur échappe totalement a la
reconnaissance du systéme immunitaire en limitant sa croissance et en induisant une
tolérance centrale ou périphérique. En plus de la tolérance, les cellules tumorales peuvent
acquérir des défauts dans les voies de traitement et de présentation des antigenes ce qui

empéche leur reconnaissance par les cellules du systéme adaptatif.

En particulier, la perte de TAP1, des molécules CMH de classe |, de la 82 microglobulline, de
LMP2, et de LMP7 et le développement de I'insensibilité a I''IFNy ou I'lFNa/B par les cellules
tumorales empéchent leur élimination par les cellules T, augmentant donc la progression

69,57,70
tumorale

. Ce processus d'évasion devient puissant lorsque les tumeurs perdent la
capacité de répondre a I'IFNy, par mutation ou inactivation épigénétique des genes codant
les composants des voies de signalisation de I'IFNy (IFNyR1, IFNYR2, JAK1, JAK2, et STAT1)"%.
Dans ce cas, les cellules tumorales touchées ne parviennent pas a augmenter I'expression du
CMH de classe |, et sont incapables de produire la machinerie intracellulaire qui facilite le
traitement et la présentation d'antigene (TAP1, TAP2, et les composants du protéasome). En
outre, l'instabilité génomique dans les cellules tumorales peut entrainer la perte des
antigenes tumoraux, qui ne sont plus détectables par des cellules T CD8+ spécifiques de
I'antigene. De méme, les tumeurs peuvent ne plus étre reconnues par les cellules du
systéme immunitaire inné, soit par la perte de ligands pour les récepteurs NKG2D "% ou par la
suppression de signaux pro-inflammatoires, ce qui empéche la maturation des DC de facon

dépendante de STAT3>'. Ainsi, les cellules tumorales peuvent échapper, par de multiples

mécanismes, a la reconnaissance par les systemes innés et adaptatifs.

28



Plusieurs produits tumoraux qui ne sont pas indispensables aux caractéristiques intrinséques
des cellules cancéreuses sont impliqués dans I'immunosubversion c’est-a-dire la suppression

active de la réponse immunitaire (Figure 5).
c) Immunosubversion

(1) Les cellules dendritiques

L'immunité anti-tumorale peut étre bloquée, a un stade précoce, par des facteurs dérivés de
la tumeur qui inhibent la fonction des DC. En réponse a des signaux de danger et de stress
cellulaire, les DC sont stimulées, migrent, et transportent les antigenes tumoraux dans les
ganglions lymphatiques alertant ainsi I'immunité adaptative de la présence de cellules
transformées. Pour inhiber cet événement initial, les cellules tumorales sécretent des
métabolites des stérols, dont le ligand de LXRa, qui supprime l'expression de CCR7 a la
surface des DC, ce qui perturbe leur migration vers les ganglions Iymphatiques73. Une étude
récente démontre que des facteurs inconnus d'origine tumorale induisent I'expression du
récepteur « scavenger » Al sur les DC, ce qui entraine une absorption excessive de lipides

. , . e 7N N PN 74,7
extracellulaires et une réduction de leur capacité a appréter les antigénes’"”>.

(2) Les lymphocytes T
Certaines tumeurs (ou les cellules myéloides associées aux tumeurs) produisent une grande
guantité d'oxyde nitrique et augmentent |'activité de I'arginase-1, inhibant ainsi les fonctions
T’®. Plus important encore, la dégradation du tryptophane par I'indoleamine 2,3-dioxygénase
(IDO), qui est constitutivement exprimée par les tumeurs humaines (en particulier par les
carcinomes de la prostate, du c6lon et du pancréas) mais aussi par les cellules dendritiques
interdigitées, favorise la résistance de la tumeur aux cellules immunitaires. IDO peut bloquer
la prolifération des cellules T CD8+ sur le site tumoral’’, et promouvoir I'apoptose des
lymphocytes T CD4+’®. De plus, la production de la galectine peut entraver l'activité et la
survie des cellules T. Le blocage de ce facteur peut favoriser le rejet de la tumeur chez la
souris’®. En regle générale, les lymphocytes T CD8+ spécifiques de la tumeur sont activés des
le stade de l'initiation tumorale, mais ces cellules montrent une perte de leur fonction

cytolytique au cours de la croissance tumorale®. De méme, les cellules T CD4+ spécifiques

29



perdent progressivement leur activité anti-tumorale®, alors gue le nombre de lymphocytes

T régulateurs augmente®.

(3) Les lymphocytes T régulateurs

Les cellules T régulatrices (Treg) CD4+ CD25+ exprimant le facteur de transcription Foxp3,
inhibent la fonction CTL de différentes fagons, y compris en produisant I'lL-10, le TGFp,
I'adénosine, et en exprimant CTLA-4 et PD-L1%. Les Tregs sont essentiels dans la tolérance
périphérique, et sont souvent recrutés dans le site tumoral ou ils suppriment l'immunité
anti-tumorale. Par ailleurs, la production de TGFB par les cellules tumorales peut
transformer les cellules T effectrices en Tregs qui, a leur tour, vont supprimer d'autres
lymphocytes T effecteurs infiltrants la tumeur®. Des modéles expérimentaux de tumeurs
associés a I’élimination des Tregs montrent une réponse immunitaire anti tumorale

85,86

efficace™"". En plus des Tregs, d'autres populations de lymphocytes régulateurs peuvent

étre mis en évidence, les cellules NKT et les lymphocytes B, qui inhibent les réponses

effectrices®” %,

(4) Les NKT

Dans un modele de tumeur induite par des irradiations aux ultraviolets,
I'immunosuppression est médiée par les cellules NKT exprimant CD1d. Ces cellules NKT CD4+
produisent de I'lL-13, qui supprime le rejet des tumeurs par les CTLs en utilisant une voie de

signalisation impliquant la chaine a du récepteur a I'lL-13 et STAT6®.

(5) Les lymphocytes B
Certaines études montrent une augmentation de la réponse T CD4+ et CD8+ dans le modele
de tumeur mammaire TS/A chez les souris uMT déficientes en lymphocytes B. Ces résultats
suggerent que les cellules B peuvent également réguler négativement I'immunité

tumorale®’.
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(6) Les cellules dendritiques plasmacytoides

Une autre population cellulaire recrutée au niveau de la tumeur, les DC plasmacytoides
(pDC) peuvent jouer un role essentiel dans I'immunosuppression. Les produits dérivés de
cellules cancéreuses ovariennes humaines activent les pDC, qui a leur tour favorisent
I'expansion de lymphocytes CD8+ régulateurs produisant de I'lL-10%°. Les B-défensines
recrutent des précurseurs des DC a travers CCR6 dans la tumeur. Le VEGF-A présent dans la
tumeur transforme ces cellules en cellules de type endothélial qui améliorent la
vascularisation et suppriment la fonction DC classique a travers la sécrétion de VEGF et

d'autres cytokines pro-inflammatoires”*.

(7) Les macrophages

De nombreuses tumeurs attirent les TAM en produisant I'lL-4 et I'lL-13. Les macrophages M2
peuvent inhiber I'immunité anti-tumorale par la production de TGFpB, de I'arginase-1, de I'IL-
10, et de la PGE2 et favoriser le développement du stroma et de l'angiogenése par la
sécrétion du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF)®. Ces macrophages
induisent des réponses TH2 (alors que les macrophages M1, qui sont tumoricides,
produisent NOS2, IL-12 et la lymphotoxine-alpha)®. De plus, les cellules tumorales sont
capables d’exprimer Fas-ligand, pouvant ainsi induire la mort de lymphocytes T spécifiques
de la tumeur exprimant Fas. D’autre part, des molécules comme B7-H1 (et B7-H4) qui sont
exprimées par certaines tumeurs (par exemple, en réponse a I'INF-y), favorisent directement
I"apoptose des cellules T via PD1% ou par des voies indépendantes de PD1 (qui sont médiées

par I'lL-10 ou CD95)**>.

L'immunosubversion pourrait étre également liée au volume tumoral lui-méme et a une
tolérance liée a une exposition massive aux antigénes tumoraux. Il est ainsi montré que la
libération de ligands de NKG2D, comme MICA ou MICB, survient progressivement au cours
du développement de la tumeur®. Ces ligands sont normalement capables d’activer une
réponse anti-tumorale efficace dépendante des lymphocytes T CD8 et des NK*. Cce
phénomeéne existe essentiellement lorsque le volume tumoral est réduit, mais tend a
disparaitre progressivement avec I'augmentation de la taille tumorale, notamment en raison

97, 98

d’une diminution de NKG2D dans ces cellules . Ce phénomeéne est induit par les ligands
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solubles de NKG2D, qui sont capables (contrairement aux ligands membranaires) de
provoquer linternalisation du récepteur®. Une preuve indirecte de ce concept
d’'immunosubversion induite par la masse tumorale est la constatation de la restauration
d’une réponse T CD8 spécifique apres une chimiothérapie efficace en terme de réduction du
volume tumoral, ou apres éxérese chirurgicale de la tumeur primitivegg. De méme, les
tumeurs sont capables de favoriser I'accumulation de cellules myéloides immatures
suppressives (MDSC : Myeloid Derived Suppressor Cells), qui favorisent la croissance
tumorale, et bloquent la réponse immunitaire via de nombreux mécanismes différents, qui

feront I'objet du chapitre suivant.
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Figure 5 Récapitulatif des mécanismes de I’échappement des cellules tumorales au systeme immunitaire
décrits ci-dessus.

Le systeme immunitaire permet la progression tumorale en sélectionnant les variants les plus agressifs des cellules
. . . 100
tumorales et en bloquant la réponse anti-tumorale. D’aprés
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B. Les MDSC (Myeloid Derived Suppressor Cells)

Une des étapes majeures du processus d’échappement des cellules tumorales au systéeme
immunitaire est I'accumulation de cellules myéloides suppressives.

Cependant, malgré l'intérét croissant pour cette population cellulaire et son réle dans le
cancer, la nature exacte, la caractérisation, le développement de ces cellules chez I'animal et
chez 'homme restent encore mal défini. Chez les personnes atteintes d'un cancer, ces
cellules sont susceptibles d'étre un facteur majeur bloquant ['efficacité des

immunothérapies'®.

Les cellules myéloides suppressives ont été décrites il y a plus de 20 ans chez les patients
: 1 102,103,104 . . . N
atteints d'un cancer , mais leur importance fonctionnelle dans le systeme
immunitaire n'a été que récemment appréciée. L’accumulation des cellules myéloides et leur
fonction suppressive chez les personnes atteintes d'un cancer ont été reconnues lorsqu’un
nombre excessif de cellules myéloides CD34+ a été remarqué dans le sang des patients

atteints de carcinomes épidermoides ORL'*'%

et chez la souris présentant des tumeurs
pulmonaires. Actuellement, il est clair que cette population de cellules ayant une activité
suppressive contribue a la régulation négative des réponses immunitaires au cours de la
croissance tumorale et dans d'autres maladies. Les propriétés qui sont communes a toutes
les MDSC sont leur origine myéloide, leur état immature et une remarquable capacité a
supprimer les réponses des cellules T. En plus de leurs effets suppresseurs sur les réponses
immunitaires adaptatives, les MDSC régulent aussi les réponses immunitaires innées en
modulant la production de cytokines par les macrophage5107. D’autres fonctions des MDSC
ont également été décrites, telles que la promotion de l'angiogenése tumorale et la
formation de métastases. Les MDSC sont une population hétérogéne de cellules qui se
compose de cellules progénitrices myéloides et des cellules myéloides immatures (IMC).
Chez les individus sains, les IMC qui sont générées dans la moelle osseuse se différencient
rapidement en granulocytes matures, en macrophages ou en cellules dendritiques (DC).

Ces cellules s'accumulent aussi lors de la réponse immunitaire a une infection

108,109

bactérienne et parasitaires”o, a la chimiothérapie'™, dans l'auto-immunité induite

112,113 114

expérimentalement , ainsi que dans le stress™". Les MDSC ont un réle majeur dans les
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dysfonctionnements du systeme immunitaire chez la plupart des patients atteints de

tumeurslls.

Dans des conditions pathologiques, I'activation des MDSC se traduit par I'expression de
facteurs immunosuppresseurs, telles que I'arginase 1 (codée par ARG1) et I'oxyde nitrique
synthase inductible (iNOS; également connu sous le nom NOS2), ainsi qu'une augmentation
de la production de NO (oxyde nitrique) et des espéces réactives de |'oxygene (ROS).

Chez des souris porteuses de tumeurs, les MDSC s'accumulent dans le sang périphérique, la
moelle osseuse, la rate, ainsi que dans les tumeurs solides primaires et métastatiques, et

116,108,117,118,119

dans une moindre mesure dans les ganglions lymphatiques . Chez les patients

cancéreuy, elles sont présentes dans le sang12°'121’122.

1. Sous-populations

a) Chez la souris

Chez la souris, les MDSC sont caractérisées par les marqueurs Gr-1 et CD11b. L'antigéne de
la lignée myéloide, Gr-1, est exprimé sur les cellules précurseurs myéloides, granulocytes, et
de facon transitoire sur les monocytes'?>. Le récepteur CD11b (Mac-1) est une intégrine aM
qui est exprimée sur la surface des monocytes, des macrophages, des cellules dendritiques
(DC), des granulocytes, et des lymphocytes B et T activés. Les cellules Gr-1+ CD11lb+
représentent environ 30-40% des cellules normales de la moelle osseuse et seulement 2-4%
des splénocytes nucléés. L'analyse morphologique montre que ces cellules sont composées
d'un mélange de cellules myéloides de morphologie polynucléaire et mononucléaire.

En présence de facteurs de croissance appropriés et/ou des cytokines, les cellules Gr-1+
d'une souris porteuse d’une tumeur peuvent étre différenciées in vitro en DC ou en

macrophages™* 12> 12

. Ces cellules ont la capacité se différencier dans les organes
lymphoides et dans la tumeur.

Dans les organes lymphoides, les MDSC se différencient principalement en cellules
présentatrices d'antigéne, notamment en cellules dendritiques et en macrophages, tandis
gue, dans le microenvironnement de la tumeur, elles deviennent des macrophages associés

a la tumeur et/ou a des cellules endothéliales. La proportion de cette population de cellules
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myéloides dans la rate des souris porteuses de tumeurs peut atteindre jusqu'a 50% de tous
les splénocytes®?’.

L'antigéne de différenciation myéloide Gr-1 (Ly6G et C) est exprimé par des cellules
exprimant le marqueur de granulocytes Ly-6G et par des cellules monocytaires exprimant le
marqueur Ly6C. Il est devenu évident que ces deux populations peuvent avoir une fonction
et une configuration différentes dans les maladies infectieuses et auto-immunes™®*2. Chez
les souris porteuses de tumeurs, les MDSC granulocytaires (G-MDSC) sont caractérisées par
le phénotype CD11b+ Gr1"Ly6G+ Ly6C°"/™9CDA49d-. Elles représentent la majorité des MDSC
circulantes. Les MDSC monocytiques (M-MDSC) sont principalement CD11b+ GrlmidLyGG'
Ly6C"'CD49d+****, Ce sous-ensemble de MDSC peut également inclure des progéniteurs
qui produisent un sous-ensemble de macrophages CD11bhiGr1'°"VLy6G'F4/80hi CMH2+ avec

de puissantes propriétés immunosuppressivesm'132

. L'expansion des MDSC est limitée
principalement aux G-MDSC dans la plupart des modéles de tumeurs. L'a-chaine du
récepteur de I'lL-4 et de I'lL-13 (IL-4Ra)**™*, le M-CSF-1R ou c-fms (CD115)**, et la

molécule de costimulation CD80*®

ont également été décrits sur certains sous-ensembles de
MDSC. Apparemment, divers facteurs dérivés des tumeurs jouent un réle dans I’expansion
des différentes populations de MDSC. La nature exacte de ces facteurs doit encore étre
déterminée. Les G-MDSC et les M-MDSC inhibent la fonction des cellules T-via des

mécanismes différents.

b) Chez ’lhomme

Les données sur les MDSC sont limitées dans les maladies humaines. Des marqueurs
différents ont été utilisés pour analyser les sous-types de MDSC chez I'homme dans divers
milieux cliniques, ce qui complique I'analyse des données. Les MDSC humaines sont CD11b+,

CD33+, HLA-DRneg/low et peuvent étre divisées en populations granulocytaires CD14- et en

137

populations monocytaires CD14+. Le récepteur a a linterleukine 4, le récepteur au

VEGF™®, CD15'% et CD66b ont été proposés pour &tre des marqueurs plus spécifiques des
MDSC humaines. Cependant tous ces marqueurs ne peuvent étre trouvés sur certains sous-

ensembles de MIDSC. Chez les patients porteurs de cancers du rein, du sein, du pancréas, ou

N 1 1 . . . . . . s .
du colon®® ' il existe un contingent majoritaire de cellules myéloides

139

polymorphonucléaires exprimant CD11b et CD15 (ces marqueurs étant caractéristiques
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de la lignée granulocytaire polymorphonucléaire), ainsi que CD66b, marqueur des
polynucléaires neutrophiles (PNN) activés, mais n’exprimant pas en revanche le marqueur
monocytaire CD14. Encore aujourd'hui, le meilleur marqueur des MDSC chez I'homme reste
leur fonction suppressive, qui peut étre soit directe soit indirecte par I'induction de cellules T

régulatrices.

Cette abondance de marqueurs souligne en outre la complexité pour définir ces cellules,
probablement en raison de la nature dynamique et plastique du compartiment myéloide et
sa capacité a répondre rapidement aux signaux délivrés par la tumeur. Des preuves récentes
indiquent que I'accumulation de MDSC dans le sang périphérique (Lin-/low, HLA-DR, CD33 +
CD11b +) est généralement en corrélation avec le stade tumoral chez les patients atteints de

tumeurs solides.

2. Origine et devenir des MDSC

Ces différentes études suggérent que chez ’homme comme chez la souris, différents types

140, 141

tumoraux sont susceptibles d’induire différentes populations de MDSC , probablement

en bloquant leur maturation a des niveaux différents.

Ce phénoméne étant étroitement dépendant du contexte tumoral et des différentes
combinaisons de facteurs solubles produits par la tumeur et par son microenvironnement, le
phénotype des MDSC chez 'lhomme n’est donc pas fixe, et les MDSC doivent plutot étre
définies par leur fonction biologique immunosuppressive commune que par un phénotype
homogene. La question de savoir si les MDSC sont des cellules normales dont la
différenciation est bloquée, ou si elles constituent une population ayant divergée de la
différenciation myéloide normale vers une différenciation anormale, reste encore sans
réponse précise, méme si les expériences de différenciation des MDSC provenant de souris
porteuses de tumeur en DCs sous I'effet de I'acide tout transrétinoique, plaident plutét en
faveur de la premiére hypothése'?’ 12,

Le mécanisme de la différenciation des MDSC et les signaux qui controlent cet engagement
et leur fonction biologique ne sont pas bien compris. Une étude récente’*® montre que les

MDSC, qui peuvent étre des précurseurs des macrophages immatures, ont le potentiel de se

différencier en deux phénotypes macrophagiques M1 et M2. De plus, les MDSC qui ont subi
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I'ablation de PIR-B (Paired Immunoglobulin-like Receptor B) (Lilrb3-/-) acquierent une
transition spécifique vers des cellules de type M1 lors de leur entrée dans la périphérie de la
moelle osseuse. Cette transition entraine une diminution des fonctions suppressives, de
I'activation des cellules régulatrices, de la croissance des tumeurs primaires et des
métastases pulmonaires. L'activation de Toll-like receptor (TLR), des transducteurs de signal,
de STAT1, et du facteur nucléaire-kappa B (NF-kB) dans les MDSC Lilrb3-/- permettent
I'acquisition du phénotype M1. PIR-B3 semble jouer un role dans la différenciation des
MDSC. De plus, I'activité suppressive des MDSC est dépendante du facteur de transcription

C/EBPR!.

3. Expansion des MDSC

Les MDSC s’accumulent et s’activent grace a de nombreux facteurs souvent en lien avec une
inflammation chronique. Les premiéres études ont démontré que le VEGF et le GM-CSF

étaient associés a I'accumulation de MDSC*#12°

et ont suggéré que l'inflammation pourrait
faciliter la suppression immunitaire’®. Le réle clé de I'inflammation dans I'expansion des
MDSC a été apprécié lorsque des études ont montré que les cytokines pro-inflammatoires IL-

181517 1L-6'% et le lipide bioactif PGE2*® induisaient I’expansion des MDSC.

a) GM-CSF
Beaucoup de tumeurs murines et humaines sécretent le GM-CSF qui implique |la génération
et I'accumulation des MDSC dans les organes lymphoides secondaires et au niveau du site

tumoral supprimant ainsi la réponse anti-tumorale des cellules Tl49118

. Ce phénomene a
également été observé chez les souris traitées avec la protéine recombinante GM-CSF**°. De
plus, le GM-CSF agit différemment sur les deux sous-ensembles de MDSC. Il permet
I’expansion des deux types de MDSC, CD11b+Grlint et CD11b+ GR1llow dans la rate des
souris porteuses de tumeurs, mais n"augmente que les MDSC CD11b+Gr-1low dans la moelle

osseusem.

b)  VEGF

Le VEGF produit par de nombreuses tumeurs stimule I'angiogenése® et fournit des
substances nutritives aux cellules tumorales. Dans la tumeur, le VEGF réduit la quantité de

DC et interfere avec leur fonction in vivo et in vitro, alors que le nombre de précurseurs
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immatures des DC augmentent™***3

. Récemment, il a été observé que le blocage du
récepteur au VEGF entraine des modifications des cytokines intra-tumorales. Cette inhibition
de la liaison du VEGF a son récepteur est efficace pour controler la croissance tumorale et
réduit l'infiltration de cellules de type MDSC, cellules T régulatrices et macrophages, tout en

augmentant la fraction des DC**.

c) IL-6 et IL-1B
L’IL-1 est une cytokine pléiotropique qui induit la production d'une cascade de molécules, y
compris I'IL-6, des prostaglandines et des molécules d'adhésion par les cellules stromales et

les cellules infiltrant les tumeurs'>>*°°,

Des souris inoculées avec des cellules tumorales produisant de I'lL-1 développent une
expansion significative des cellules Grl+ CD11b+ en comparaison a des souris inoculées avec

146,147

des cellules tumorales qui ne sécretent pas de I'lL-1 . Le méme phénomene est observé

en utilisant des cellules de carcinome mammaire de souris transfectées sécrétant de I'lL-6'"’.
L'effet de I'IL-1B a été confirmé par une autre étude dans lequel I'IL-1B est sous le controle
d’un promoteur spécifique de I'estomac. Les souris transgéniques développent des niveaux

élevés de MDSC et des cancers de I'estomac®®’

. L'accumulation des MDSC induite par I'IL-18
n’est pas dépendante des cellules T, des cellules B et des cellules NK. Dans ce contexte, les
MDSC ont des niveaux de ROS augmentés et présentent une augmentation de l'activité
suppressive contre les T CD4+ et les CD8+ par rapport a des MDSC induites dans des

environnements moins inflammatoires.

Les souris déficientes pour le récepteur a I'IL-1 ont une accumulation tardive de MDSC et ont
une progression réduite de la tumeur primaire et métastatique. L’accumulation des MDSC et
la progression tumorale sont en partie restaurées par I'lL-6, indiquant que I'IL-6 est un
médiateur en aval de I'IL-1B. L'IL-6 est donc impliquée dans I'expansion des MDSC. En
revanche, l'inflammation excessive des souris déficientes pour [I'IL1-RA favorise

I'accumulation de MDSC et leur activité suppressive'®’.

d) PGE2

La PGE2 et la COX-2, qui est requise pour la conversion de |'acide arachidonique en PGE?2,

sont de puissants médiateurs inflammatoires. Elles sont produites par de nombreuses
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cellules tumorales et contribuent a I'inflammation dans la tumeur®®®,*°. Les macrophages

infiltrant les tumeurs produisent également la PGE2, ce qui permet I'amplification du milieu

10 La PGE2 facilite la croissance tumorale au moyen de

inflammatoire dans la tumeur
plusieurs mécanismes non dépendants du systeme immunitaire, elle favorise I'angiogenése,

la protection contre I'apoptose, et stimule la prolifération cellulaire et les métastases™®".

Les MDSC expriment les quatre récepteurs a la PGE2 (EP-1 a EP-4). La signalisation via EP-4
dans les MDSC est capable d’activer I'expression et I'activité de I'arginase 1. Toutefois la
croissance tumorale est plus réduite chez les souris déficientes pour EP-2 et leurs MDSC sont
moins suppressives par rapport a des MDSC de souris sauvages. Le traitement des souris
porteuses de tumeurs avec un inhibiteur de la COX-2 réduit la proportion des MDSC et la
progression tumorale est retardée’®. Par conséquent, des niveaux élevés de PGE2 peuvent
promouvoir la progression tumorale notamment en limitant I'immunité anti-tumorale par

I'induction des MDSC.

e) Protéines S100

Lorsque I'expression des protéines S100A8 et S100A9 dépendante de STAT3 est augmentée
dans les progéniteurs des cellules myéloides, leur différenciation est empéchée ce qui induit
une accumulation des MDSC dans la rate de souris porteuses de tumeurs et dans les souris
naives qui surexpriment S100A9. A linverse, il n’y a pas d’accumulation des MDSC dans la
rate et le sang chez les souris déficientes pour cette protéine et le développement de
tumeurs coliques est aboli'®. Dans une autre étude, les protéines S100A8 et S100A9
favorisent la migration des MDSC sur le site de la tumeur, en se liant aux récepteurs N-
glycane carboxylés, qui sont exprimés a la surface des MDSC. Le blocage de la liaison de
S100A8 et S100A9 a leurs récepteurs sur les MDSC in vivo réduit le nombre de MDSC dans le
sang et les organes lymphoides secondaires de souris porteuses de tumeurs'®. Les
hétérodimeres S100A8/A9 exercent ces effets par deux mécanismes : ils bloquent la
différenciation des précurseurs myéloides en DC et les macrophages de facon dépendante
de STAT3' et ils attirent les MDSC dans les sites tumoraux par une voie dépendante de NF-

kB™®. Les MDSC produisent également ces protéines S100A8/A9, impliquant donc une

boucle autocrine qui soutient I'accumulation des MDSC.
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f) Autres facteurs impliqués

Les cytokines induisant les MDSC agissent via une voie moléculaire commune et l'activité
suppressive des MDSC est dépendante du facteur de transcription C/EBPPB. Le transfert
adoptif de lymphocytes T CD8+ spécifiques de I'antigene tumoral a permis le traitement de
tumeurs établies uniquement chez des souris dépourvues de C/EBPB dans le compartiment
myéloide, ce qui suggére que C/EBPB est un régulateur essentiel de I|'environnement

184 Une autre étude montre que seuls les récepteurs a

immunosuppresseur de la tumeur
I'adénosine A2B peuvent promouvoir |'expansion préférentielle des MDSC granulocytaire
CD11b+ Grlhigh. De plus, la production d'adénosine péricellulaire par I'ectonucléotidase
CD73, qui est fortement exprimée sur ces cellules, peut contribuer a leurs propriétés

immunosuppressives'®.

4. Activation des MDSC

L'activité immunosuppressive des MDSC ne nécessite pas seulement leur expansion, mais
aussi leur activation. Un certain nombre de facteurs, dont la plupart sont produits par les
cellules du stroma tumoral et par les lymphocytes T, comme I'INFy, I'lL-4, I'lL-13, le TGFB,
mais aussi certaines fractions du complément, sont ainsi capables d’activer différentes voies
de signalisation dans les MDSC, s’appuyant en général sur les facteurs de transcription

STAT1, STAT3 et STAT6, et NF-kB (Figure 6).

a) Voie IFNy STAT1

La suppression des cellules T par les MDSC est dépendante de la production d’IFNy par les

cellules T

. STAT1 est le principal facteur de transcription impliqué dans la signalisation
induite par I'IFNy et joue un rble dans la régulation de l'arginase 1 et dans I'expression
d’'iNOS dans les MDSC. L'arginase 1 et iNOS sont des enzymes impliquées dans le
métabolisme de I'arginine. En réponse a une production exogene ou autocrine d’IFNy , les
MDSC génerent ces enzymes et de I'lL-13 ce qui va induire I'expression des récepteurs a I'IL-
4 et a IIL-13 dans les MDSC™*. De plus, les MDSC de souris Statl-/- n'ont pas

d’augmentation de I'expression de I'arginase 1 et de iNOS et donc n’inhibent plus la réponse

11
de ces cellules™’.
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b) Voie IL-4 STAT6

L’activation de la voie de signalisation du récepteur a I'lL-4 et de STAT6 (activé par la liaison
de I'lL-4 ou de I'lL-13) dans les MDSC induit I'expression de I’arginase et I'augmentation de
son activité'®’. Ce phénomeéne est bloqué lorsque les MDSC sont déficientes pour STAT6,
Cette voie de signalisation est aussi impliquée dans la production de TGFp via I'lL-13 chez les

169170 Toutefois, dans un

souris atteintes de sarcome réduisant ainsi I'immunosurveillance
modele de cancer du sein, les souris déficientes en IL-4R o conservent un nombre élevé de
MDSC dans la rate aprés |'ablation chirurgicale de la tumeur mammaire™®®. Collectivement,
ces données indiquent que la voie ILARa/STAT6 pourrait ne pas étre impliquée dans la

promotion de I'immunosuppression dans tous les modeéles de tumeurs.

c) Les récepteurs Toll Like (TLR)

Les TLR ont un réle central dans l'activation des réponses immunitaires innées. La septicémie
polymicrobienne qui libére des produits microbiens dans la circulation systémique et dans le
péritoine peut induire une expansion des MDSC dans la rate. Cette expansion des MDSC est

dépendante de |'adaptateur des TLR, MyD88109

. Toutefois, les MDSC des souris de type
sauvage et des souris dépourvues d’un TLR4 fonctionnel proliferent de fagcon comparable au
cours de la septicémie polymicrobienne. Ceci suggere que la signalisation par le biais de TLR4
n'est pas nécessaire pour |I'expansion des MDSC et que I'activation des MDSC par la voie de
signalisation dépendante de MyD88 est déclenchée par les autres TLR dans des conditions
de septicémielog. Ces observations indiquent que I'activation des MDSC est la conséquence
de la réponse immunitaire innée aux pathogenes qui expriment les ligands de TLR.

Il est important de noter que I'augmentation de la production et le recrutement de cellules
myéloides immatures dans le contexte de maladies infectieuses aigués ou apres la
vaccination ne refletent pas nécessairement I'expansion d'une population
immunosuppressive de MDSC. Il est probable que dans des conditions pathologiques,
I'expansion de MDSC est régie par deux groupes de facteurs différents qui ont des activités
qui se chevauchent partiellement: ceux qui induisent I'expansion des MDSC et ceux qui

induisent leur activation. Ce systéeme a deux vitesses peut permettre une certaine souplesse

dans la régulation de ces cellules dans des conditions physiologiques et pathologiques.
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d) Le complément

En plus de son réle classique dans la lyse des cellules médiée par les anticorps, le systeme du
complément est un acteur clé dans la lutte contre les infections et dans les réactions
inflammatoires'’’. Dans les voies classiques, la C5 convertase (qui comprend C3a) génére
C5a du C5. Le C5a, également connu sous le nom d’anaphylatoxine, et C3a ont une activité
inflammatoire, ils sont chimiotactiques, et se localisent dans les cellules endothéliales dans

les tumeurs solides®’**"2

. D'autres études utilisant des souris déficientes pour le récepteur
au C5a indiquent que le C5a augmente la progression tumorale et que ces effets sont liés a la
liaison du C5a aux récepteurs sur les MDSC. C5a augmente la migration des MDSC
granulocytaires, mais pas celle des MDSC monocytaires dans les tumeurs solides et les
organes lymphoides périphériques. L'expression des ROS et des espéces réactives d'azote est

173 'activation

induite dans les MDSC monocytaires mais pas dans les MDSC granulocytaire
directe des MDSC par ces composants du complément identifie des médiateurs pro-

inflammatoires supplémentaires qui pourraient étre ciblés pour éliminer les MDSC.
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Figure 6 Voies de signalisations impliquées dans I’expansion des MDSC.

L'accumulation des MDSC est régie par plusieurs facteurs qui sont libérés par les cellules tumorales, les cellules tumorales
du stroma, les lymphocytes T activés, les macrophages, les cellules tumorales apoptotiques, des agents bactériens et viraux,
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et par les cellules infectées par des agents pathogenes. Ces facteurs déclenchent plusieurs voies de signalisation différentes
dans les MDSC et la famille des facteurs de transcription STAT. D’apres 1

5. Mécanismes impliqués dans 'immunosuppression des MDSC

La caractéristique des MDSC est leur capacité a supprimer les réponses des lymphocytes T.

De nombreux mécanismes différents sont impliqués dans ce processus (Figure7).

a) Métabolisme de la L-arginine

Historiquement, le métabolisme de la L-arginine a été le premier mécanisme décrit pour
expliquer le potentiel immunosuppresseur majeur des MDSC. La L-arginine sert de substrat
pour deux enzymes: |'oxyde nitrique synthase, qui génere le NO, et la citrulline, et I'arginase,
qui convertit la L-arginine (L-Arg) en urée et en L-ornithine. Plusieurs études ont suggéré une
corrélation étroite entre la disponibilité de I'arginine et la régulation de la prolifération des

lymphocytes T4

. Elles ont démontré que I'augmentation de I'activité de I'arginase 1 dans
les MDSC amplifiait le catabolisme de I'arginine.

Un manque de L-arginine régule les fonctions des lymphocytes T en modulant I'expression
de CD37'’®. La croissance tumorale est associée a I'expression et 3 l'activité accrue de
I'arginasel dans la rate des cellules myéIo'l‘desm, ce qui est tres efficace dans l'inhibition de

la réponse des lymphocytes T**%*7®

. Simultanément, les lymphocytes T sont dépendants de
I'arginine pour leur prolifération et I'expression de la chaine peptidique T du récepteur des
cellules T. Linhibition de la prolifération des cellules T, causée par le manque de la L-
arginine, a été associée a un blocage de I'expression de la cycline D3 et de CDK4 laissant les

7% Le cancer de la prostate179 chez 'homme et diverses

cellules en phase GO-G1 du cycle
tumeurs murines*’ utilisent ce mécanisme pour échapper a I'immunosurveillance. Chez des
patients atteints d'un carcinome du rein, les MDSC ont des niveaux plus faibles d’arginine.
Chez la souris, la déplétion en MDSC rétablit la prolifération des cellules T et I'expression de
la chaine CD37**. La suppression des cellules T dans le site tumoral est dépendante de la
signalisation STAT1, qui commande l'activité de la NO synthase inductible (iNOS) et de

I'arginase 1'*/.

La L-arginine est le substrat commun pour l'arginase et I'enzyme iNOS. Comme l'arginase 1,

I’enzyme iNOS est induite par I'IFNy. Il est possible que I'activité élevée de I'arginase dans les
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MDSC abaisse le niveau de la L-arginine, ce qui pourrait augmenter la production de radicaux

162 Le radical super oxyde, lui-méme, est trés

oxygénés comme le radical super oxyde
instable et est converti en H,0, et en oxygéne. Ceci est cohérent avec les données montrant
que, dans les MDSC, les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) s'accumulent principalement

sous forme de H,0,™®%.

b) Les especes réactives de I'oxygéne

Les cellules myéloides sont les principales productrices de ROS et c’est une des
caractéristiques majeures des MDSC. Des études ont montré que le stress oxydatif induit par
les MDSC inhibe I'expression de la chaine  dans les cellules T et la prolifération cellulaire

180 Les MDSC, isolées de souris porteuses de tumeurs, produisent des

induite par l'antigéne
niveaux plus élevés de ROS que leurs homologues. L'inhibition des ROS dans les MDSC
supprime l'effet négatif de ces cellules chez les souris et les patients atteints de
cancers*”** La production de ROS par les neutrophiles isolés du sang de 16 patients
atteints d'un carcinome du larynx, a été comparée a celle des neutrophiles obtenus a partir
de 15 personnes en bonne santé. Les niveaux de ROS sont sensiblement plus élevés chez les
patients cancéreux que chez les volontaires sains. Apreés une laryngectomie partielle ou
totale, une diminution significative de la production de ROS et de l'activité sérique de la
peroxydase catalase ont été observées'®. Les intégrines, CD11b, ainsi que CD18 et CD29,
permettent l'interaction entre les MDSC et les cellules T spécifiques de I'antigénem. Le
blocage de ces intégrines inhibe la production de ROS et la suppression par les MDSC de la
réponse T CD8+. Un certain nombre de cytokines et de facteurs de croissance produits par la
tumeur peuvent induire la production de ROS, y compris le TGFB, I'IL-10, I'IL-6, I'IL-3, le
PDGF, le GM-CSF*®%, Des niveaux élevés de ROS ont été observés dans de nombreuses
cellules cancéreuses et contribuent a la tumorigénese, la formation de métastases et

. \ 183,184,185
I'angiogenese™ """,

c) Le péroxynitrite
Le péroxynitrite est un produit de l'interaction entre le NO et le super oxyde. Il est I'un des
oxydants les plus puissants. Le péroxynitrite est présent sur les sites caractérisés par
I'accumulation de MDSC et de cellules inflammatoires. Il induit la nitration de plusieurs

acides aminés: la cystéine, la méthionine, le tryptophane et, aussi, la tyrosine. Le
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péroxynitrite, produit pendant l'inflammation, est directement impliqué dans la promotion
de la tumeur par la modification post-traductionnelle des différentes protéines. L'association
du taux élevé de péroxynitrite avec la progression tumorale est retrouvée dans le cancer du
pancréas, les gliomes malins, le cancer de la téte et du cou, le cancer du sein, le mélanome
et le mésothéliome. Le NO bloque les cellules T par l'intermédiaire de plusieurs mécanismes.
Ces mécanismes impliquent l'inhibition de I'activation de la kinase Janus 3 (Jak3) et des

facteurs de transcription STAT5'®, I'inhibition de la transcription du géne du CMH de classe

I 187 188

et l'induction de l'apoptose dans les cellules T-". Le péroxynitrite peut inhiber
I'activation des cellules T et la prolifération en altérant la phosphorylation de la tyrosine et la
mort par apoptose. In vitro et in vivo, les MDSC provoquent une augmentation du niveau de

la nitrotyrosine (NT) dans les cellules T CD8+ spécifiques des antigénes tumoraux'®. E

n
bloguant la génération de la NT, la suppression des lymphocytes T CD8 par les MDSC est
réversée. La nitration des résidus tyrosine du TCR et du CD8 peut entrainer la rigidité du TCR,
ce qui perturbe la liaison du peptide/CMH des cellules T CD8. La neutralisation des

péroxynitrites permet d’éliminer la tolérance induite par les MDSC*®

. Le péroxynitrite,
produit dans des conditions inflammatoires, peut modifier et inactiver les protéines ce qui
peut avoir des conséguences importantes sur la capacité du systeme immunitaire a
reconnaitre les tumeurs. Récemment, il a été montré que les cellules myéloides infiltrant les
tumeurs, notamment les MDSC, induisent la nitration des molécules du CMH de classe | sur
les cellules tumorales, les rendant incapables de lier efficacement des peptides et, par
conséquent, de rendre les cellules tumorales résistantes aux CTLs spécifiques de I'antigéne®®.
Ce concept a suggéré que les tumeurs peuvent échapper au contréle immunitaire méme s'il
existe des réponses des CTLs. L'échappement se produit car les cellules tumorales ne
peuvent pas exprimer des peptides spécifiques sur le CMH1 qui ont permis de générer des
CTLs. Il a été aussi montré que cette évasion pourrait étre diminuée en bloquant la
production de péroxynitrite, en utilisant des inhibiteurs pharmacologiques de ROS ou de RNS
(Reactive Nitrogen Species). Un autre exemple de ce type d'immunosuppression est la

nitration de la chemokine CCL2 par les MDSC, un processus empéchant la migration des

cellules lymphocytes T CD8 + effecteurs dans la tumeur*®.
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d) Autres mécanismes

Les MDSC expriment la galactine 9 qui se lie a TIM3 sur les lymphocytes et induit I'apoptose

191 L'expression de la protéine ADAM17 au niveau de la membrane

des lymphocytes T
plasmique des MDSC diminue I'expression de L-sélectine a la surface de CD4+ naives et
CD8+, limitant ainsi la recirculation des lymphocytes T dans les ganglions Iymphatiqueslgz.
Les MDSC sont liées au dysfonctionnement de I'activation des cellules T dans le cancer, grace
a la production de TGFB, d’IL-10 et de I'appauvrissement de la cystéine*%+17%1% | a5 MDSC
permettent la baisse de la production d'IL-12 par les macrophages, et I'augmentation de leur
propre production d'IL-10 en réponse a des signaux provenant des macrophages. Ce
couplage réciproque entre les MDSC et les macrophages est susceptible de dévier
I'immunité cellulaire T CD4 + et CD8 + vers une réponse de type 2 impliquant la promotion

tumorale®®®,

Les MDSC peuvent supprimer l'activation des cellules T en privant I'environnement de la
cystéine, un acide aminé qui est essentiel a I'activation des cellules T. Les MDSC expriment le
transporteur Xc, qui capture la cystéine, mais elles n'expriment pas le transporteur requis
pour exporter la cystéine. Ainsi, elles privent les cellules T de la cystéine, un acide aminé
essentiel nécessaire a leur activation'®>. De plus, les MDSC inhibent la L-sélectine (CD62L),
une molécule de la membrane plasmique nécessaire a la domiciliation des cellules T naifs

vers les ganglions Iymphatiqueslgz.

Un membre de la famille des récepteurs de surface B7(CD80) semblerait impliqué dans les

136 D'autres membres de

fonctions suppressives des MDSC dans les cancers de l'ovaire
molécules inhibitrices de |la famille B7, comme les récepteurs PD-L1 et PD- L2 sont exprimés
sur une variété de cellules myéloides et se sont révélés étre directement impliqués dans la

. . . 1
suppression des reponses immunes 97.

6. Effets suppresseurs sur les différents effecteurs de la réponse

immunitaire (Figure 7)

a) Les lymphocytes CD8

Dans les organes lymphoides périphériques, la suppression des lymphocytes T CD8+ par les

MDSC exige la présence de trois facteurs: les MDSC, les cellules T CD8+ activées spécifiques
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de l'antigéne et les antigénes associés aux tumeurs. Les MDSC bloquent la production de
I'IFNy par les cellules T CD8+, en réponse a des épitopes peptidiques présentés par le CMH

198

de classe | in vitro et in vivo™™". Cette tolérance des lymphocytes T spécifiques de I'antigene

dépend du CMH de classe | et n'est pas induite par des facteurs solubles. Elle nécessite un

contact direct cellule-cellule et la production des espéces réactives de I'oxygéne'” 1%°.

b) Les lymphocytes CD4

Un certain nombre d'études ont démontré que les MDSC permettaient une tolérance des

17 Toutefois,

cellules T CD8+ de fagon spécifique de I'antigéne mais pas des cellules T CD4+
dans différents systemes expérimentaux, les MDSC inhibent la production de I'lFNy par les
cellules T CD4+'>2%,

Dans la plupart des modeles de tumeurs, les molécules du CMH de classe Il sont exprimées
de maniere plus faible dans les MDSC de méme phénotype que chez les souris sans tumeur.
Le mécanisme exact impliquant la régulation du CMH de classe Il dans les MDSC n'est pas
encore clair. Il est possible que STAT3 puisse jouer un réle majeur dans cet effet?0%0 202
D'autre part, il est connu que I’activation de STAT3 entraine la réduction du CMH de classe |l
dans les DC*®. Une variabilité similaire de I’expression du CMH de classe Il a été décrite chez

204,205

I'homme . Cela peut expliquer certaines données contradictoires concernant I'effet des

MDSC sur la fonction des cellules T CD4+. Une étude récente montre que la tolérance in vivo
des lymphocytes T CD4+ via les MDSC est dépendante de |’expression du CMH de classe 112°,
Ces données suggerent que les lymphocytes T CD4 + activés se lient au CMH de classe Il sur
les MDSC. Ce processus conduit a une régulation positive du facteur de transcription Ets-1,

qui se traduit par une augmentation de I'expression de la cox2 et par la suite, la production

de PGE2. La PGE2 permet alors les fonctions suppressives des MDSC.

c) Les lymphocytes T régulateurs

Les MDSC peuvent favoriser l'activation et l'expansion des Treg. Les MDSC induisent
I’expansion des Treg naturels (nTReg) et favorisent également la conversion des cellules T

CD4+ naives en Treg induits (iTReg). Les mécanismes impliqués ne sont pas complétement

207

compris, mais nécessitent un contact cellule-cellule, des interactions CD40-CD40L™, la

production de facteurs solubles par les MDSC, comme [I'IFNy, I'lL-10, et TGFB135, et,

éventuellement, I'expression de 'arginase par les MDSC?%.
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Chez les souris porteuses de tumeurs ovariennes 1d8, l'activation des Treg par les MDSC

136

nécessite |'expression de CD80 par les MDSC™". Dans un modele murin de lymphome, les

MDSC permettent I'expansion des Treg par le biais d'un mécanisme qui implique l'arginasel

208 En revanche, un

et la présentation des antigenes par les MDSC indépendamment du TGFB
autre groupe®®® a constaté que le pourcentage de Treg est invariablement élevé tout au long
de la croissance tumorale et ne se rapporte pas a la cinétique de I'expansion de la
population des MDSC, suggérant que les MDSC ne seraient pas impliquées dans I'induction
des Treg. En outre, dans un modele de la tolérance d'allogreffe rénale chez le rat, les MDSC,

qui co-expriment CD80 et CD86, ont un effet limité sur I'expansion des Treg209

. Bien que des
travaux supplémentaires sont nécessaires pour résoudre ces divergences afin de déterminer
la pertinence physiologique de ces études, il semble possible que les MDSC soient
impliquées dans la différenciation des Treg a travers la production de cytokines ou par des
interactions directes cellule-cellule. En outre, les MDSC et les cellules Treg pourraient étre

liées a un réseau commun immunorégulateur.

d) Les macrophages

De fagcon comparable a la suppression de |'activation des Iymphocytesm' 211182 inhibition

de la production de I'lL-12 par les MDSC nécessite un contact cellulaire entre les MDSC et les
macrophages. En produisant de I'lL-10, les MDSC régulent la transcription de 'lL-12°*%. Ce
phénomeéne polarise les macrophages vers un phénotype M2. Cette polarisation est
entretenue par les macrophages eux méme qui vont stimuler la production d’IL-10 par les
MDSC*®3. L'augmentation de I'IL-10 et la diminution de I'lL-12 favorisent la polarisation des
lymphocytes vers un phénotype Th2 et la diminution des fonctions des cellules NK.

L'interaction entre les MDSC et les macrophages altére I'expression des molécules du CMH
de classe Il au niveau des macrophages. Cette altération serait dépendante de I'lL-10**.
Ainsi les macrophages seraient moins efficaces dans I'activation des cellules T et
favoriseraient la tolérance. L'interaction entre les MDSC et les macrophages permet a la fois
de promouvoir et de réduire l'inflammation, ce qui peut sembler contradictoire. Toutefois,
ces deux fonctions peuvent exister afin d’équilibrer I’homéostasie du microenvironnement

tumoral. L'inflammation chronique est nécessaire pour promouvoir le développement des

MDSC et des TAM, mais une inflammation aigué active l'immunité adaptative et les
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lymphocytes T. En modulant l'inflammation du microenvironnement tumoral, cette
interaction réduit la possibilité d'activer les cellules T réactives contre la tumeur et fournit

ainsi un environnement tolérogene permettant la progression tumorale.

e) Les NK

Les MDSC ont également un impact sur les cellules NK et réduisent leur fonction tueuse”™.
L'inflammation diminue I'expression du récepteur d'activation NKG2D sur les cellules NK, ce
qui bloque I'activation des NK et réduit leur activité cytotoxique. Ces effets sont médiés par
une sous-population de MDSC granulocytaire Ly6Clow qui sont préférentiellement induites
par I'lL-1p>°.

Contrairement a la population granulocytaire de MDSC, les MDSC monocytaires expriment le
ligand activateur des NK Rael et activent les cellules NK par l'intermédiaire du récepteur

NKG2D. Les cellules NK activées vont ainsi tuer les MDSC?*’

. I manque des données utilisant
plusieurs modéles tumoraux pour déterminer si la suppression ou l'activation de cellules NK
sont caractéristiques des MDSC granulocytaires et monocytaires, respectivement, ou si ces

résultats sont restreints aux modeles de tumeurs utilisés dans ces études.

f) Les cellules dendritiques

Chez les patients atteints de cancer, le nombre de DC matures est réduit et leurs fonctions
sont déficientes. Des études in vitro, dans lesquelles les MDSC ont été différenciées a partir
de cellules souches médullaires c-kit+ en présence d'IL-4, de GM-CSF, et de PGE2, ont
montré que le nombre de DC matures diminue proportionnellement a I'augmentation du
nombre de MDSC**, De plus, I'lL-10, produite par les MDSC induites dans un modéle de

218 Des études chez

carcinome hépatocellulaire, bloque la production de I'lL-12 par les DC
des patients atteints de mélanome montrent que les MDSC bloquent la maturation des DC
en réduisant la capture de I'antigéne, leur migration et leur capacité a induire des cellules

productrices d'IFNy**.
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Figure 7 Mécanismes d’immunosuppression des MDSC touchant les différents effecteurs de la réponse
immunitaire.

L’activation des cellules T est inhibée par la production d’arginase et de ROS, par la nitration du TCR, par la privation de la
cystéine et par lI'induction des lymphocytes T régulateurs. L'immunité innée est bloquée par la diminution de I'lL-12
produite par les macrophages, la production d’ll-10 par les MDSC et la suppression de la cytoxicité des NK. D’apres 220,

Comme les MDSC sont l'un des principaux facteurs immunosuppresseurs dans le cancer et
dans d'autres pathologies, plusieurs stratégies thérapeutiques ciblant ces cellules sont

actuellement explorées.
7. STAT3

a) La famille des STATs

Les facteurs qui induisent I'expansion des MDSC et leur activation incluent la cyclooxygénase
2, les protaglandines, le SCF, le MCSF, I'lL-6, le GM-CSF et le VEGF. La plupart de ces facteurs
déclenchent des voies de signalisation dans les MDSC qui convergent vers les Janus kinases
(JAK) et vers STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3), qui sont des facteurs
de transcription impliqués dans la survie cellulaire, la prolifération, la différenciation et
I'apoptose221

La famille de protéines STATs se compose de sept membres qui sont codés par des genes

distincts: STAT1, STAT3, STAT2, les STAT4, les STAT6, STAT5a et STATS5B%?2. Une des
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caractéristiques distinctive des protéines codées par ces génes est leur double role : elles
transduisent les signaux dans le cytoplasme et fonctionnent en tant que facteurs de
transcription dans le noyau. Les récepteurs aux cytokines ne disposent généralement pas
d’activité tyrosine kinase intrinseque, leur engagement active donc des tyrosines kinases
associées au récepteur, les principales étant les kinases de la famille des Janus kinase (JAK)
(JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2). Apres la phosphorylation de résidus tyrosine spécifiques des
protéines STATs, elles forment des homodimeéres stables ou des hétérodimeres avec des
protéines STATs. Chaque protéine de la famille STAT répond a un ensemble défini de
cytokines, et chacune régule également un groupe de genes spécifiques. La plupart des
génes cibles en aval des STATs codent pour des cytokines et des facteurs de croissance. Il en
résulte des boucles d’amplification. Par exemple, en réponse a I'IL-6 par le biais de
signalisation via gp130 JAK, STAT3 forme des homodimeres qui migrent dans le noyau. Dans
le noyau, ces homodiméres STAT3-STAT3 modulent I'expression des génes, notamment le

géne de I'lL-6, et d'autres médiateurs cruciaux dans I'inflammation.

b) Signalisation STAT3

La signalisation de STAT3 est une voie importante dans l'inflammation du cancer en raison
de son activation fréquente dans les cellules malignes et a un réle clé dans la régulation de
nombreux génes cruciaux pour l'inflammation du cancer dans le microenvironnement

tumoral 223 224 225.

Comme les oncoprotéines SRC et ABL sont des activateurs de STAT3, STAT3 est
constitutivement activé dans divers cancers. L'activation persistante de STAT3, dans diverses
tumeurs humaines, augmente la prolifération, la survie, lI'angiogenéese et la survenue de

métastases, tout en inhibant I'immunité anti-tumorale®®

. De nombreux génes régulés par
STAT3 codent des cytokines et des facteurs de croissance dont les récepteurs activent la voie
STATS3, induisant ainsi une boucle stable d’auto activation entre les cellules tumorales et les
cellules stromales non transformées, y compris des cellules myéloides et des cellules T, et
donc la promotion des réponses inflammatoires?®. Les récepteurs de facteurs de croissance
qui sont connus pour activer STAT3 sont les récepteurs EGFR, HER2, FGFR, IGFR, HGFR,

PDGFR et VEGFR. En outre, un grand nombre de facteurs produits par les tumeurs, comme

I'IL-10, l'IL-6 et le VEGF, qui sont cruciaux pour la croissance des tumeurs et
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I'immunosuppression, activent STAT3 dans les cellules tumorales et dans les cellules
immunitaires associées a la tumeur®?’. Les cytokines OSM (oncostatine M) LIF et I'lL-11
(leukemia inhibitory factor) qui appartiennent a la famille des cytokines de I'lL-6, induisent
aussi l'activation de STAT3 et ont une voie de signalisation passant par gp130. Dans les

cellules normales, et dans des conditions physiologiques, I'activation des STAT est rapide et

transitoire, car ils sont régulés négativement par des protéines telles que SOCS et PIAS?’.

La signalisation interleukine 6 (IL-6)-Janus kinase (JAK)-STAT3 est importante pour les

cancers et résulte de l'activation de la voie inflammatoire en raison des modifications

228

génétiques ou épigénétiques des cellules tumorales™. Des facteurs environnementaux

23031 hayvent également

inflammatoires comme le soleil*®, le tabac, les agents pathogénes
activer STAT3 a travers différents mécanismes. La signalisation par les STATs, en particulier
STAT3, est en lien avec la signalisation de NF-kB. Par exemple, plusieurs facteurs
inflammatoires codés par des génes cibles de NF-kB, notamment I'IL-6, sont des activateurs

232,233

importants de STAT3 (Figure 8).
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Figure 8 Signalisation STAT3.

Des signaux autocrines ou paracrines activent des tyrosine kinases intrinseques associées a des récepteurs de facteur de
facteur de croissance, et des JAKs associées aux récepteurs aux cytokines et des tyrosine kinases Src, qui, a leur tour,
phosphorylent le facteur de transcription STAT3. Dans les cellules transformées, STAT3 peut étre activé par des tyrosines
kinases constitutivement actives telles que la SRC et ABL. Aprés phosphorylation sur la tyrosine, STAT3 se dimérise et est
transloqué vers le noyau, ou il régule directement I'expression des génes. La signalisation STAT3 est normalement régulée
par plusieurs molécules inhibitrices, dont les protéines SOCS, PIAS et des protéines tyrosine phosphatases (PTPases). Dans
les cellules cancéreuses, la suractivation des tyrosines kinases associées ou non a des récepteurs provoquent la
phosphorylation et I'activation de STAT3 de fagon constante. D’apres 227,

c) Role de STAT3 dans les MDSC

Les MDSC de souris porteuses de tumeurs ont des niveaux de STAT3 phosphorylé nettement
augmentés par rapport & des MDSC de souris naives>*. L'exposition de cellules souches
hématopoiétiques a du surnageant des cultures de cellules tumorales conduit a I'activation
de JAK2 et STAT3, et a été associée a une expansion des MDSC in vitro. Toutefois, cette
expansion est bloquée lorsque l'expression de STAT3 dans les cellules progénitrices
hématopoiétiques est inhibée®®™. En outre, I'ablation de I'expression de STAT3 a travers
l'utilisation de souris knock-out conditionnelles dans les cellules hématopoiétiques
s’accompagne d’'une amélioration significative des fonctions des cellules dendritiques, des

lymphocytes T, et des cellules NK dans un contexte tumoral. Cependant, dans ce modéle, il
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existe une augmentation de I'accumulation de cellules Grl+ CD11b+ infiltrant les tumeurs,
allant donc a I'encontre d’un réle important de STAT3 dans I'expansion des MDSC?*%,
L’activation de STAT3 est associée a une survie accrue et a la prolifération des cellules
progénitrices myéloides, probablement par la régulation positive de |'expression de Bcl XL,
de la cycline D1, de MYC et de la survivine. Ainsi, une activation anormale et persistante de
STAT3 dans les cellules progénitrices myéloides empéche leur différenciation en cellules
myéloides matures et favorise ainsi I'expansion des MDSC. De plus STAT3 est impliqué dans
I’expression des protéines S100. Ces protéines sont importantes dans I'expansion des MDSC.
Des travaux récents montrent un role de STAT3 dans les propriétés favorisant le cancer

comme I'angiogenése, les MDSC et les macrophages associés aux tumeurs®>>20236237,

238,239

STAT3 joue également un role important dans I'expansion des Tregs , qui favorise la

progression tumorale en inhibant les réponses immunitaires anti-tumorales qui sont

médiées par les lymphocytes T CD4 + de type TH1 et les lymphocytes T CD8 +240

De nouvelles perspectives sur la régulation, dépendante de STAT3, du systéme immunitaire
proviennent de la découverte récente d'un sous-ensemble distinct de lymphocytes T

241
et

auxiliaires, Th17. l'activation de STAT3 est au centre du développement des Thl7
fonctionne a la fois comme le facteur de transcription dépendant de IL-6 dans la cellule T et
comme un activateur transcriptionnel de I'lL-23a (également connu comme p19) qui code

238

pour une partie de I'lL-23°"°. L'IL-21 et I'lL-17, cytokines clés dans les fonctions et la

différenciation des lymphocytes Th17, sont aussi des activateurs de STAT3%422%3,

8. Les thérapeutiques ciblant les MDSC

a) Promotion de la différenciation des MDSC

L'une des approches les plus prometteuses qui cible les MDSC est la promotion de leur

différenciation en cellules myéloides matures sans fonctions suppressives.

Des métabolites de la vitamine A, tels que l'acide rétinoique, ont montré leur capacité a
stimuler la différenciation des cellules progénitrices myéloides en DC et macrophage5198'244.
Les souris qui sont déficientes en vitamine A%* ou qui ont été traitées avec un antagoniste

au récepteur a 'acide rétinoique®®, ont une expansion des MDSC dans la moelle osseuse et
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la rate. A l'inverse, I'administration de concentrations thérapeutiques d’acide tout-trans
rétinoique (ATRA) permet une diminution substantielle du nombre de MDSC chez les
patients atteints de cancers et chez les souris porteuses de tumeurs. L’ATRA est capable
d’induire la différenciation des MDSC en DC et en macrophages in vitro et in vivo'®. La
combinaison de I'ATRA a différents types de vaccin contre le cancer prolonge l|'effet anti-
tumoral du vaccin dans deux modéles de tumeurs'®>. En outre, I'administration de I'ATRA 3
des patients atteints de carcinomes métastatiques du rein a entrainé une diminution
substantielle du nombre de MDSC dans le sang périphérique et a amélioré la réponse des

142

cellules T spécifiques de l'antigene™*. Des expérimentations suggérent que la vitamine D3

peut diminuer le nombre des MDSC chez les patients atteints de cancer et favoriser la

2% pe plus, I'utilisation a faible dose du paclitaxel

différenciation des cellules myéloides
permet la différenciation des MDSC en DC de maniere indépendante du TLR4 chez la

souris®¥.

b) Inhibition de I'expansion des MDSC

Puisque l'expansion des MDSC est connue pour étre régulée par des facteurs d'origine

tumorale, plusieurs études ont porté sur la neutralisation des effets de ces facteurs.

Le SCF (Stem Cell Factor) est impliqué dans I’expansion des MDSC chez les souris porteuses
de tumeurs**®. En bloquant son interaction avec son récepteur Kit, I’expansion des MDSC et
I'angiogenese sont diminuées. Le VEGF, un autre facteur dérivé de la tumeur impliqué dans
la promotion des MDSC, pourrait également étre une cible utile pour bloquer les MDSC.
Toutefois, différentes études réalisées chez ’homme, utilisant le VEGF-trap ou un récepteur
soluble ou encore le bevacizumab, donnent des résultats contradictoires®***°. Enfin,
I'inhibition des fonctions de I'enzyme métalloprotéinase 9 (MMP9) chez des souris porteuses
de tumeurs diminue le nombre de MDSC dans la rate et la tumeur et entraine un retard de

croissance des tumeurs spontanéesm.

c) Inhibition des fonctions des MDSC

Une autre approche permettant d'inhiber les MDSC est de bloquer les voies de signalisation
qui régulent la production de facteurs suppressifs des MDSC. La Cyclo-oxygénase 2 est

nécessaire pour la production de la prostaglandine E2 et induit I'expression de I’arginase 1
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par les MDSCY>. Par conséquent, les inhibiteurs de la cyclo-oxygénase2 régulent
négativement I'expression de I'arginasel par les MDSC et améliorent la réponse immunitaire

122, 252 A
* . De méme, les

contre la tumeur et l'efficacité thérapeutique de I'immunothérapie
inhibiteurs de la phosphodiestérase 5, tels que le sildénafil, inhibent I'expression de
I'arginasel et de iNOS par les MDSC, bloquant ainsi leurs fonctions suppressives®>.

Les inhibiteurs de ROS sont efficaces pour cibler la tolérance immunitaire des MDSC dans la
tumeur chez la souris. La nitro-aspirine limite l'activité de I'arginasel et d’iNOS dans les

MDSC de la rate®.

d) Elimination des MDSC

Les MDSC peuvent étre directement éliminées par certains médicaments utilisés en
chimiothérapie anti-cancéreuse. L'administration de la gemcitabine a des souris porteuses
de tumeurs entraine une réduction spectaculaire du nombre de MDSC dans la rate et une

254,255
. En

nette amélioration de la réponse anti-tumorale induite par immunothérapie
revanche, une augmentation du nombre de MDSC dans le sang périphérique a été observée
dans une étude portant sur 17 patients atteints de cancer du sein au stade précoce, traités

avec la doxorubicine et le cyclophosphamidem.

Les preuves suggerent qu'il existe un large éventail de méthodes qui pourraient étre
efficaces pour cibler le nombre et la fonction de MDSC in vivo. Ces stratégies pourraient étre
utilisées pour optimiser les immunothérapies anticancéreuses en éliminant une population

immunosuppressive majeure.

C. Lecas du cancer colique

1. Epidémiologie du cancer colorectal

Le cancer colorectal est 'une des tumeurs malignes la plus fréquente a travers le monde,
gue ce soit chez I’homme ou la femme. Son incidence annuelle est de plus de un million de
cas et il est responsable approximativement, de plus d’'un demi-million de décés chaque
année”®.

En France, le cancer colorectal représente un probleme majeur de santé publique. Le

nombre estimé de nouveau cas en 2005 était de 37 413, dont 19 913 cas chez 'homme et
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17 500 chez la femme. Ces chiffres le placent comme étant le premier cancer digestif en
fréquence ; le premier cancer, tous sexes confondus (15 a 20% des cancers) ; le troisieme
cancer chez I’homme apres le cancer bronchique et celui de la prostate ; et le deuxiéme
cancer chez la femme aprés le cancer du sein (Epidémiologie descriptive du cancer colorectal

en France INVS, Anne Marie Bouvier, janvier 2009).
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Place du cancer colorectal parmi les 10 cancers les plus fréquents en France en 2005

Responsable de 16 000 déces par an en France, le cancer colorectal se situe au 2eme rang des
déces par cancers tous sexes confondus, représentant 11,6% de I'ensemble des déces par
cancer.

La survie est liée en grande partie au stade de la maladie lors de son diagnostic, défini par la
classification TNM et UICC 2002-AJCC (TNM classification of malignant tumour®”
2%) Annexe 1.

Dans la classification TNM, T renseigne le degré d’envahissement local de la tumeur, N
I’existence d’un envahissement ganglionnaire et son importance (< ou > 3) et M I'existence
de localisations secondaires a distance, ou d’une adénopathie sus claviculaire.

Le taux de survie a 5 ans est de 77% pour les stades localisés, mais uniquement de 5%

lorsqu’il existe des métastases viscérales au moment du diagnostic.
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2. Localisations secondaires hépatiques

Des métastases hépatiques surviennent chez 40 a 50% des patients atteints de cancers
colorectaux, de fagcon synchrone ou métachrone.

La résection chirurgicale des métastases hépatiques, lorsqu’elle est possible, apparait a
I’'heure actuelle comme la modalité de traitement la mieux validée a visée curative des
cancers colorectaux métastatiques, et ce méme si des techniques alternatives telle que la
radiofréquence montrent des résultats prometteurs®’. Lorsque la résection chirurgicale est

260 et une méta analyse récente a

possible, la survie des patients a 5 ans peut atteindre 50%
rapporté une survie a 10 ans de 17 a 33%%°%.

Les criteres de résécabilité des métastases hépatiques ont évolué durant les derniéres
années. En 1986, Ekberg et al concluaient que la résection n’était indiquée que chez les
patients présentant moins de 4 lésions hépatiques contenues dans le méme lobe hépatique,
sans autres localisations métastatiques, et avec des marges de résection = 10mm?®%.
L'amélioration de la compréhension de la segmentation hépatique, des techniques
d’hémostase et I'utilisation de la chimiothérapie péri-opératoire ont permis d’augmenter le
nombre de patient éligible a une telle chirurgie.

Les critéres actuels de chirurgie des lésions secondaires hépatiques sont de réaliser une
résection macroscopiquement RO, avec des marges saines, tout en laissant un volume de
foie suffisant pour ne pas entrainer d’insuffisance hépatocellulaire. Ces critéres sont
applicables a des patients présentant un nodule unique, comme a ceux présentant de plus
nombreuses métastases, parfois dans les 2 lobes hépatiques. Une chirurgie peut également
étre proposée a des patients ayant des métastases extra-hépatiques, lorsque ces dernieres
sont confinées aux poumons, a la rate ou aux surrénales et qu’elles sont accessibles a un
traitement curatif comme la chirurgie ou la radiofréquence®®.

Dans l'optique d’une chirurgie d’exérése, la chimiothérapie post-opératoire permet
d’augmenter le nombre de patients éligible. De plus, I'association de la chirurgie avec une
exérése macroscopiquement complete, a la chimiothérapie post-opératoire permet
d’améliorer la survie des patient5264' 263,

Mais la encore les récidives métastatiques sont fréquentes, survenant dans environ 75% des

cas. Toutefois, des études ont rapportées une survie a 5 ans de 35% chez des patients
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présentant une récidive métastatique hépatique ayant été réopérée, et ce avec des taux de

mortalité et morbidité acceptables?® %’

3. Facteurs pronostiques et place de la chimiothérapie adjuvante

a) Données cliniques et anatomopathologiques

Environ 40% des cancers sont diagnostiqués a un stade localisé. Dans ces conditions, le
traitement de référence reste la chirurgie d’exérése, suivie ou non d’une chimiothérapie
adjuvante en fonction de I'existence de facteurs de risque de récidive.

Ce sont essentiellement des données cliniques et anatomo-pathologiques propres a la
tumeur qui permettent d’individualiser les patients considérés a haut risque de récidive.
L'analyse histopathologique permet de typer la tumeur colorectale, en précisant le grade
OMS de différenciation, c'est-a-dire les tumeurs bien, moyennement ou peu différenciées.
Sur la piéece opératoire, le degré d’envahissement tumoral est précisé en utilisant le systéme
TNM proposé par I'Union Internationale Contre le Cancer (UICC) et I’American joint
committee on cancer (AJCC).

Les signes précoces d’invasion métastatique (emboles veineux (VE) et lymphatiques (LI),
engrainements péri nerveux (Pl)) doivent également étre recherchés par
I'anatomopathologiste. En effet, leur présence est corrélée a un mauvais pronostic de la
maladie®.

Le nombre de ganglions prélevés et analysés lors de la chirurgie a une importance majeure.
Selon les analyses du National Cancer Data Base (NCDB), la probabilité qu’un patient ait une
maladie résiduelle apres exérése chirurgicale compléte est plus faible quant au moins 13
ganglions ont été analysés et sont indemnes de maladie cancéreuse’®. Dans une série du
NCDB de 35 787 colon stade I, le taux de survie a 5 ans passait de 64% si seulement 1 ou 2
ganglions avaient été analysés, a 86% si plus de 25 ganglions avaient été étudiés®.

Les patients ayant un nombre de ganglions analysés inférieur a 13 sont a risque d’étre mal
évalués et considérés a tort comme des stades Il. Cela modifie la stratégie thérapeutique,
puisqu’ils sont en fait a plus haut risque de persistance de maladie résiduelle

. . 2
microscopique 70.
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Pour les patients ayant une maladie stade Ill, c'est-a-dire avec un envahissement
ganglionnaire, la chimiothérapie adjuvante est clairement indiquée. En effet, le risque de
récidive de la maladie est dans ces conditions trés élevé, estimé entre 50 et 60%. Une
chimiothérapie a base de 5FU permet de diminuer le risque de déceés d’environ 30%>"".

Pour les patients présentant d’autre facteur de mauvais pronostic comme une tumeur T4
perforant le péritoine viscéral ou infiltrant un organe de voisinage, une tumeur
indifférenciée, une perforation au diagnostic ou une occlusion, la chimiothérapie adjuvante
est également indiquée.

Il est toutefois intéressant de noter que ces caractéristiques tumorales sont des marqueurs
pronostics mais qu’aucune donnée ne suggére qu’ils puissent étre des marqueurs prédictifs
de réponse a une chimiothérapie adjuvante.

La conduite a tenir n’est pas aussi claire pour les patients présentant un stade Il, c'est-a-dire
pas d’envahissement ganglionnaire. En effet, dans ces conditions, la chimiothérapie
adjuvante n’a pas démontré de bénéfice significatif en terme de survie globale par rapport a

272 et n‘augmente la survie a 5 ans que de 5%. Elle ne peut donc pas étre

la chirurgie seule
délivrée de facon systématique.
Toutefois, méme pour ces patients considérés comme ayant un bon pronostic, environ 25%

d’entre eux présenteront des récidives a 5 ans.

Toute la problématique est donc de définir des marqueurs pronostiques fiables, nous
permettant de cibler la population de patients pouvant tirer un bénéfice d’'une
chimiothérapie adjuvante, que ce soit aprés exérese de la tumeur principale ou exérése de

localisations secondaires hépatiques.

b) Données moléculaires

A coté des données cliniques et anatomo-pathologiques propres a la tumeur, tels que le
stade TNM et |'existence de signes précoces d’invasion métastastatique (VELIPI), des
équipes ont cherché a développer des marqueurs moléculaires.

En effet, I'analyse moléculaire des cancers colorectaux a démontré que I'histoire naturelle

A 2 IN .
de ces cancers n’est pas la méme?”. Les cancers appartenant au méme stade de maladie
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sont en fait trés hétérogénes d’un point de vue clinique, reflétant une grande hétérogénéité
moléculaire.

Un certain nombre de marqueurs moléculaires pronostics dans le cancer colorectal ont été
proposés®’*, sans qu'il ait pu étre défini un consensus quant a leur réle, et avec des études
montrant des résultats contradictoires quant a leur valeur pronostique respective®’™ 2% 277,
Toutefois, deux grandes voies de carcinogénése sont décrites: la voie de linstabilité
chromosomiques (microsatellite stable) associée a des pertes d’hétérozygoties (mécanisme
de type LOH, Loss of heterozygocity) qui représente 85% des cancers colorectaux, et la voie
de l'instabilité génétique (instabilité des microsatellites) représentant 15% des cancers
colorectaux sporadiques et 100% des cancers du spectre HNPCC.

Les tumeurs développées selon la voie LOH sont caractérisées par une aneuploidie, une
perte allélique, des amplifications et des translocations®’®.

Les tumeurs avec instabilité microsatellitaire dite MicroSatellite Instability (MSI+) ou
deficient of the Mismach Repair System (dMMR) sont liées a une inactivation ou a une perte
d’expression des génes de réparation MLH1, MSH2 et MSH6 secondairement a une
méthylation de leur promoteur®”.

Les cancers développés selon ces 2 voies montrent un certain nombre de différences. Les
tumeurs MSI+ ont plutot tendance a étre proximales, faiblement différenciées, mucineuses,
et présentent une forte infiltration lymphocytaire. De plus, elles ont plutot tendance a
conserver le stade de diploidie initiale?*%. A I'opposé, les tumeurs MSI- ont plutét tendance a
I'aneuploidie et n"ont pas de site de prédilection.

Les données de la littérature suggerent que les tumeurs colorectales MSI+ ont un pronostic
significativement meilleur que les tumeurs MSI-. De plus, ces tumeurs seraient moins

sensibles au 5FU%!

. Ces données permettraient donc d’identifier des patients au pronostic
plus favorable, chez qui un traitement par chimiothérapie ne s’avérerait pas forcément
bénéfique.

Ainsi, la détection de l'instabilité microsatellitaire (MSI) dans les cellules par des techniques

de biologie moléculaire, constitue un outil intéressant de stratification pronostique.
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c) Facteurs pronostiques aprés métastasectomie hépatique

Plusieurs scores pronostiques de survie chez des patients porteurs de métastases hépatiques
de cancers colorectaux opérées ont été proposés par différentes équipes. Gomez et

282 s ont inclus 12 études

Cameron en ont réalisé une revue de la littérature parue en 2010
basées sur des données rétrospectives, et dont la plupart ont inclus des patients opérés de
1970 a 1980. Aucun score « idéal » n’a pu étre défini. Toutefois, certains facteurs ont été
constamment associés a un mauvais pronostic: le nombre et la taille des métastases (> 5cm
et plus de 4 lésions), la présence de localisations extra hépatique notamment pulmonaires,
le caractere synchrone des métastases hépatiques, la présence d’un envahissement
ganglionnaire lors de I'exérése de la tumeur primitive, un taux élevé d’ACE, des marges de
résection insuffisantes, et la présence d’'une réponse inflammatoire a la tumeur. Cette
derniére était définie par un taux de CRP supérieur a 10 mg/l ou par une augmentation du
ratio polynucléaires neutrophiles/lymphocytes (= 5).

Toutefois, I'impact des caractéristiques biologiques du patient lui-méme, notamment
concernant son systéeme immunitaire et sa capacité a générer une réponse anti-tumorale
efficace, n’est par couramment utilisé pour la stratification pronostique des patients.
Cependant, de plus en plus de données suggerent que le profil immunologique exprimé sur

le site tumoral représente un facteur pronostique indépendant.

4. Immunité, inflammation et cancer

a) Inflammation et cancer

L'inflammation aigue est un mode de défense de 'organisme contre les agressions et peut,
dans certains cas, avoir un effet anti-tumoral. Ainsi, des tumeurs superficielles de vessie sont
traitées en créant une inflammation locale par inoculation, directement dans la vessie, de
BCGZS3 283.

L'inflammation chronique peut, quant a elle, jouer un réle néfaste et aboutir a des situations
pathologiques. L'inflammation chronique est impliguée dans un nombre important de
pathologies, que ce soit les maladies cardiovasculaires, le diabete, I'arthrite, la maladie

d’Alzheimer, les maladies auto-immunes ou le cancer.
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La notion d’un lien entre inflammation et cancer est née dés le 19°™ siécle ; en effet, les
tumeurs survenaient préférentiellement sur des sites ou il existait un état inflammatoire
chronique. De plus, les cellules de I'inflammation étaient présentes au sein des biopsies
tumorales. Depuis, plusieurs éléments en faveur de cette théorie ont été démontrés, basés
aussi bien sur des observations que des études épidémiologiques de patients ou des études
moléculaires sur des souris génétiqguement modifiées. Par exemple, le transfert adoptif de
cellules inflammatoires ou la surexpression de cytokines inflammatoires dans des modeles
animaux favorisent I'’émergence de cancers.

Il est ainsi devenu évident que l'inflammation du microenvironnement tumoral est un
composant essentiel de la tumorigénésess. Ainsi, I'existence d’un état inflammatoire
chronique, quel que soit son origine, augmente le risque de développer un cancer. C'est le
cas des infections bactériennes, telle que I'infection a Helicobacter pylori qui est associée au
cancer de I'estomac, des infections virales comme I’"hépatite B ou C qui augmentent le risque
de survenue d’un carcinome hépatocellulaire, des maladies auto-immunes dont les maladies
inflammatoires chroniques intestinales (MICI) qui augmentent le risque de cancer du colon,
mais aussi de toute inflammation d’étiologie indéterminée comme la prostatite, associée a
une augmentation des cancers de la prostate. On retrouve donc dans le tissu tumoral les
marqueurs de l'inflammation incluant les cellules inflammatoires et les médiateurs de
I'inflammation (cytokines, chemokines et prostaglandines).

L’association entre inflammation et cancer peut étre schématisée selon 2 voies : la voie
extrinséque ou I'inflammation favorise la survenue de cancer et en augmente donc le risque
(par exemple les MICI); et la voie intrinseque ou des altérations génétiques favorisent
I’émergence de cancers (tels que les oncogénes, les genes suppresseurs de tumeur) et sont a
I'origine d’'un microenvironnement inflammatoire.

Les oncogenes les plus fréguemment mutés dans les cancers humains sont les
membres de la famille RAS. Les composés oncogéniques activés de la voie RAS-RAF induisent
la production de cytokines et de chemokines inflammatoires favorisant les tumeurs.

Un autre oncogéne, MYC, code pour un facteur de transcription qui est surexprimé dans de
nombreux types de tumeurs. En plus de promouvoir la prolifération des cellules tumorales,

MYC entraine un remodelage du microenvironnement extra cellulaire, avec présence de

cellules inflammatoires et de médiateurs qui ont un réle important dans le processus
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tumoral. Dans des modeéles murins de tumeurs dépendantes de MYC, la premiére vague de
néoangiogénese apparait suite a une production d’IL1B dépendante de MYC. MYC permet
également la production de cytokines recrutant les mastocytes, qui favorisent aussi la
néoangiogénese.

Les protéines suppressives de tumeurs peuvent également réguler la production de
médiateurs de l'inflammation. C'est le cas pour la protéine VHL (Von Hippel Lindau),
composant d’un complexe moléculaire permettant la dégradation du facteur de
transcription HIFla (hypoxia inducible factor 1a). HIF1la permet de stimuler I'angiogénese
dans un tissu en réponse a une diminution de I'oxygéne. Il interagit également avec le
facteur de transcription NFkB, entrainant la production d’une cytokine majeure de
I'inflammation : TNFa. NFkB est un facteur de transcription nucléaire, se trouvant dans le
cytoplasme des cellules sous forme inactive, lié a un inhibiteur (IkB). La phosphorylation de
I'inhibiteur entraine sa dissociation de NFkB qui peut migrer vers le noyau et activer la

transcription de plusieurs génes, permettant la survie et la prolifération cellulaire (Figure 1).

Facteurs de croissance
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Figure 1 : voie de signalisation intracellulaire NFkB et activation de génes de survie et

de prolifération cellulaire.
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Le TNFa est une cytokine de l'inflammation, pouvant jouer un réle autocrine et
paracrine sur la croissance cellulaire. Il est impliqué dans toutes les étapes cellulaires de la
tumorigéneése incluant la transformation, la prolifération, la survie, I'invasion, I'angiogénése
et la dissémination métastatique. Si initialement il avait été décrit que seuls les macrophages
secrétaient du TNFa, il est maintenant clairement démontré qu’il est produit par un grand
nombre de variétés cellulaires dont les cellules tumorales. Ainsi le TNFa est fréquemment
retrouvé élevé en cancérologie, et est associé a un mauvais pronostic.

D’autres interleukines de lI'inflammation sont associées a la tumorigénése, comme

IIL-1, IL-6, IL-10 et IL-18.
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Figure 2: Différentes voies de signalisation activées par les cytokines de

. . . N . 7N 284
I'inflammation et jouant un rdle dans la tumorigénése®®*.

La production autocrine d’IL-1B favorise la croissance cellulaire et confére une
chimiorésistance a des lignées cellulaires de cancer pancréatique. L’ll-1B induit également
des facteurs de I'angiogénése favorisant la croissance tumorale dans des modéles animaux
de cancer du poumon.

Une autre cyokine pro-inflammatoire importante, I'lL-8 a été rapportée comme favorisant la
croissance cellulaire et les métastases d’une large variété de cancers. L'IL-8 est une cible de
transcription de la voie RAS, la sécrétion d’IL-8 dépendante de RAS étant indispensable a

I'inflammation présente lors de l'initiation tumorale et a la néovascularisation.
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Les chemokines, via I'inflammation, jouent également un réle dans la progression

tumorale, le recrutement des leucocytes aux sites inflammatoires et la migration a distance.
Les chemokines sont regroupées en 4 groupes, selon la position de résidu cystéines : C, CC,
CXC et CX3C. Elles permettent la stimulation de I'angiogénese et de la croissance tumorale,
directement ou indirectement par le recrutement de macrophages associés aux tumeurs. Les
chemokines CC sont des déterminants majeurs de l'infiltration lymphocytaire dans le
mélanome, les cancers de |'ovaire, du sein et du col, ainsi que dans les sarcomes et les
gliomes. Les récepteurs aux chemokines CXCR4 et CCR7 sont fortement exprimés dans les
cancers du sein et leurs métastases.
D’un autre coOté, les chémokines peuvent jouer un role bénéfiqgue anti-tumoral par le
recrutement de cellules dendritiques. Cependant, le recrutement de cellules dendritiques
immatures au pourtour de la tumeur (induit par des facteurs produits par le
microenvironnement tumoral) peut aboutir a I'apparition d’une tolérance immunitaire.

HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) est un complexe de transcription hétérodimérique
composé d’une sous unité a et d’'une sous unité B. La sous unité HIF-1a est généralement
instable et subit une dégradation protéosomale en situation de normoxie, alors que la sous
unité B est présente de facon permanente dans le noyau, quel que soit le niveau
d’oxygénation. Plusieurs études ont mis en évidence que des médiateurs de I'inflammation
tels que des cytokines, des hormones (IGF-1 et IGF-2) pouvaient activer HIF-1, méme dans
des conditions de normoxie. Ainsi, IL-18 et TNFa augmentent I'activité de HIF-1a in vitro
dans des lignées cellulaires de cancer du foie. HIF-1a active alors différents genes codant
pour des protéines de l'inflammation, incluant VEGF et COX-2. L’accumulation d’HIF-1a en
I’'absence de stimulation hypoxique a été retrouvée dans un grand nombre de cancers.

A coté de ses capacités propres pro-tumorigenes, I'inflammation peut également influencer
la réponse immunitaire de I'h6te et peut étre utilisée pour augmenter la réponse a la
chimiothérapiezgs. En effet, les traitements de chimiothérapies utilisés dans la prise en
charge des cancers semblent bénéficier de la participation du systeme immunitaire.
Lorsqu’un patient recoit un traitement par chimiothérapie, ce dernier va entrainer des
modifications au niveau de son systeme immunitaire, empruntant des voies différentes
selon chaque molécule. Certaines chimiothérapies, en créant une mort cellulaire

immunogene distincte et différente de I'apoptose, vont entrainer une réponse cellulaire
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spécifique. Ces modifications immunologiques comprennent la translocation membranaire
de la calréticuline en réponse aux anthracyclines, I'induction et I'expression des molécules
du CMH, la création d’antigenes tumoraux spécifiques ou de récepteurs de mort en réponse
a des modifications épigénétiques, la sécrétion d’HMGB1 en réponse aux anthracyclines et a
I’oxaliplatine. D’autres drogues vont moduler I'immunité, a travers une déplétion transitoire
des lymphocytes, par la subversion de mécanismes immunosuppressifs ou par une
stimulation directe ou indirecte des effecteurs de I'immunité.

Il existe donc clairement une interaction entre les chimiothérapies et la nature de l'infiltrat

inflammatoire et immunologique du microenvironnement tumoral.

b) Infiltrat lymphocytaire tumoral et pronostic

L’existence d’un infiltrat lymphocytaire T au sein de la tumeur primitive est associée chez
I'homme a un meilleur pronostic, que ce soit dans les cancers du sein, de |'ovaire, du
poumon, de I'cesophage, ou du mélanome. Il en est de méme dans le cancer colorectal.
Ainsi, I'étude génomique, cytométrique et immunohistochimique du microenvironnement
tumoral des cancers colorectaux localisés a clairement démontré que I'existence d’un profil
d’infiltrats lymphocytaires polarisés vers une réponse de type helper 1 (Th1), caractérisée
par une forte expression de marqueurs comme CD8, granzyme B, T-bet, interféron v,
normalement favorables a la réponse immunitaire anti-tumorale, était significativement
associé a un moindre envahissement micrométastatique sur la piéce opératoire (tumeur
VELIPI négative : vascular emboli (VE), lymphatic invasion (LI), perineuronal infiltration PI1)*2,
Il est maintenant clairement établi que les cancers colorectaux MSI+ sont associés a une trées
forte infiltration lymphocytaire, notamment en lymphocytes T CD8+, et que I'importance de
cette infiltration est un facteur de meilleur pronostic®®'.

Une forte densité de lymphocytes T CD8+ et de lymphocytes mémoires CD45R0+ infiltrant
les tumeurs colorectales est associée a une meilleure survie sans récidive et globale,
indépendamment des facteurs pronostics classiquement utilisés pour la stratification du
risque de récidive, comme le stade tumoral ou I'existence d’un envahissement ganglionnaire

métastatique’”.
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Dans ces études, la densité et le type d’infiltrats immunologiques apparaissent comme les
facteurs pronostics les plus puissants pour expliquer le pronostic a long terme des patients
en terme de survie, justifiant son utilité potentielle pour la sélection des patients
susceptibles de tirer le plus de bénéfice d’'une chimiothérapie adjuvante, y compris pour les

patients sans envahissements ganglionnaires®.

c) Lymphocytes T régulateurs (Treg)

’ et chez I’humain, comme des

Les Treg ont été initialement identifiés chez la souris®®
lymphocytes T CD4+ exprimant le récepteur a a I'lL 2 (CD25) et inhibant la réponse
immunitaire des lymphocytes T effecteurs, et notamment en inhibant leur production
d’interferon v. Ces cellules permettent le maintien d’une tolérance immunitaire, prévenant
I'apparition de maladies auto-immunes spécifiques d’organe.

Cependant, que ce soit dans les modéles animaux de cancer ou chez les patients, les Tregs se
développent, migrent jusqu’au site tumoral et inhibent la réponse immune anti tumorale
médiée par les cellules NK, les lymphocytes T CD4+ et CD8+ et les cellules myéloides, et ce a
travers différents mécanismes?® 289 2%,

La découverte du facteur de transcription FOXP3 (forkhead box P3) comme étant un
marqueur spécifique permettant de les différencier des autres populations de lymphocytes T
a renforcé leur identité. Ainsi, les Treg sont mis en évidence dans les tissus, notamment dans
les tumeurs humaines en utilisant un marquage nucléaire par des anticorps anti-FOXP3.
L'accumulation de Treg a tout d’abord été décrite au sein des leucocytes du sang circulants
de patients porteurs de tumeur, puis dans la rate de souris porteuses de tumeurs, et enfin
au sein de la tumeur elle-méme. Que ce soit dans des modeles tumoraux animaux ou chez

les patients porteurs de tumeurs, le nombre des Treg est significativement plus important

dans le sang, les ganglions et I'ascite par rapport aux patients non-porteurs de tumeurs®”

291, 292, 293, 294, 295

Les Treg infiltrent de nombreuses variétés de tumeurs humaines®¥ 9% 2%

lIs ont la capacité d’inhiber la réponse immunitaire médiée par les lymphocytes T effecteurs
et dirigée contre les cellules cancéreuses humaines, dont le cancer colorectal.
Les Treg sont considérés comme une population cellulaire majeure engagée dans la

tolérance immune qui protege les cellules cancéreuses de I'immunité anti tumorale.
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e Treg infiltrant les tumeurs et pronostic

Dans la plupart des cancers humains, une forte densité en Foxp3+ infiltrant la tumeur est
associée a un pronostic clinique défavorable. En effet, considérant leur réle suppresseur de
la réponse immunitaire anti-tumorale, il n’est pas surprenant qu’une forte densité en Treg
infiltrant la tumeur, identifiée aprés immunomarquage par Foxp3+, soit associée a une
évolution clinique défavorable.

Cette corrélation a été rapportée dans un grand nombre de carcinomes humains localisés ou
métastatiques, incluant le cancer du sein, de |‘ovaire, des poumons, le carcinome
hépatocellulaire, le cancer du rein, du pancréas, de I'estomac et le cancer du col.

Ces découvertes sont d’un intérét considérable puisqu’elles soutiennent I’'hypothése que la
présence de Treg dans le lit tumoral puisse étre un mécanisme majeur d’échappement des
cancers a la réponse immunitaire, et de plus, qu’elle puisse représenter un nouveau
marqueur pronostique, et potentiellement une nouvelle cible de I'immunothérapie.
Cependant, des données contradictoires suggerent qu’une accumulation de Treg Foxp3+
n’est pas toujours associée a un mauvais pronostic, mais peut signer, au contraire, une
amélioration du pronostic dans certains types de cancer, et notamment dans le cancer

colorectal.

e Le cas du cancer colorectal

Les résultats de trois études récentes concernant les infiltrats en lymphocytes T régulateurs
Foxp3+ dans de larges populations de patients viennent a I’encontre de ce qui était attendu
compte tenu des résultats obtenus dans d’autre type de tumeur.

Salama et al ont étudié la densité de Treg FOXP3+ infiltrant la tumeur ainsi que celle des
CD45RO+ (lymphocytes T mémoires) et des CD8+ chez 967 patients porteurs d’un cancer

2 s . . , .
7 Les lames ont été étudiées au microscope haute résolution pour

colorectal stade Il ou Il
évaluer la densité en cellules marquées. La densité de cellules portant chaque marqueur,
confirmée quantitativement en utilisant des images hautes résolutions numérisées, est
significativement augmentée dans les tumeurs comparée au tissu normal adjacent. Les
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analyses univariées ont confirmé qu’une forte densité de lymphocytes T CD8+ et CD45RO+
au sein de la tumeur était associée a un pronostic plus favorable, ce qui concorde avec les
résultats d’une précédente étude™.

De fagon beaucoup plus intéressante, il a été montré qu’une forte infiltration tumorale en
Treg Foxp3+ était également associée a une meilleure survie. De plus, en analyse
multivariée, seule linfiltration tumorale par un nombre élevé de Treg Foxp3+ était
indépendamment associée 3 une amélioration de la survie (p=0,001)*".

Ces résultats inattendus ont été récemment confirmés par Frey et al’®®, dans une étude
incluant 1420 patients porteurs de cancer colorectal non métastatique. Compte tenu du lien
établi entre le pronostic favorable du cancer colorectal et l'instabilité des microstallites
(MSI), reflétant I'inactivation ou la perte de fonction des génes de réparation mismatch
(MMR), cette population a été divisée en 2 groupes en fonction de leur statut MMR. Dans le
groupe MMR déficient, il existe un taux de survie a 5 ans significativement plus élevé
comparé au groupe MMR non déficient (71% vs 54%). En analyse univariée, le taux de survie
a 5 ans est significativement plus élevé chez les patients ayant une forte infiltration tumorale
en Foxp3+ par rapport a ceux avec une faible infiltration en Foxp3+ et ce quel que soit le
statut MMR. Ceci permet d’affirmer que la relation significative entre la forte présence de
Foxp3+ et I'amélioration du taux de survie a 5 ans n’était pas liée au statut MMR. En analyse
multivariée, la valeur pronostique favorable d’une forte infiltration tumorale en Foxp3+
reste significative chez les patients MMR proficients, mais pas chez les MMR déficients, cette
absence de significativité pouvant peut-étre s’expliquer par un manque de puissance.

Nosho et al ont étudié I'association entre la densité de différentes variétés de lymphocytes T
infiltrant la tumeur (CD3+, CD8+, CD45R0O+ et Foxp3+) et le pronostic chez 768 patients
porteurs de cancer colorectaux appartenant a 2 études de cohortes prospectiveszgg. La
densité de lymphocytes T infiltrant la tumeur a été déterminée par tissu-microarrays. En
analyse univariée, de fortes densités de CD8+, CD45R0+ et Foxp3+ étaient associées a une
meilleure survie globale. En analyse multi variée, la densité de Foxp3+ n’était pas
significativement associée a la survie. Seule la densité de cellules T mémoires CD45RO+ était

associée a la survie globale.
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L’étude plus large de la bibliographie référant aux Treg et au pronostic chez des patients
présentant un cancer colorectal n’a pas permis de retrouver une seule étude concluant
gu’une forte infiltration en Foxp3 était associé a un mauvais pronostic.

Tous ces résultats suggerent donc fortement qu’une forte densité en lymphocytes T
régulateur Foxp3+ infiltrant la tumeur est associée a un pronostic favorable des patients
porteurs d’un cancer colorectal, et ce contrairement a ce qui est observé dans d’autres

carcinomes humains.

Ainsi, si le role pronostic de la réponse immunitaire au sein de la tumeur primitive colique
est de mieux en mieux décrit et mis en lumiére chez des patients traités a visée curative
pour des tumeurs localisées, I'étude du roéle pronostic de ces mémes populations
lymphocytaires au sein des sites métastatiques, notamment hépatiques chez des patients

opérés a visée curative d’un cancer colorectal, n’a encore jamais été rapporté.

D. Objectifs du travail de these

Le but de mon travail, au cours de cette these, était de développer une nouvelle stratégie
pour éliminer les MDSC et si possible de développer une stratégie applicable au cancer du
cOlon. En effet la plupart des médicaments décrits comme ayant un effet inhibiteur sur la
fonction des MDSC comme le sunitinib ou I'imatinib ou sur le nombre des MDSC, comme la
gemcitabine, sont des agents anticancéreux qui n’ont pas de place dans la stratégie
thérapeutique du cancer colique. Il parait donc difficile de proposer d’associer ces agents,

ayant une toxicité importante, a la chimiothérapie conventionnelle des cancers colorectaux

Le second objectif de ma thése concerne I'étude des infiltrats immunitaires dans les cancers
coliques. Il est clairement établi que les infiltrats au niveau du site tumoral ont un effet
pronostique notamment les infiltrats en cellules CD45R0 et CD8. Nous avons voulu savoir s'il
en était de méme dans les infiltrats au niveau des métastases hépatiques et donc dans une

population homogene de stade IV.
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II. RESULTATS

A. Article sur le projet 1

« 5-Fluorouracil selectively kills tumor-associated myeloid-derived suppressor cells
resulting in enhanced T cell-dependent antitumor immunity. »

Vincent J, Mignot G, Chalmin F, Ladoire S, Bruchard M, Chevriaux A, Martin F, Apetoh L, Rébé C,
Ghiringhelli F. Cancer Research. Février 2010.

Les cellules myéloides suppressives (MDSC) s'accumulent dans la rate et le lit tumoral
au cours de la croissance tumorale dans de nombreux modeles murins de cancer. lls
contribuent a la tolérance immunitaire du cancer, notamment par l'inhibition de la fonction

des cellules T CD8 (+).

Ainsi, leur élimination peut freiner la croissance tumorale en induisant une
amélioration des fonctions des lymphocytes T cytotoxiques antitumoraux. Nous avons
précédemment rapporté que certains agents anticancéreux augmentent les réponses
effectrices des T antitumoraux et que cet effet résulte de leur action sur les cellules
cancéreuses en induisant une mort immunogene. Cependant, l'effet des agents
anticancéreux sur les MDSC reste encore mal exploré. Dans cette étude, nous avons observé
que la gemcitabine et le 5-fluorouracil (5-FU) ont la capacité sélective de tuer les MDSC. In
vivo, le traitement des souris porteuses de tumeurs avec du 5-FU conduit a une diminution
importante du nombre de MDSC dans la rate et dans le lit tumoral des animaux porteurs de
cancer alors que nous n’avons observé aucun effet significatif sur les lymphocytes T, les
cellules tueuses naturelles (NK), les cellules dendritiques ou les cellules B . Fait intéressant, le
5FU a montré une efficacité plus forte que la gemcitabine a induire la mort cellulaire par
apoptose des MDSC aussi bien in vitro qu’in vivo. L'élimination des MDSC par le 5FU induit
une augmentation de la production d'IFN-gamma par les cellules T CD8 (+) infiltrant la
tumeur et les réponses anti-tumorales dépendantes des cellules T. Au total, ces résultats
suggerent que l'effet antitumoral du 5-FU est dd, au moins en partie, a son action

cytotoxique sélective sur les MDSC.
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Abstract

Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) accumulate in the spleen and tumor bed during tumor
growth, They contribute to the immune tolerance of cancer notably by inhibiting the function of CD8
(+) T cells. Thus, their elimination may hamper tumor growth by enhancing antitumor T-cell functions.
We have previously reported that some anticancer agents relied on T cell-dependent anticancer responses
to achieve maximal efficacy. However, the effect of anticancer agents on MDSC has remained largely un-
explored. In this study, we observed that gemcitabine and 5fluorouracil (5FU) were selectively cytotoxic
on MDSC. In vive, the treatment of tumor-bearing mice with 5FU led to a major decrease in the number
of MDSC in the spleens and tumor beds of animals whereas no significant effect on T cells, natural killer
cells, dendritic cells, or B cells was noted. Interestingly, 5FU showed a stronger efficacy over gemcitabine
to deplete MDSC and selectively induced MDSC apoptotic cell death in vitro and in vivo. The elimination
of MDSC by 5FU increased [FN-vy production by tumor-specific CD8(+) T cells infiltrating the tumor and
promoted T cell-dependent antitumor responses in vivo. Altogether, these findings suggest that the anti-
tumor effect of 5FU is mediated, at least in part, by its selective cytotoxic action on MDSC. Cancer Res

TO{8): 3052-61 ©2010 AACH

Introduction

Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) have been
identified as a population of immature myeloid cells with
the ability to suppress T-cell activation in humans and
mice (1-3). These cells accumulate in the blood, lymph
nodes, bone marrow, and at tumor sites in many human
cancers and animal tumor models, and inhibit both adap-
tive and innate immunity (4). They notably have the ca-
pacity to inhibit CD8" T cell antigen-specific reactivity by
different mechanisms, mainly through their capacities to
produce nitric oxide and radical oxygen species (5-7).
MDSC are phenotypically characterized in mice by the ex-
pression of the cell surface antigens Ly-6C/G (both recog-
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nized by the Gr-1 antibody) and CD11b (2). A human
counterpart of MDSC was proposed to lie in the CD11b
CD33°CD14 HLA-DR™ subset (8-11). Elimination of MDSC
in mouse tumor models was shown to enhance antitumor
responses, resulting in tumor regression. In this regard,
strategies aimed at depleting MDSC in vive using agents
that target MDSC such as antibodies (12) or cytotoxic
agents as gemcitabine have been shown to be the most
promising (13-15). Gemeitabine is an antimetabolite che-
motherapeutic agent implemented in the clinic since the
1990s and was previously reported to be capable of deplet-
ing MDSC in tumor-bearing mice (14).

We and others have previously reported that some anti-
cancer agents, in addition to their direct cytotoxic effects
on tumor cells, feature the ability to promote the activation
of the immune system of the host, resulting in enhanced
antitumor responses (16, 17). To investigate whether con-
ventional anticancer agents were also able to affect the bi-
ology of MDSC, we designed an in vivo drug screening
assay in which we tested the effect of anticancer agents
on the proportion of MDSC within tumor-bearing mice.
Our results show for the first time that 5FU was able to
reduce the number of MDSC in tumor beds by triggering
their apoptotic cell death. We also observed that 5FU-
mediated MDSC depletion triggered an increase in IFN-vy
production by tumor-specific CD§" T cells infiltrating the
tumor bed and promoted a T-dependent antitumor effect.
These results suggest that, beyond its direct cytotoxic effect
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on tumor cells, 5FU possesses immunogenic properties that
rely on the in vive elimination of MDSC.

Materials and Methods

Mice and cell lines. EL4, a thymoma cell line syngeneic of
C57BL/6, were obtained from the American Type Culture
Collection. MSC-1 and MSC-2 are immortalized MDSC cell
lines obtained from BALB/c Gr-1" splenocytes and were giv-
en by V. Bronte (University of Padua, Padua Italy). All cells
were cultured in RPMI 1640 (Life Technologies) with 10% fe-
tal bovine serum enriched with 0.4 mmol/L of sodium pyru-
vate, 4 mmol/L of HEPES, and antibiotics (penicillin,
streptomycin, and amphotericin B). BALB/c, C57BL/6, and
Nude mice were purchased from the Centre d'Elevage Janvier
(Le Genest St. Isle, France), and used at 6 to 10 wk of age.
TLR4™'~ C57BL/6 mice were provided by Bernhard Ryffel
(UMR 6218 CNRS, Orleans, France). Animals were all main-
tained according to Animal Experimental Ethics Committee
Guidelines.

Tumor model. EL4 cells (2 x 10°/100 pL PBS) were s.c. in-
jected into the flank of mice. Mice were treated when tumor
surface was ~100 mm?®, EL4 cancer cells were injected s.c. to
C57BL/6 mice, nude mice, and TLR4™ C57BL/6 mice. Tumor
surfaces were measured thrice a week.

In vivo chemotherapeutic treatments. For in vivo experi-
ments, mice received a unique injection of cyclophospha-
mide at 80 mg/kg of body weight, paclitaxel (36 mg/kg).
raltitrexed (100 mg/kg), gemeitabine (120 mg/kg), doxorubi-
cin (5 mg/kg), SFU (50 mg/kg), or oxaliplatin (5 mg/ksg). All
drugs were administrated by i.p. injection, except for doxoru-
bicin, which was injected iv.

Isolation of MDSC from spleens and tumors. Spleens
were mechanically dissociated and individual spleen cells ob-
tained through a 70-um cellular sieve, then centrifuged,
counted and washed once with PBS. To maxmize the pres-
ence of MDSC, single-cell suspensions prepared from the
spleen of tumor-bearing mice were purified by magnetic se-
lection of MDSC, using Grl-phycoerythrin-cyanine 7 staining
followed by anti-phycoerythrin-cyanine 7 magnetic beads
(Miltenyi Biotec). Tumors were cut with scalpels in milli-
metric fragments that were then mechanically dissociated
and passed through a 70-pm cellular sieve. Tumor cells were
laid down on a leukocyte-separating cushion and centrifuged
(1,000 = g 20 min). Floating cells were collected, centrifuged,
counted, and washed once with PBS.

Fluorescence-activated cell sorting analyses of Treg and
MDSC. Five days after treatment with 5FU, cyclophospha-
mide, gemcitabine, oxaliplatin, or doxorubicin, tumor-bearing
mice were sacrificed. Tumors and spleens were harvested
and single cell suspensions were prepared. MDSC were
stained with antibodies anti-CD11b, Ly-6C, and Ly-6G for
20 min at 4°C. After one wash with cold PBS, they were
analyzed by flow cytometry, Tregs were stained with anti-
CD4, anti-CD25, and anti-CD3 monoclonal antibodies for
20 min at 4°C. After one wash with cold PBS, they were per-
meabilized according to the manufacturer's protocol (Fix/
Perm eBioscience), and stained with an anti-Foxp3 antibody

(eBiosciences) for 20 min at 4°C. After one wash with cold
PBS, cells were analyzed by flow cytometry.

Flow cytometry analyses. Fluorescence-activated cell sort-
ing (FACS) analyses were performed using phycoerythrin
(PE) cyanine 7 (Cy7)-conjugated anti-Grl, allophycocyanin
(APC)-conjugated anti-CD11b, fluorescein isothiocyanate
(FITC)-conjugated anti-Ly6C, PE-conjugated anti-Ly6G,
peridinin-chlorophyll-protein (PerCP)-conjugated anti-CDd,
APC-conjugated anti-CD3, PE-Cy7 —conjugated anti-CD25, Efluor
450-conjugated anti-Foxp3, FITC-conjugated Annexin V, 7-
aminoactinomycin D (7-AAD), APC-conjugated anti-B220,
FITC-conjugated anti-CD11e, Alexa 700-conjugated anti-CMHZ2,
PerCP—conjugated anti-CDS8, 4'.6-diamidino-2-phenylindole
(DAPT), or Alexa 488-conjugated immunized rabbit serum. All
antibodies were purchased from BD PharMingen or eBioscience.
FITC-Flica caspase-3/7 apoptosis detection kits were purchased
from Immunochemistry Technologies. FACS analyses were per-
formed on a LSRII (BD Biosciences) using FACSDiva software
(BD Biosciences) and analyzed with Flow]Jo (TreeStar).

Single cell suspension from tumors and spleens were
centrifuged and saturated with 200 pL of PBS containing
2% mouse serum for 15 min at 4°C. After centrifugation, cells
were stained for 20 min at 4°C with the following antibodies:
CD11b, Ly-6C, and Ly-6G for MDSC; CD3, CD4, and B220
for lymphocytes; and CD11e, CD11b, CMH2, and CD8 for
dendritic cells. All cells were stained with 4',6-diamidino-2-
phenylindole or 7-AAD and analyzed by flow cytometry.

Intracellular stainings. For IFNvy intracellular staining,
spleens, tumors, and tumor-draining lymph nodes were har-
vested and dissociated as reported above, 5 d after treatment.
When MDSC were reinfused, they were injected iv. 2 d after
treatment. Leukocytes were then cultured in vitro in three
different conditions: in anti-CD3-coated wells (0.1 pg/well
of a 96-well tissue culture plate), in anti-CD3—coated wells
with the addition of killed tumor cells (with a ratio of one
killed tumor cell per two effectors), or in anti-CD3—coated
wells with the addition of soluble anti-CD3 (2 pg/mL), solu-
ble anti-CD28 (2 pg/mL), and interlenkin-2 (1,000 Ul/mL;
Proleukin, Chiron). Simulation was maintained for 16 h, with
brefeldin A (BD GolgiPlug) for the last 4 h. Cells were then
harvested and stained for CD4, CD8, and intracellular IFNvy
using the manufacturer's recommendations.

Apoptosis assays. Purified MDSC were cultured for 24
h in vitro with varying doses of 5FU or gemcitabine. fn vivo,
tumor-bearing mice were treated with 5FU or gemcitabine.
Tumors and spleens were harvested and dissociated as de-
seribed previously and then stained as follows: (a) Annexin
V/7-AAD: MDSC were washed twice with cold PBS and pre-
pared according to the manufacturer's protocol (BD Phar-
Mingen). After staining for 15 min at room temperature
with Annexin V and 7-AAD, cells were analyzed by flow cy-
tometry: (b) Flica 3/7: cells were manipulated according to
the manufacturer's protocol (ImmunoChemistry Technolo-
gies). Briefly, cells were cultured for 1 h in the presence of
FAM-Flica after pretreatment with PBS or varying doses of
5FU. Cells were then washed and analyzed by flow cytome-
try in the presence of 7-AAD. In some experiments, cell
death was measured uwsing the phenazine methosulfate
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(PMS)/3-(4.5-dimethylthiazol-2-y1)-5( 3-carboxymethoxyphe-
nyl}2-{4-sulfophenyl}-2H-tetrazolium (MTS) assay (Prome-
@a), In PMS/MTS experiments, cells were treated for 1
h with 5FU at varying concentrations in round-bottomed
96-well plates. PMS/MTS was added after 48 h and the
plates were read at 540 nm.

Detection of calreticulin expression on tumor cells. EL4
cancer cells were cultured for 24 h in complete culture me-
dium supplemented or not with doxorubicin, gemcitabine, or
5FU. Cells were stained as described elsewhere (18). Briefly,
cells were saturated with 200 pL of PBS supplemented with
2% rabbit serum before being stained with a rabbit anti-
calreticulin antibody for 20 min at 4°C. Cells were permeabi-
lized or not with BD PharMingen, cells were incubated with
anti-calreticulin rabbit antibody (AbCam) for 20 min at 4°C.
Cells were then analyzed by flow cytometry.

Thymidilate synthase expression. Total RNA was ex-
tracted using Trizol (Invitrogen). One hundred to 300 ng of
RNA was reverse-transcribed into ¢DNA using Moloney mu-
rine leukemia virus reverse transcriptase, random primers,
and recombinant RNasin ribonuclease inhibitor (Promega).
cDNA were quantified by real-time PCR using a SYBR Green
Real-time PCR kit on a 7500 Fast detection system (Applied
Biosystems). Relative mRNA levels were determined using
the ACt method. Values were expressed relative to mouse
cyclophilin A, The same results were obtained when normal-
ized with mouse L32 and mouse hypoxanthine phosphoribo-
syltransferase (data not shown). The sequences of the
oligonueleotides used in this study were as follows: mouse
eyclophilin A (forward, 5'-GGCCGATGACGAGCCC-3'; re-
verse, 5-TGTCTTTGGAACTTTGTCTGCAA-3") and mouse
thymidylate synthase (TS; forward, 5"-caatggatccegagattitc-
3'; reverse, 5'-glcatcagggttgatttiga-3').

Statistical analysis. Tests used were Student's ¢ test or
Mann-Whitney test for parametric and nonparametric
means comparison. All tests were performed with GraphPad
Prism software.

Results

SFU selectively depletes MDSC. We tested the capacity
of several cytotoxic agents used in conventional cancer che-
motherapy to deplete MDSC in vivo. To this end, we used
cyclophosphamide (an alkylant agent), doxorubicin (a topoi-
somerase [1inhibitor), oxaliplatin (a platinum compound pro-
moting DNA adducts), paclitaxel (a tubulin poison),
gemcilabine (a deoxycytidine analogue that inhibits ribonu-
cleotide reductase), and 5FU and raltitrexed [two antimetah-
olite agents that target thymidilate synthase (TS)]. These
drugs were injected once in mice bearing 100 mm” EL4 thy-
moma subcutaneous tumors. In our model, MDSC were found
to be abundant within the spleens and tumor beds of tumor-
bearing mice before chemotherapeutic treatment (Fig. 1A), as
previously described (19). Five days after injection of the cy-
totoxic agent, we observed that only gemcitabine and 5FU
were able to significantly decrease the number of MDSC in
both the spleen and tumor bed (Fig. 1A; see Supplementary

Fig. S1). Interestingly, 5FU had a more drastic effect than
gemcitabine in decreasing MDSC frequency in tumor-bearing
hosts. It is noteworthy that 5FU did not alter the frequency of
the other cell populations within the spleen, except for a non-
significant tendency for B cells to increase, compensating the
loss of MDSC (Fig. 1B).

MDSC have been described to encompass at least two cell
populations: granuloeytic cells, LysG Ly6C™, and monocytic
cells, L}'ﬁ[l“L}ﬁUH (9. 10). We did not find any preferential
action from either 5FU or gemcitabine on any MDSC sub-
type. Indeed, both drugs were similarly effective against gran-
ulocytic and monocytic MDSC (Fig. 1C). We also monitored
the duration of MDSC depletion induced by 5FU, and found
that the nadir was around day 5 posttreatment, then MDSC
number increased following tumor growth (Fig. 1D).

Thus, we show that, among the seven cytotoxic agents as-
sayed, only 5FU (and to a lesser extent gemcitabine) was able
to lower MDSC number within the tumor bed and spleen of
cancer-bearing hosts,

SFU triggers MDSC apopiosis. The disappearance of
MDSC from tumors and spleens could possibly be explained
by the direct cytotoxdc effect of 5FU, which could preferen-
tially trigger their death. We therefore tested whether MDSCs
were undergoing apoptosis after 5FU treatment.

Because of spontaneous rapid death of ex vive MDSC, we
took advantage of immortalized MDSC cell lines (20). First,
we cultured established murine MDSC cell lines in the pres-
ence of various concentrations of 5FU and evaluated MDSC
cell death using both Annexin V/7-AAD labeling (Fig. 24, left)
and the detection of activated caspases-3 and -7 (Fig. 2A,
right). Both methods showed that 5FU triggered MDSC apo-
ptotic cell death in a dose-dependent manner. In vivo, we
could also note an increase in the presence of activated cas-
pases-3 and -7 in splenic MDSC from 5FU-treated tumor-
bearing mice compared with untreated mice, although other
immune cells were not killed by 5FU at this dose (data not
shown). To our surprise, we also noted that 5FU in vitro at
low concentrations was more toxic in MSC cell lines than in
tumor cells. Indeed, a 20-fold to 50-fold higher concentration
of 5FU was required to kill EL4 tumor cells relative to MSC
(Fig. 2B). Of note, freshly sorted MDSC underwent spontane-
ous and rapid death, but surviving cells were also 5FU-sensi-
tive (data not shown).

The cytotoxic action of 5FU was mediated by its metabo-
lites which inhibit TS, Low expression of TS has been shown
to be involved in 5FU sensitivity in tumor cells (21-23); there-
fore, we hypothesized that MDSC's sensitivity to 5FU might
be related to lower TS expression. We then performed guan-
titative PCR on cell extracts to test TS expression (Fig. 2C).
We found that MDSC and MSC cell lines expressed fewer TS
than splenocytes or tumor cells, thus suggesting that MDSC
sensitivity to 5FU may be linked to their low expression of
T5. On the whole, these results show that in vitro and in vive
low concentrations of 5FU selectively induced MDSC apopto-
tic cell death.

SFU immunogenic effects are primarily atributable to
MDSC depletion. Chemotherapeutic agents have been
shown to alter the antitumor response (16). Specifically,
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Figure 1. 5FU and gemcitabine eliminate MDSC invivo. A mice were tumor-free (Naive) or inoculated s.c. with EL4 tumor cells. Five days after the indicated
chemotherapy (NaCl, control mice; Dox, doxorubicin; CTX, cyclophosphamide; Ox, cxaliplating Pct, paclitaxel, Rtxed, raltitrexed; Gem, gemcitabine; 5FU,
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tumaor infiltration MDSC and the absolute number of MDSC in spleen and tumors. B, effect of 5FU on other splenic cell populations. C, the percentages

of monocytic (Ly6C™Ly6G ) and granulocytic (Ly6C™Ly6G ") subpopulation of MDSC after SFU treatment was determined by FACS analysis. Bottom,
representative FACS. D, tumor-bearing mice were treated or not with 5FU, and spleens were harvested at various posttreatment times. Graphic shows the
percentage of splenic MDSC. Columns, mean; bars, SEM. The experiments were performed twice with similar results, n = 4 per group (", P< 0.05; =, P < 0.01).

some chemotherapeutic agents could promote Treg cell kill- system. To this end, we first compared 5FU and cycdophos-

ing (24-26) or affect the biology of dendritic cells (27, 28).
We therefore tested if, in addition to its action on MDSC,
5FU exerted some of these reported effects on the immune

phamide for their ability to trigger regulatory T-cell depletion
in vivo. Although cyclophosphamide administration led to a
reduction in Treg numbers in the tumor bed and in the
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spleen, 5FU had no such effect in the same setting (Fig. 3A).
Similarly, we verified that 5FU (in contrast to mafosphamide)
exerts no toxic effect on regulatory T cells in vitro (data
not shown),

Cancer chemotherapy may also enhance the anticancer
immune response by promoting the maturation of antigen-
presenting cells. We thus tested the effect of a single systemic
injection of 5FU, gemcitabine, or Gram-negative bacteria li-
popolysaccharide on the maturation pattern of splenic den-
dritic cells, In this setting, although lipopolysaccharide
induced a massive upregulation of CD86 and CD40, 5FU ad-
ministration did not significantly alter the expression of

those markers, ruling out a putative involvement of 5FU in
inducing dendritic cell maturation (Fig. 3B).

We have previously shown that the én vivo efficacy of doxo-
rubicin relied on its ability to trigger an “immunogenic” cell
death of cancer cells. Treatment of tumor cells by doxorubi-
cin leads to the cell surface exposure of calreticulin, which is
responsible for tumor cell phagocytosis, and to the release of
HMGB1, which is critical for the Toll-like receptor 4 (TLR4)-
mediated cross-presentation of tumor antigens from dendrit-
ic cells to T cells (29). To test the ability of 5FU to trigger an
immunogenic form of cell death in vive, we first monitored
the expression of cell surface calreticulin on EL4 cells treated
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Figure 2. 5FU induces MDSC apoptosis. A, the effect of 5FU on MSC1 and MSC2 cell lines was tested in vitro for apoptosis induction. FACS analysis of

Annexin V/7-AAD staining (left) or activated caspase-3/7T-4AD (right) staining results, respectively, in MSC1 (top) or MSC2 bottom). B, compared dose-effect

relation of SFU-induced cell death on MSC cell lines and EL4 tumor cell lines. The experments wene performed thrice with identical results. C, gquantitative

RT-PCR for TS was perfformed on extracts from the indicated cellular preparation. Total MDSC were prepared as usual, granulocytic (Ly6G") or monocytic

{Ly6GE") cells were sorted by FACS from spleens of tumor-bearing mice. The experiments were performed twice with similar results (*, P < 0.05).
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results (%, P < 0.05; =, P = 0.01).

with 5FU or doxorubicin as a positive control. Although
doxorubicin treatment could trigger cell surface expression
of calreticulin, we failed to show any significant upregulation
of calreticulin by treating EL4 cells with 5FU (Fig. 3C). We

then compared the effect of 5FU on EL4 tumor growth in
wild-type (WT) and TLR4-deficient mice. Although the effica-
cy of doxorubicin was largely impaired in TLR4-deficient
hosts, we observed that 5FU had a TLR4-independent
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antitumor activity (Fig. 3D). These results suggest that the
antitumor effects of 5FU cannot be explained by its ability
to trigger an immunogenic form of tumor cell death. Alto-
gether, these data show that the SFU immune-mediated ef-
fects specifically rely on the elimination of MDSC,
SFU-induced specific activation of CD8+ T cells. As
MDSC are known to inhibit antigen-dependent CD8+ T
cell proliferation and Tel differentiation (3), we tested
whether 5FU could affect Thl- or Tel-specific polarization
in tumor-bearing animals. To this end, leukocytes from the
spleen, tumor-draining lymph nodes, and tumor bed from
EL4 tumor-bearing mice treated or not with 5FU were stim-
ulated either with dead EL4 tumor cells or nonspecifically
with anti-CD3 plus anti-CD28 antibodies. We then performed
intracellular staining for IFN-y production. We did not de-
tect any significant IFN-y production by either CD4” or
CD8" T cells obtained from spleen or draining lymph node
of tumor-bearing animals, even after specific T-cell restimu-
lation {data not shown). In contrast, antigen-specific restim-
ulation of mmor-infiltrating CD8™ T cells (but not CD4™ T
cells) produced detectable levels of IFN-y, which was en-
hanced after 5FU treatment of EL4 tumor-bearing mice
(Fig 4A and B). Moreover, adoptive transfer of MDSC from
tumor-bearing mice drastically impeded IFN-vy production by

CD8" T cells (Fig. 4A and B). These data collectively sugzest
that the selective cytotoxic activity of 5FU on MDSC could
locally enhance the Tcl polarization of CD8” T cells,

SFU exerts an MDSC-dependent antitumor effect and
acts synergistically with the depletion of regulatory T cells.
We first treated WT or nude mice bearing a large EL4 tumor
with gemcitabine or 5FU (Fig. 5A and B). These two treat-
ments efficiently slowed down tumor growth in WT mice
but exerted only a minor effect on tumor growth in nude
mice (Fig. 5A and B). These data show that these che-
motherapies depend on T cells to mediate their activity. In
addition, we observed in WT mice bearing tumors that an
adoptive transfer of MDSC from tumor-bearing mice 1 day
after 5FU injection blunted the in vivo antitumor effect of
5FU (Fig 5C). Altogether, these data suggest that 5FU exerts
its activities through the elimination of MDSC and permits
the restoration of T cell-dependent antitumor responses,

Tregs represent another population of immunosuppressive
cells that exerts a major negative effect on antitumor im-
mune response (25, 26, 30). We showed previously that a
low dose of cyclophosphamide could deplete this population
and restore latent antitumor immunity (25, 26). Cyclophos-
phamide had a T-dependent antitumor effect that was anni-
hilated by an adoptive transfer of Treg cells (25, 30). These
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(top) and survival was monitored {pottom; n = 10). B, WT mice were treated when tumor reached 200 mm” with one s.c. injection of SFU (50 mg/kg) or
SFU plus an adoptive transfer of 5 x 107 splenic MDSC calls from tumor-bearing mice (v = 10). Top, tumor growth in each group; bottom, mice survival
using Kaplan-Meier curves. The experiments were performed thrice with similar results. G, WT mice wene injected with 2 x 10° EL4 cells and treated
when tumor reached 100 mm? with the combination of 5FU (50 mg/kg) plus cyclophosphamide (CTX, 80 ma/kg), or 5FU alone or were left untreated. Cells
isolated from tumor-infiltrating lymphocytes were stimulated with anti-CD3 plus dead EL4 cells. Histogram represents the percentage of IFN-y=producing
CDB T cells in tumor-infiltrating CD8 T lymphocyte (7 = 4). The experiments were performed twice with similar results {7, P < 0.05).

data provided the impetus to combine Treg and MDSC de- bination of 5FU and cyclophosphamide enhanced the num-
pletion to enhance T-cell functions and antitumor responses. ber of tumor-specific IFN-y producing specific intratumoral
The two combinations (cyclophosphamide plus gemcitabine CD8 T cells compared with monotherapies (Fig 5D).

and cyclophosphamide plus 5FU) showed a synergic effect in Altogether, these data show that eyclophosphamide and 5FU
WT mice compared with monotherapies but had little or no could exert a T-dependent synergistic antitumor effect and
effect on tumors growing in nude mice (Fig. 5A and B). Inter- could lead to the cure of some animals bearing large tumors.
estingly, the cyclophosphamide + 5FU combination showed a

significantly superior antitumor effect compared with the cy- Discussion

clophosphamide + gemcitabine combination in immuno-

competent mice, and mice survival was improved in the The recognition that immune suppression is crucial to
cyclophosphamide + S5FU group (P = 004, log rank test). In promote tumor progression, which might explain the failure
line with the & vivo results, we verified ex vive that the com- of some cancer vaccines, has resulted in a paradigm shift
www.aacrjournals.org Cancer Res; 70(8) April 15, 2010
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regarding approaches to cancer immunotherapy. It indeed
becomes clear that successful cancer immunotherapy will
only be achieved when associated with the elimination of
suppressive cells (31-33). Two major immunosuppressive
cell types are mainly involved in tumor-induced immunosup-
pression: Tregs and MDSC. The elimination of Treg cells us-
ing a low dosage of cyclophosphamide as a metronomic
regimen proved its efficacy in many rodent models as well
as in humans (25, 26, 30, 34-37). Many strategies have been
tested to dampen the immunosuppressive actions of MDSC,
including treatments designed to favor their differentiation,
or to inhibit their expansion or their inhibitory function
(13, 38). However, the most promising results have been
obtained with the selective depletion of these cells. Some
groups tested the in vivo administration of monoclonal
antibodies against Gr-1, aimed at depleting Gr-1" MDSC.
This treatment gave interesting results in restoring T cell
antitumor activity, both in terms of general reduction of
tumor progression and in terms of prevention of relapse
(39, 40). Unfortunately Gr-1 is not a specific marker of MDSC
as it is also expressed in granulocytes, implying the possibil-
ity that tumor-bearing hosts treated with such depleting
antibodies might undergo opportunistic infections. This con-
sideration emphasizes the interest of screening drugs aimed
at selectively depleting MDSC. It was recently shown that
several cytotoxic agents used for cancer chemotherapy not
only featured a direct cytotoxic effect on tumor cells, but also
featured an interesting side effect by eliminating leukocyte
subpopulations involved in the suppression of antitumor
immunity (35). However, up to now, only gemcitabine has
been shown to be able to eliminate MDSC, one of the major
cell populations involved in tumor tolerance (14, 15).

Here, we show for the first time that 5FU was also able to
reduce the number of MDSCs not only in the spleen but also
in the tumor bed. The effect of SFU on MDSC was obtained at
low doses and seemed to be selective as we did not observe any
in vivo drop in T cells, B cells, or dendritic cell numbers. This
effect was mediated by inducing the apoptotic death of MDSC
with activation of caspase-3 and caspase-7 both in vitro and
in vivo. The effect of 5FU lasted for ~ 10 days in vivo, and could
be related to a lower TS expression in this cell type. Moreover,
the effect of 5FU on MDSC seemed more pronounced than
the effect of gemcitabine, thus suggesting that this agent could
be more efficient in enhancing antitumor immunity.

MDSC are well known inhibitors of CD8™ T cell activation
(3). We showed here for the first time that 5FU induces
MDSC depletion and could enhance the intratumoral CD8"
T cell antigen-specific capacity to produce IFN-v. This effect
was reversed by adoptive transfer of MDSC thus providing
the evidence that reinfused MDSC could migrate to the

tumor and blunt T cell reactivity i situ. When monitoring
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Discussion :

L'effet des agents chimiothérapeutiques sur les cellules immunosuppressives reste un
phénoméne mal connu. Notre équipe s’attache a ce phénomeéne depuis plusieurs années.
Ainsi notre équipe a pu démontrer il y a quelques années que de faibles doses de
cyclophosphamide pouvaient éliminer les cellules T régulatrices chez les animaux atteints de

86, 289, 300, 301, 302
tumeurs

. La sensibilité des Treg au cyclophosphamide pourrait étre liée a leur
expression sélective de Foxp3, ce qui induit I'expression de molécules pro-apoptotiques >
sensibilisant les Treg a I’apoptose3°4. Un autre mécanisme pourrait aussi expliquer leur
sensibilité au cyclophosphamide. Ainsi les Treg sont caractérisés par une faible teneur en
ATP intracellulaire, un phénomeéne qui semble aussi les rendre plus sensible au

cyclophosphamide en limitant sa detoxification dépendant du glutathion et de I’ATP?®.

Les cellules Myéloides Suppressives (MDSC) représentent une population de cellules
myéloides immatures, précurseurs des macrophages, des granuleux et des cellules
dendritiques, qui ont la capacité de supprimer la réponse immunitaire T-dépendante. Ces
cellules peuvent contrOler directement la réponse des cellules T, mais aussi induire la
prolifération des Treg via leur production de TGF-BZBg. Ainsi, le cyclophosphamide, un
anticancéreux qui élimine électivement les Treg tout en préservant les autres populations
cellulaires T, a la capacité de renforcer l'immunité latente anti-tumorale et I'efficacité de
vaccins anti-tumoraux. La gemcitabine, un autre médicament cytotoxique, peut réduire
spécifiguement le nombre des MDSC trouvées dans la rate de souris portant une tumeur et

.. i, , . 254
ainsi améliorer la réponse anti-tumorale des cellules T%

. A la suite d’un criblage de drogues,
nous avons montré que l'agent le plus efficace pour éliminer les MDSC est le 5-
fluorouracil. Nous avons pu démontrer que les MDSC ont une grande sensibilité a cet agent
en raison de la faible expression de la thymidylate synthase, l'enzyme cible de Ia
fluoropyrimidine. Ce mécanisme est intéressant car il semble étre le pendant de I'effet du
cyclophosphamide sur les lymphocytes T régulateurs mais également par ce que les MDSC

présentent une sensibilité au 5FU a des doses infra cliniques et donc il semblerait qu’aux

doses utilisées en clinique ce traitement devrait pouvoir détruire les MDSC.

Certaines drogues de chimiothérapie, grace a leur mécanisme d’action, ont la

capacité d’induire une mort immunogene des cellules cancéreuses caractérisées par une
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suite d’événements moléculaires comme I'expression membranaire de la calréticuline, la
sécrétion de la protéine HMGB1 et la sécrétion d’ATP. Le 5-fluorouracil est incapable
d'induire I'exposition de calréticuline a la surface des cellules tumorales, le signal essentiel
pour induire une mort cellulaire immunogéne. On pourrait donc penser qu’il serait
intéressant d’associer le 5-fluorouracil a des drogues pouvant induire la mort immunogéne

comme les anthracyclines ou I'oxaliplatine.

Suite a la reprise de mon activité clinique a plein temps, ce sujet a été repris par
Mélanie Bruchard. Il a été découvert que le 5-fluorouracil, en tuant les MDSC, induit un
clivage de la caspase 1 et une libération d'IL-1[3. Cette cytokine est alors impliquée dans la
polarisation des lymphocytes T CD4 + en cellules Th17. Ces cellules peuvent alors favoriser
I'angiogenese et la croissance tumorale. Ce phénomeéne souligne I'effet ambivalent du 5-
fluorouracil sur le systétme immunitaire avec une capacité a éliminer les cellules
immunosuppressives mais aussi a induire une inflammation proangiogénique et protumorale
(Bruchard et al Nat Med 2013). Ainsi I'effet du 5-fluorouracil est potentialisé par un

inhibiteur de I'lL-1 chez la souris

A I'heure actuelle je participe avec le Professeur Ghiringhelli a la génération d’un
essai thérapeutique d’association du LV5FU2 + bevacizumab + anakinra (un inhibiteur de I'IL-
1) en deuxiéme ligne de traitement chez des patients ayant échappé a une premiére ligne
thérapeutique comprenant LV5FU2 + bevacizumab. Nous espérons avec les données

cliniques et biologiques de cette étude valider les travaux murins chez I’homme.
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B. Projet2.

Dans ce deuxiéeme projet nous avons voulu aborder le probléme des infiltrats
immunitaires tumoraux chez des patients porteurs de cancers coliques. Récemment I'équipe
de Frank Pages et Jér6me Galon a démontré qu’un infiltrat immunitaire riche en cellules CD8
et CD45R0O est associé a un meilleur pronostic chez des patients porteurs d’un cancer
colique localisé. Ce parameétre semble particulierement important car il semble plus
performant que la classification TNM pour classer les malades mais aussi car il semble
indépendant des autres marqueurs pronostics. Malgré tout, peu de chose sont connues sur
les patients atteints de cancers coliques métastatiques. Lorsque nous avons commencé ces
travaux aucun résultat n’était publié dans le domaine. Nous nous sommes donc demandé si

les infiltrats en cellules CD45R0, CD8 et Foxp3 étaient associés au pronostic des malades.

1. Caractéristiques de la population

a) Caractéristiques cliniques et biologiques

De 1994 a 2010, 66 patients ont été opérés a visée curative de métastases hépatiques d’'un
cancer colorectal au Centre Georges Francois Leclerc. Les caractéristiques de ces patients
ainsi que de la tumeur primitive et des localisations secondaires hépatiques sont résumées
dans le tableau 1.

Notre population se composait de 65,2% d’hommes et d’'une majorité de patients agés de
plus de 60 ans (63,6%). 66,7% des localisations tumorales primitives étaient coliques et la
majorité des patients (74,3%) présentait un envahissement ganglionnaire sur la piéce
opératoire de la tumeur primitive.

Le délai d’apparition de la métastase hépatique apres le diagnostic de la tumeur primitive
était inférieur a 1 an dans 60,5% des cas. Les métastases hépatiques étaient le plus souvent
uniques (71,2%) et de taille inférieure a 5 cm (75,8%). Pour la majorité des patients (62,1%),
la marge chirurgicale aprés métastasectomie hépatique était supérieure a 1 cm.

Parmi nos 66 patients, 26 (39,4%) ont été traités par chirurgie seule, et 40 (60,6%) ont recu
une chimiothérapie préopératoire. 53% des patients ont regu une chimiothérapie adjuvante

apres exérese de la métastase hépatique.
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Au cours du suivi, 71% des patients ont présenté une récidive hépatique et au terme de la

surveillance, 62% des patients sont décédés.

Tableau 1 : Caractéristiques cliniques et biologiques des patients (n=66)

Patients traités  Patients traités par Total p-value
par chirurgie chimiothérapie, puis Chiz ou
seule chirurgie Student
N= N= N=
Sexe
M 17 (65.4%) 26 (65%) 43 (65.2%)
F 9 (34.6%) 14 (35%) 23 (34.8%)
Total 26 (100%) 40 (100%) 60 (100%)
Age
Supérieur a 60 ans 13 (50%) 29 (72.5%) 42 (63.6%) 0.11
Inférieur & 60 ans 13 (50%) 11 (27.5%) 24 (36.4%)
Total 26 (100%) 40 (100%) 66 (100%)
Tumeur
primitive
N+ 19 (73.1%) 30 (75%) 49 (74.3%) 0.91
N- 7 (26.9%) 10 (25%) 17 (25.7%)
Total 26 (100%) 40 (100%) 66 (100%)
Colon 19 (73.1%) 25 (62.5%) 44 (66.7%)
Rectum 7 (26.9%) 15 (37.5%) 22 (33.3%)
Total 26 (100%) 40 (100%) 66 (100%)
Délai tumeur
primitive —
méta
hépatique
Supérieur a1 an 16 (61.5%) 10 (25%) 26 (39.4%) 0.007
Inférieur a 1 an 10 (38.5%) 30 (75%) 40 (60.6%)
Total 26 (100%) 40 (100%) 66 (100%)
Taille de la métastase
Supérieure a 5 cm 7 (26.9%) 9 (22.5%) 16 (24.2%) 0.90

Nombre de
métastases

hépatiques

Inférieure a 5 cm
Total

19 (73.1%)
26 (100%)

31 (77.5%)
40 (100%)

50 (75.8%)
66 (100%)
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Plus de 1
Total

Chirurgie
Tumorectomie
Hépatectomie
Complexe
Total

Marge chirurgicale
Plus de 1 cm
Moins de 1 cm
Total

Métastase extra hépatique a la

chirurgie
Non
Oui
Total
Taux d’ACE
Inférieur a 5
Supérieur a 5
Taux de LDH

Inférieur a N

Supérieur a N

Taux de leucocytes
Inférieur a N

Supérieur a N

Chimiothérapie adjuvante
Non
Oui
Total

Rechute
Oui
Non

Total

22 (84.6%)
4 (15.4%)
26 (100%)

22 (84.6%)
2 (7.7%)
2 (7.7%)

26 (100%)

18 (69.2%)
8 (30.8%)
26 (100%)

23 (88.5%)
3 (11.5%)
26 (100%)

13 (50%)
13 (50%)

10 (38.5%)
16 (61.5%)

24 (92.3%)
2 (7.7%)

14 (53.8%)
12 (46.2%)
26 (100%)

18 (69.2%)
8 (30.8%)

26 (100%)

25 (62.5%)
15 (37.5%)
40 (100%)

29 (72.5%)
8 (20%)
3 (7.5%)

40 (100%)

23 (57.5%)
17 (42.5%)
40 (100%)

30 (75%)
10 (25%)
40 (100%)

21 (52,5%)
19 (47,5%)

14 (35%)
26 (65%)

38 (95%)
2 (5%)

21 (52.5%)
19 (47.5%)
40 (100%)

29 (72.5%)
11 (27.5%)

40 (100%)

47 (71.2%)
19 (28.8%)
66 (100%)

51 (77.3%)
10 (15.1%)
5 (7.6%)
66 (100%)

41 (62.1%)
25 (37.9%)
66 (100%)

53 (80.3%)
13 (19.7%)
66 (100%)

34 (51,5%)
32 (48,5%)

24 (36.4%)
42 (63.6%)

62 (93.9%)
4 (6.1%)

35 (53%)
31 (47%)
66 (100%)

47 (71.2%)
19 (28.8%)

66 (100%)

0.09

0.39

0.48

0.30

0,664

0.98

0.93

0.88

0.99
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Déces

Oui 18 (69.2%) 23 (57.5%) 41 (62.1%) 0.48
Non 8 (30.8%) 17 (42.5%) 25 (37.9%)
Total 26 (100%) 40 (100%) 66 (100%)

b) Caractéristiques immunologiques

L’ensemble des caractéristiques qualitatives et quantitatives de l'infiltrat immunologique en
lymphocytes T CD45RO+, CD8+ et Foxp3+ des métastases hépatiques des cancers
colorectaux sont résumées dans le tableau 2. Lorsque plusieurs métastases ont été
réséquées, chacune des pieces de métastasectomie a fait I'objet d’une analyse individuelle.
Dans ces conditions et chez un méme patient, les résultats trouvés ont été identiques d’une
métastase a I'autre.

Sur les 66 métastases hépatiques réséquées, 22,7% ne présentaient pas d’infiltration
intratumorale en lymphocytes T CD45R0O+, et 33,3% avaient un infiltrat de moyenne
abondance. 63,6% des métastases hépatiques avaient un faible infiltrat intratumoral en
lymphocytes T CD8+ et 67,5% une forte infiltration en lymphocytes T régulateurs Foxp3+.
Concernant l'infiltrat lymphocytaire péritumoral, 45,5% des patients présentaient un infiltrat
faible en lymphocytes T CD45R0+, et la majorité une faible densité en lymphocytes T CD8+
(65,2%) et T régulateurs Foxp3+ (65,2%).
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Tableau 2 : Caractéristiques de l'infiltrat immunologique des métastases hépatiques (n=66)

Patients traités  Patients traités par Total p-value
par chirurgie chimiothérapie, puis Chiz
seule chirurgie
N= N= N=
Infiltrat CD45RO+ intratumoral
0 5 (19.2%) 10 (25%) 15 (22.7%) 0.83
1 8 (30.8%) 11 (27.5%) 19 (28.8%)
2 8 (30.8%) 14 (35%) 22 (33.3%)
3 5 (19.2%) 5 (12.5%) 10 (15.2%)
Total 26 (100%) 40 (100%) 66 (100%)
Infiltrat CD45RO+ péritumoral
0 2 (7.7%) 1 (2.5%) 3 (4.5%) 0.42
1 14 (53.8%) 16 (40%) 30 (45.5%)
2 6 (23.1°%) 13 (32.5%) 19 (28.8%)
3 4 (15.4%) 10 (25%) 14 (21.2%)
total 26 (100%) 40 (100%) 66 (100%)
Infiltrat CD8+ intratumoral
Faible 17 (65.4%) 25 (62.5%) 42 (63.6%) 0.98
Fort 9 (34.6%) 15 (37.5%) 24 (36.4%)
Infiltrat CD8+ péritumoral
Faible 18 (69.2%) 25 (62.5%) 43 (65.2%) 0.76
Fort 8 (30.8%) 15 (37.5%) 23 (34.8%)
Infiltrat Foxp3+ intratumoral
Faible 8 (30.8%) 13 (32.5%) 21 (31.8%) 0.90
Fort 18 (69.2%) 27 (67.5%) 45 (68.2%)
Infiltrat Foxp3+ péritumoral
Faible 15 (57.7%) 28 (70%) 43 (65.2%) 0.44
Fort 11 (42.3%) 12 (30%) 23 (34.8%)
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a)

2. Survie sans récidive

analyse univariée

e Parameétres cliniques et biologiques

Les résultats des différents parametres cliniques et biologiques étudiés en analyse univariée

sont résumés dans le tableau 3.

Parmi les différents paramétres étudiés en analyse univariée, seuls une marge chirurgicale

supérieure a 1 cm (p=0,01) et un taux de LDH bas (p=0,03) étaient significativement associés

a une meilleure survie sans récidive.

Dans notre étude, I'administration d’une chimiothérapie préopératoire n’est pas associée a

une meilleure survie sans récidive (p=0,51).

Tableau 3 : Analyse univariée de la survie sans récidive, variables non immunologiques

HR IC 95% p-value

Age

Inférieur a 60 ans 1

supérieur a 60 ans 0.6 [0.34-1.11] 0.11
Tumeur
primitive

N- 1

N+ 1.51 [0.72-3.13] 0.25
Délai tumeur
primitive —
méta
hépatique

Inférieur a 1 an 1

Supérieur a1 an 1.15 [0.62-2.14] 0.64
Taille de la métastase

Inférieure a 5 cm 1

Supérieure a 5 cm 0.76 [0.35-1.63] 0.48
Nombre de
métastases
hépatiques

1 1

Plus de 1 1.24 [0.66-2.32] 0.50
Métastase extra hépatique a la
chirurgie

Non 1

Oui 1.72 [0.83-3.58] 0.14
Marge chirurgicale

Plus de 1 cm 1

Moins de 1 cm 2.08 [1.17-3.70] 0.01

Taux d’ACE*
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0.99 [0.98-1.0043] 0.21
Taux de LDH*
1
1.0017 [1.0001-1.0032] 0.03
Taux de leucocytes*
1
1.0001 [1.000-1.0002] 0.18
Chimiothérapie adjuvante
Oui 1
Non 1.06 [0.59-1.91] 0.83
Chimiothérapie néoadjuvante
Oui 1
Non 1.23 [0.65-2.30] 0.51

(*Les hasard ratio pour les variables quantitatives sont calculés pour une unité)

Tableau 4 : Analyse univariée de la survie sans récidive, caractéristiques immunologiques

HR IC 95% p-value

Infiltrat CD45RO+ intratumoral

Fort (2-3) 1

Faible (0-1) 3.23 [1.72-6.11] 0.00028
Infiltrat CD45RO+ péritumoral

Fort (2-3) 1

Faible (0-1) 1.16 [0.65-2.08] 0.61
Infiltrat CD8+ intratumoral

Fort (2-3) 1

Faible (0-1) 1.85 [0.97-3.57] 0.06
Infiltrat CD8+ péritumoral

Fort (2-3) 1

Faible (0-1) 161 [0.84-3.12] 0.62
Infiltrat Foxp3+ intratumoral

Présent 1

Absent 1.96 [1.08-3.57] 0.02
Infiltrat Foxp3+ péritumoral

Présent 1

Absent 1.20 [0.65-2.22] 0.55



e Parameétres immunologiques

Les résultats des différents parametres immunologiques étudiés en analyse univariée sont
résumés dans le tableau 4.

Parmi ces paramétres, seule une forte infiltration intratumorale en lymphocytes T mémoires
CD45RO+ (p=0.00028) et T régulateurs Foxp3+ (p=0.02) était associée a une meilleure survie
sans récidive.

La figure 1 représente les courbes de survie sans récidive des patients selon la densité en

lymphocytes T régulateurs Foxp3+ au sein de la métastase hépatique.

100
p=0.02
80 4
60 . .
Infiltrat Foxp3 intratumoral
Absent
40 —— Présent
20 4
O T T T T
0 20 40 60 80
Temps (Mois)

Figure 1: survie sans récidive des patients opérés a visée curative de métastases hépatiques

de cancers colorectaux selon la densité intratumorale en lymphocytes T régulateurs Foxp3+.

Les figures 2a et 2b représentent les courbes de survie sans récidive selon la densité
intratumorale en lymphocytes T mémoires CD45RO+. Plus ces derniers sont abondants au
sein de la métastase hépatique et plus le pronostic des patients en terme de survie sans
récidive est favorable. Dans la figure 2a, l'infiltrat en lymphocytes T mémoires a été réparti
en 4 groupes de densité croissante en lymphocytes T CD45R0O+, allant de 0 (absence de
cellules) a 3 (forte infiltration mimant un organe lymphoide).

Dans la figure 2b, l'infiltrat intratumoral en lymphocytes T mémoires a été réparti en 2
groupes : le premier regroupe les faibles densités en lymphocytes T CD45RO+ (groupes 0 et
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1 de la figure 2a) ; le deuxieme regroupe les fortes densités en T mémoires (groupes 2 et 3

de la figure 2a).

2a 100 4
80 p=0.0024 infiltrat CD45R0 intratumoral
1 —0
—1
60 - 9
LI 1 — 3
40 4
20 -
O T T T T T
0 20 40 60 80 100
Temps (mois)

2b 100 +
p=0.0001
80 -
60 - . :
Infiltrat CD45R0O intratumoral
—— fort (grade 2-3)
40 - —— faible (grade 0-1)
20 -
0 L) L) L) L)
0 20 40 60 80
Temps (mois)

Figure 2a et 2b: survie sans récidive selon la densité intratumorale en lymphocytes T

mémoires CD45R0O+.

b) Analyse multivariée

En analyse multivariée, les 2 facteurs restant indépendamment associés a une meilleure
survie sans progression sont une marge chirurgicale supérieure a 1 cm (p=0,013) et une forte

infiltration intratumorale en lymphocytes T mémoires CD45R0+ (p=0.00032). L'ensemble
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des résultats est illustré dans le Tableau 5. Un faible taux de LDH et une forte infiltration en
lymphocytes T régulateurs Foxp3+ ne sont plus significatifs, avec une valeur de p

respectivemend de 0,241 et 0,071.

3. Survie globale

En analyse univariée, les 3 facteurs associés a un meilleur pronostic en termes de survie
globale sont une marge chirurgicale supérieure a 1 cm, un faible taux de LDH et une forte
densité intratumorale en lymphocytes T mémoires CD45R0+.

En analyse multivariée, ces 3 parameétres restent indépendamment associés a la survie
globale (Tableau 6), avec p = 0,008 pour une marge chirurgicale supérieure a 1cm, p <
0,0001 pour un faible taux de LDH et p = 0,00037 pour une densité élevée en lymphocytes T
mémoires CD45R0O+.

Tableau 5 : Analyse multivariée (régression de Cox), facteurs associés a la survie sans

récidive
HR IC 95% p-value
Marge chirurgicale
Plus de 1 cm 1
Moins de 1 cm 2.22 [1.18-3.98] 0.013
Taux de LDH
1
1.0012 [0.9992-1.0032] 0.241
Infiltrat CD45R0 intratumoral
Fort (2-3) 1
Faible (0-1) 3.39 [1.74-6.58] 0.00032
Infiltrat Foxp3 intratumoral
Présent 1
Absent 1.83 [0.94-3.57] 0.071
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Tableau 6: Analyse multivariée (régression de Cox) : facteurs associés a la survie globale

HR IC 95% p-value
Marge chirurgicale
Plus de 1 cm 1
Moins de 1 cm 2.74 [1.31-5.78] 0.008
Taux de LDH
1
1.0034 [1.0017-1.0051] < 0.0001
Infiltrat CD45RO intratumoral
Fort (2-3) 1
Faible (0-1) 3.81 [1.83-7.96] 0.00037

Les figures 3a et 3b représentent les courbes de survie globale selon la densité
intratumorale en lymphocytes T mémoires CD45R0+. Comme précédemment, l'infiltrat en
lymphocytes T mémoires réparti en 4 groupes de densité croissante en lymphocytes T
CD45R0O+, allant de 0 (absence de cellules) a 3 (forte infiltration mimant un organe
lymphoide), est représenté dans la figure 3a. Dans la figure 3b, les lymphocytes T mémoires
intratumoraux ont été répartis en 2 groupes : le premier correspondant aux faibles densités
en lymphocytes T CD45RO+ (groupes 0 et 1 de la figure 2a) ; le deuxieme aux fortes densités

en T mémoires (groupes 2 et 3 de la figure 2a).
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p=0.011
80 - 1
' T T Infiltrat CD45RO intratumoral
60 - —0
—1
40 - —2
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0 L] L] L] L] L]
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Temps (mois)
3b 100 4
p=0.001
80 -
60 - ] .
Infiltrat CD45RO intratumoral
—— Fort (grade 2-3)
—— Faible (grade 1-2)
40 4
20 -
0 T T T T 1
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Temps (mois)

Figure 3 : survie globale selon la densité intratumorale en lymphocytes T mémoires.

4. Association lymphocytes T mémoires et T régulateurs

Le rOle pronostic en termes de survie sans récidive d’une infiltration intratumorale en
lymphocytes T régulateurs apparait en analyse univariée, mais n’est plus significatif en
analyse multivariée. Le test de corrélation entre l'infiltrat intratumoral en lymphocytes T
régulateurs et en lymphocytes T mémoires étant négatif (Foxp3/CD45R0 : R = 0,23 (p=0,07),
il est donc possible d’associer ces parametres. Ceci permet de définir 3 groupes de patients
en termes de survie sans récidive (Figure 4). Plus la densité de ces 2 populations

lymphocytaires est élevée au sein de la tumeur et plus le risque de récidive semble faible. Au
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contraire, une faible densité en lymphocytes T CD45R0+ et Foxp3+ est associée a un risque
élevé de récidive. Le groupe intermédiaire correspond aux patients ayant soit une forte
densité en CD45R0O+ mais une faible densité en Foxp3+, soit inversement une forte densité

en Foxp3+ et une faible densité en CD45R0O+.

100 +
p=0.002
80 4
60 4 Infiltrat CD45R0O + Foxp3
— CD45RO faible + Foxp3 absent
TTT CD45RO fort ou Foxp3 présent
40 4 —— CD45RO fort et Foxp3 présent
20 -
O L] L] L] L]
0 20 40 60 80
Temps (mois)

Figure 4: survie sans récidive selon l'association entre la densité intratumorale en

lymphocytes T mémoires CD45R0+ et en lymphocytes T régulateurs Foxp3+.
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C. DISCUSSION
1. Infiltrats lymphocytaires T CD8+, Foxp3+, CD45R0+ et cancers

a) CD8+ et CD45R0+

L’existence d’'une immunité anti-tumorale ainsi que son réle dans le développement tumoral
sont maintenant clairement établis. L'implication, notamment pronostique du systéme
immunitaire a été particulierement étudiée dans le cancer colorectal. Les premieres études
rapportant un réle pronostic favorable de I'infiltration tumorale par des lymphocytes T (TILs :
Tumor Infiltrating Lymphocytes) dans les cancers colorectaux ont été publiées il y a prés de
20430 ans>% 37,

En 1998, I'équipe de Naito a démontré le rble essentiel des cellules T CD8+ infiltrant la
tumeur pour prédire la survie sans récidive et la survie globale des patients atteints d’un
cancer colorectal. lls ont ainsi analysé, chez 131 patients porteurs d’un cancer colorectal,
I'infiltration tumorale en lymphocytes T CD8+, en différenciant 3 localisations : au sein méme
de la tumeur, sur le front d’invasion tumorale et en périphérie de la tumeur. En analyse
univariée, une densité importante en CD8+ au sein de la tumeur était significativement
associée a un meilleur pronostic de la maladie. Ces résultats ont été confirmés en analyse
multivariée. De plus, il existait une corrélation inverse entre I'infiltrat en CD8+ au sein de la
tumeur et la classification de Duke : une forte densité en CD8+ intratumorale était plus
fréquente dans les stades A et B. L'ensemble de ces données était donc en faveur de la prise
en compte de l'infiltrat au sein de la tumeur en CD8+ en tant que nouveau facteur pronostic
dans le cancer colorectal”®. Ces données ont par la suite été confirmées par d’autres
équipes, notamment celles de Galon et Pagées. Dans une étude publiée en 2005, ces derniers
ont étudié la valeur pronostique de la réponse immunitaire au sein de cancers du cOlon
localisés en étudiant l'infiltration des lymphocytes T CD8+ et des lymphocytes T mémoires
CD45RO+ au sein de la tumeur primitive. lls ont par la suite corrélé ces résultats a I'existence
de signes précoces de dissémination métastatique : présence d’embole vasculaire (VE),
d’invasion lymphatique (LI) et d’infiltration périneurale (Pl) ; ces trois derniéres entités étant
regroupées sous le terme général VELIPI. lls ont ainsi montré a partir d’une cohorte de 959

patients présentant des tumeurs colorectales a différents stade de la classification TNM,
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avec présence ou absence de VELIPI et un suivi clinique de plus de 15 ans, la valeur
pronostique péjorative de la présence de VELIPI. Les patients ne présentant aucun signes
précoces d’invasion métastatique (VELIPI -) dans la tumeur primitive avaient une survie sans
récidive et une survie globale plus longue que les patients présentant des signes précoces
d’invasion métastatique (VELIPI +) (p< 0,001). Les auteurs ont ensuite analysé, sur 75
tumeurs sélectionnées au hasard, la nature des cellules immunes infiltrant la tumeur
primitive en cytométrie en flux et en immunohistochimie sur des coupes de tumeur inclues
en paraffine, et ont corrélé ces données avec le statut VELIPI de la tumeur. llIs ont ainsi établi
qu’un niveau élevé d’expression des geénes associés a une polarisation Thl (T-bet, IFN
gamma) de la réponse immune et a une fonction effectrice cytotoxique (CD8a, granzyme B
et granulysine) étaient associés a I'absence de signes précoces d’invasion métastatique
(VELIPI -). Il n’existait par contre aucune corrélation entre le statut VELIPI de la tumeur et
I'orientation Th2 (GATA 3) ou les marqueurs de I'inflammation (IL8, VEGF, metalloprotéinase
7, cyclooxygénase 2). Cette étude a été complétée par I'analyse détaillée de l'infiltrat
immunologique tumoral de 39 tumeurs. Ils ont ainsi pu confirmer qu’une forte infiltration
tumorale en CD8+ était corrélée a I'absence de signes précoces d’invasion tumorale
(VELIPI+) et a un meilleur pronostic. De fagon inverse, les patients présentant une invasion
tumorale a distance présentaient une densité significativement plus basse en cellules T
CD8+. L'ensemble de ces données montre donc une corrélation significative entre une
orientation de la réponse immunitaire favorable a une réponse antitumorale, c'est-a-dire
une différenciation Th1l avec des composants mémoires et cytotoxiques, et I'absence de
signes microscopiques précoces de dissémination tumorale a distance >,

Dans une étude complémentaire publiée en 2009, la méme équipe a démontré la valeur
pronostique en termes de survie sans récidive et de survie globale de I'infiltrat en CD8+ et en
lymphocytes T mémoires CD45R0+. Ils ont ainsi étudié une cohorte de 411 patients
présentant des cancers colorectaux de stades | et Il, et ont déterminé la densité en CD45R0+
et CD8+ au sein de la tumeur et au niveau du front d’invasion tumoral. lls ont par la suite
corrélé ces densités au devenir des patients. Les patients ayant une forte infiltration intra et
péritumorale en CD8+ et CD45R0+ présentaient moins de récidive et avaient une meilleure

survie globale. Ainsi, I'évaluation des lymphocytes T cytotoxiques CD8+ et des cellules T
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mémoires CD45R0O+ au sein de la tumeur et au niveau du front d’invasion semble donc en
plus constituer un facteur pronostique en terme de survie et de récidive 20,

Dans ces 2 études, I'analyse de l'infiltrat immunologique au sein des tumeurs primitives
semble étre un facteur pronostique plus pertinent que les criteres utilisés en pratique
courante, tels que la classification TNM ou I'envahissement ganglionnaire pour la prédiction
de la récidive métastatique et permettrait potentiellement ainsi une meilleure
détermination de la population éligible a une chimiothérapie adjuvante®” 2.

Plus récemment, I'’équipe de Nosho a étudié la valeur pronostique, dans le cancer colorectal,
des sous populations lymphocytaires (CD3+, CD8+, Foxp3+ et CD45RO+) infiltrant les
tumeurs coliques d’une large population de patients (N=768). Leur analyse démontre qu’une
densité élevée de lymphocytes T mémoires CD45R0O+ est significativement associée a un
meilleur pronostic, et ce de facon indépendante des parameétres pronostiques usuels
cliniques, anatomopathologiques et moléculaires. lls confirment donc que la densité de
CD45RO+ sur le front d’invasion tumoral semble étre un biomarqueur pronostic déterminant
dans le cancer colorectal®.

Les mémes données avaient été rapportées préalablement par I'équipe de Salama en 2009.
Ces derniers ont étudié l'infiltrat tumoral immun de 967 cancers colorectaux dont 593
présentaient un stade Il et 374 un stade lll. Leurs résultats confirment que la densité en
cellules T mémoires CD45R0O+ était plus faible chez les patients présentant des signes
précoces d’invasion tumorale, c'est-a-dire une invasion vasculaire ou périneurale. En analyse

univariée, de fortes densités intra tumorales en T CD45RO+ et T CD8+ étaient corrélées a un

bon pronostic297.

Si de nombreuses études se sont donc intéressées a la corrélation entre l'infiltration
tumorale immunologique et le pronostic des cancers colorectaux localisés, peu de données
sont disponibles concernant cette méme relation au sein des métastases, notamment
hépatiques, des cancers colorectaux. Toutefois, une étude récente publiée en 2011 par

’ a mis en évidence une association significative entre linfiltrat

I'équipe d’Halama®
immunologique au sein des métastases hépatiques des cancers colorectaux et la réponse a
la chimiothérapie chez ces patients. Les tumeurs secondaires hépatiques de 101 patients
présentant un cancer colorectal stade IV avec métastases hépatiques, et traités par

chimiothérapie, ont été analysées. L'analyse de l'infiltrat immunologique a été réalisée au
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niveau du front d’invasion tumorale des métastases hépatiques, apres exérese chirurgicale
ou biopsie, avec quantification des T CD3+, CD8+, Foxp3+, ainsi qu’une quantification des
lymphocytes exprimant le granzyme B. Les patients qui présentaient une densité élevée en
CD3+, CD8+ et granzyme B avaient un meilleur pronostic que ceux dont la densité en CD3+,
CD8+ et granzyme B était faible, avec une survie sans progression significativement plus

Iongue308.

Les résultats de notre étude ne mettent pas en évidence de role pronostic de l'infiltrat
intratumoral en lymphocytes T CD8+, qui reste en analyse univariée a la limite de la
significativité, ceci pouvant peut étre s’expliquer par le faible effectif de notre étude.
Toutefois, nos résultats soulignent l'importance pronostique d’une forte infiltration
intratumorale en lymphocytes T mémoires CD45R0O+, associée de facon indépendante en
analyse multivariée a une meilleure survie globale et sans progression. Ces résultats
confirment le rbéle pronostic majeur de l'infiltrat en lymphocytes T mémoires au sein des
métastases hépatiques des cancers colorectaux, ce qui avait été jusqu’alors décrit
uniquement pour la tumeur primitive. L’absence de significativité au sein des métastases de

I'infiltrat en lymphocytes T CD8+ mérite d’étre confirmée sur une plus large population.

b) Lymphocytes T régulateurs Foxp3+

Dans leur étude publiée en 2009, I'équipe de Salama a également démontré qu’une forte
densité intra tumorale en lymphocytes T régulateurs Foxp3+ était associée a un pronostic
favorable, cette donnée se confirmant en analyse multivariée chez les patients avec un
cancer au stade 1I*’.

La notion d’une relation positive entre une infiltration tumorale importante en Tregs et un
pronostic favorable chez des patients porteurs d’'un cancer colorectal est assez inattendue.
En effet, en oncologie fondamentale et clinique, les cellules T Foxp3+ sont généralement
considérées comme l'une des populations clé du microenvironnement tumoral
immunosuppresseur, capable de supprimer la réponse immune anti-tumorale et ainsi de
favoriser la croissance et la dissémination tumorale. Initialement, leur présence a

systématiqguement été associée chez ’lhomme a un mauvais pronostic tumoral. L'équipe de

Curiel a été la premiere a décrire un nombre élevé de lymphocytes T Foxp3+ dans I'ascite de
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femmes porteuses de cancer de l'ovaire et a le corréler au stade de la maladie et a un
mauvais pronostic®*®. Ceci a par la suite été confirmé dans d’autres tumeurs solides, comme
dans les cancers de I'cesophage et de I'estomac, par I'équipe d’Ichihara en 2003 : la densité
en lymphocytes T régulateurs Foxp3+ dans le sang de 20 patients porteurs d’un cancer de
I'estomac, de 10 patients présentant un cancer de I'cesophage et de 16 patients indemnes
de pathologie tumorale a été étudiée. Une augmentation significative des lymphocytes Treg
dans le sang des patients présentant une tumeur, que ce soit de lI'estomac ou de
I'cesophage, comparé au groupe témoin a été mise en évidence’. Dans le carcinome
hépatocellulaire, I'équipe d’Ormandy a étudié la proportion de Treg Foxp3+ chez 84
patients. lls ont ainsi montré gu’une augmentation du nombre de ces cellules aussi bien au
sein de la tumeur que dans le sang des patients était corrélée a une évolution
défavorable®®. L’augmentation des Treg dans le sang circulant et au sein du
microenvironnement tumoral a également été rapportée dans de nombreuses autres
tumeurs comme le poumon>®, le pancréas et le sein®*’.

Partant de la notion qu’un infiltrat tumoral riche en CD8+ était un facteur de bon pronostic
alors que celui en Foxp3+ était un facteur de mauvais pronostic, il a par la suite été
démontré I'importance du rapport CD8/Foxp3 dans différents types de tumeurs solides.
Dans une étude publiée en 2005, Sato et al ont étudié, chez 117 femmes présentant des
tumeurs ovariennes, le rapport entre les lymphocytes T CD8+ et les lymphocytes Treg
Foxp3+ infiltrant les tumeurs. lls ont ainsi confirmé le meilleur pronostic des patientes
présentant une forte infiltration tumorale en lymphocytes T CD8+. De plus, ils ont mis en
évidence que les patientes ayant un faible rapport CD8+/CD4+ avaient un pronostic plus
péjoratif comparé a celles ayant un ratio élevé. Les auteurs ont par la suite démontré que
cet effet néfaste des CD4+ sur les CD8+ était di aux Treg CD4+ CD25+ Foxp3+. Ainsi, le ratio
CD8+/Treg infiltrant la tumeur influence le pronostic des cancers de I'ovaire®'°. En 2007,
Gao et al ont démontré la valeur pronostique du rapport CD8+/Foxp3+ infiltrant les
carcinomes hépatocellulaires chez 302 patients. Ainsi ce rapport constitue un facteur
prédictif indépendant de récidive et de survie. L’association concomitante d’'une absence de
Treg et d’une forte infiltration en CD8+ représente un facteur de bon pronostic311. Dans une
étude publiée en 2008, Ladoire et al ont évalué l'infiltration tumorale en lymphocytes T

CD3+, CD8+ et Foxp3+ chez 56 patientes présentant un cancer du sein. La quantification de
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la densité de l'infiltrat immunologique a été effectuée a l'initiation et a la fin d’un traitement
par chimiothérapie néoadjuvante. lls ont ainsi mis en évidence que la réponse pathologique
compléte était associée a un profil immunologique associant I'absence de cellules
immunosuppressives Foxp3+ a la présence de fagon élevée de lymphocytes T CD8+ et de
cellules cytotoxiques®'2.

L’étude publiée en 2009 dans le cancer colorectal par I'équipe de Salama, a été ainsi la
premiere a démontrer qu’une forte infiltration intra tumorale en Foxp3+ pouvait avoir une
signification pronostique favorable dans cette variété de tumeur. L'ensemble des données
publiées dans la littérature suggere donc qu’une forte infiltration en cellules T CD8+,
CD45RO+ et Foxp3+ a un role pronostic favorable dans le cancer colorectal”> %7 %8
Toutefois, il n’existe actuellement que trés peu de données concernant le réle pronostic de
I'infiltrat en lymphocytes T régulateurs au sein des métastases hépatiques des cancers
colorectaux. Le travail de I'équipe d’Halama s’était également intéressé a l'infiltration
tumorale en Treg chez les patients recevant une chimiothérapie : la densité des lymphocytes
T régulateurs Foxp3+ n’était pas significativement associée a un pronostic favorable, leur
distribution n’étant pas différente chez les répondeurs et chez les non répondeurs a la
chimiothérapie®®.

Dans notre étude, le rbéle pronostic favorable en termes de survie sans récidive d’une
infiltration intratumorale en lymphocytes T régulateurs apparait en analyse univariée. Ainsi,
pour la premiére fois, nos résultats soulignent que le réle favorable d’une forte infiltration
en lymphocytes T régulateurs n’existerait pas seulement au sein de la tumeur primitive, mais
également au sein des métastases hépatiques des cancers colorectaux. De plus, ce
paramétre associé a I'importance de l'infiltration intratumorale en lymphocytes T mémoires,
permet de définir 3 groupes de patients en termes de survie sans récidive : plus la densité
des 2 populations lymphocytaires est élevée au sein de la tumeur et plus le risque de
récidive semble faible, et a I'inverse, plus la densité en lymphocytes T CD45R0+ et Foxp3+
est faible et plus le risque de récidive est élevé.

L'étude de ces 2 populations lymphocytaires au sein des métastases hépatiques pourrait
donc constituer un facteur pronostic en termes de survie globale et de survie sans récidive.
Toutefois, la mise en évidence d’un role favorable d’une forte infiltration intratumorale en

lymphocytes T régulateurs Foxp3+, au sein des métastases hépatiques, souleve, comme pour
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la tumeur primitive, la question du mécanisme immunologique pouvant expliquer ce

phénomeéne.

2. Hypotheses expliquant le réle pronostic favorable des Treg dans le
cancer colorectal
a) Les cellules Foxp3+ infiltrant les tumeurs colorectales correspondent-

elles bien a des lymphocytes T régulateurs aux fonctions immunosuppressives ?

Dans la littérature, les cellules Foxp3+ infiltrant les cancers colorectaux sont considérées
comme des lymphocytes T régulateurs. Cependant, le caractére spécifique de Foxp3 vis-a-vis
de la population T régulatrice a récemment été remis en question chez ’homme>*2.

Initialement, les Treg ont été décrits comme une sous population fonctionnellement
distincte des cellules T CD4+, exprimant fortement CD25 et pouvant prévenir |'auto-
immunité ainsi que contréler I'immunité tumorale. Les anticorps anti Foxp3 marquent non
seulement les cellules CD4+ CD25+ mais également les lymphocytes T CD8+ CD25+, qui sont

présents dans les cancers colorectaux®™*

. Toutefois, il a été démontré que les cellules T CD8+
CD25+ Foxp3+ représentent seulement une fraction minime des cellules Foxp3+ infiltrant ces
cancers. Ainsi, lorsque des coupes de tissus issus de cancers colorectaux sont doublement
marquées avec des anticorps dirigés contre Foxp3 et CD8 ou CD4, la majorité des cellules

315, 316

Foxp3+ expriment CD4 et trés peu CD8 . De plus, ces cellules T CD8+ CD25+ Foxp3+

exercent également des fonctions suppressives sur la réponse immune anti tumorale, de la
méme fagon que les lymphocytes T CD4+ CD25+ Foxp3+>'4.

L'expression de Foxp3 chez I'homme n’est pas uniquement confinée aux cellules Treg
fonctionnelles. Foxp3 peut également étre transitoirement exprimé par des cellules T

effectrices conventionnelles activées, CD4+ CD25+>%

. Trés peu d’études dans la littérature
ce sont intéressées aux propriétés fonctionnelles de ces cellules T Foxp3+. Cependant, une
étude a démontré que les cellules T CD4+ Foxp3+ isolées des cancers colorectaux ont la
capacité de supprimer la prolifération des cellules T et la production d’IFN gamma>*8. De
facon intéressante, dans une étude réalisée dans un model murin de polypose intestinale,

les lymphocytes T CD4+ CD25+ étaient capables d’induire la régression des tumeurs
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intestinales>*®, soulevant donc la possibilité d’un réle plus large des Tregs dans les cancers
colorectaux.

Pris ensemble, en apparente contradiction avec leur role pronostic favorable dans le cancer
colorectal et ses métastases hépatiques, ces résultats mettent en évidence qu’une large
majorité de cellules T Foxp3+ infiltrant ces cancers sont bien des Tregs fonctionnels,

suppresseurs, pouvant plutét diminuer que favoriser la réponse immunitaire.

b) cause septique

Une des grandes particularités du cancer colorectal par rapport a presque toutes les autres
localisations tumorales, est qu’il se développe au sein d’un environnement riche en
bactéries. En effet, chez 'homme, en dehors de tout contexte pathologique, I'intestin
contient plus de 500 différents types de micro-organismes, et le cOlon plus de 10"
bactéries®®®. La muqueuse intestinale constitue une barriere de défense naturelle entre
I’organisme et le monde extérieur.

A sa surface se trouve une monocouche de cellules épithéliales liées entre elles par des
jonctions serrées. Cette barriere limite I'acces de la flore intestinale a la muqueuse avec
I'aide du systeme lymphoide et des cellules myéloides, accumulées dans la lamina propria ou
infiltrées entre les cellules épithéliales. Dans le cas des tumeurs colorectales, de multiples
espéces bactériennes sont présentes en quantité beaucoup plus importante dans les
tumeurs®?’. La translocation bactérienne a travers la surface de la muqueuse est fréquente
dans les cancers colorectaux. Ce phénomene pourrait s’expliquer par la perte d’adhésion
intercellulaire des cellules tumorales et par la nécrose ou les ulcérations présentes a la
surface de la tumeur®?,

De nombreuses bactéries présentes dans l'intestin sont connues pour entrainer la

2 2 . ;. 2
323,324 Elles ont des effets proangiogéniques>”

production de cytokines pro-inflammatoires
et favorisent la croissance tumorale par 'activation de facteur de transcription comme NFkB
ou STAT33% 327 328 A |3 différence d’autres carcinomes dans lesquels les cellules T infiltrant
la tumeur sont spécifiques d’antigenes tumoraux, les lymphocytes T infiltrant les cancers

colorectaux pourraient étre plus spécifiques de la microflore commensale de I'intestin.
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Les travaux réalisés par I'équipe d’Erdman dans des modeéles murins de cancers colorectaux
ont permis d’établir des données importantes concernant les interactions entre flore
bactérienne gastrointestinale, cancer colorectal et Treg. lls ont ainsi démontré que des
souris déficientes en cellules T étaient beaucoup plus susceptibles de développer une
maladie inflammatoire chronique de 'intestin, et par la suite un cancer colorectal, aprés une
contamination microbienne. Le transfert adoptif de cellules Treg chez ces souris est capable

de prévenir I'inflammation due aux bactéries ainsi que la carcinogéneése®? 330 331,332

. Ainsi,
en supprimant l'inflammation et la réponse immune résultant de I'invasion bactérienne, les
Treg Foxp3+ pourraient, en fait, avoir un role antitumoral dans le cancer colorectal, ce qui
pourrait également expliquer la relation entre leur abondance dans la tumeur et leur
pronostic favorable3?! 33,

De facon intéressante, le cancer colorectal n’est pas la seule localisation tumorale ou les
lymphocytes T régulateurs sont associés a un pronostic favorable, puisque une relation
identique a également été mise en évidence dans les cancers de la téte et du cou. Chez 84
patients présentant un carcinome épidermoide non traités de la téte ou du cou, une forte
infiltration en cellules T CD4+ Foxp3+ a été associée a un meilleur controle tumoral local,

. . . Y\
mais sans pour autant influencer la survie globale*?

. Un marquage immunohistochimique a
également été réalisé sur 106 biopsies prélevées chez des patients présentant un carcinome
nasopharyngé venant d’étre diagnostiqué, et dont 47% avaient des antigenes EBV +. Dans
cette étude, une forte densité en cellules T était corrélée a une meilleure survie®®. La
densité en cellules T Foxp3+ infiltrant la tumeur était associée a une meilleure survie globale
et sans progression, et inversement associée au stade tumoral.

Les carcinomes épidermoides et les carcinomes indifférenciés nasopharyngés représentent 2
types différents de cancer de la téte et du cou, dont les facteurs favorisants sont
respectivement, I'alcool - le tabac et I'infection virale EBV. Cependant, les 2 types de cancer
surviennent dans la cavité buccale, exposée de fagon permanente a des agents microbiens,
méme en condition physiologique, ce qui est également le cas des cancers colorectaux. De
plus, la contamination par des pathogenes semble jouer un role dans la carcinogénése et la
progression tumorale dans ces cancers de la téte et du cou®*.

L’'ensemble de ces données pourrait donc étre en faveur d’'une explication septique au

pronostic favorable des Treg dans les cancers colorectaux. Toutefois, si cette explication
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semble rationnelle dans le cas de la tumeur primitive, cela I’est beaucoup moins concernant
ses métastases hépatiques. En effet, nous avons mis en évidence dans notre étude, la
persistance d’une association significative entre l'infiltration en Tregs Foxp3+ et un pronostic
favorable, au sein des métastases hépatiques des cancers colorectaux. Or, a la différence du
tube digestif, le parenchyme hépatique est un environnement aseptique, ou il n’existe aucun
germe, aucune bactérie pouvant étayer cette hypothese. Ainsi |’explication septique semble,
a elle seule, ne pas pouvoir donner une explication a cet effet paradoxal de l'infiltrat en Treg
dans le cancer colorectal.

A la lumiére de nos résultats, nous pouvons soumettre une autre hypothése, celle de la
mémoire immunologique. En effet, nous avons mis en évidence I'existence d’une forte
infiltration intratumorale en lymphocytes T mémoires CD45RO+ au sein de la métastase
hépatique ainsi que son réle pronostic favorable. Il est donc possible que la réponse immune
développée initialement au niveau de la tumeur primitive colique persiste sous forme d’une
réponse immunitaire antitumorale mémoire.

Ceci pourrait donc expliquer le fait que I'on retrouve au sein des métastases hépatiques les
mémes résultats en termes de facteur pronostic d’'une forte infiltration en Foxp3+ et
CD45RO+. Afin de confirmer cette hypothése, il serait intéressant de réaliser une
comparaison quantitative et qualitative des différents infiltrats lymphocytaires entre la

tumeur primitive et sa métastase hépatique.

c) Implication thérapeutique du role favorable d’une forte

infiltration en Treg Foxp3+

Les lymphocytes T régulateurs étant associés a un pronostic défavorable dans de nombreux
types de tumeurs solides, des thérapies anticancéreuses basées sur leur diminution ont été
étudiées, partant du principe que leur élimination pourrait permettre de rétablir I'efficacité
des biothérapies. Ainsi, I'’équipe de Francois Ghiringhelli a restauré ['efficacité de
I'immunothérapie dans des modeéles tumoraux murins aprés élimination des Tregs par de
petites doses de cyclophosphamide®. Ce méme phénomeéne a été observé chez I’lhomme,

dans de petites études cliniques, en association avec des vaccins®” 338,
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Dans d’autres essais cliniques, la déplétion en Treg dans des cancers humains a été obtenue
en utilisant soit des anticorps monoclonaux humanisés anti CD25 (Dalizumab)339, soit une

340, 341
>, Ces

protéine de fusion entre I'lL-2 humain et la toxine diphtérique (denileukin diftitox)
essais ont permis de mettre en évidence une déplétion sélective des lymphocytes Tregs
circulants. Il est également intéressant de noter que ces traitements éliminant les Treg
étaient relativement bien tolérés chez des patients considérés en échec de toutes les autres
thérapies anticancéreuses. Méme si aucun bénéfice majeur clinique n’a été clairement

observé, il faut garder en considération le faible nombre de patients enr6lés dans chaque

essai, ainsi que le fait que chacun présentait un stade trés avancé de sa maladie.

L’observation inattendue qu’une infiltration tumorale importante en Treg Foxp3+, que ce
soit au sein de la tumeur principale ou au sein des métastases hépatiques des cancers
colorectaux, pouvait étre associée a un pronostic favorable pose la question de la stratégie
de I'immunothérapie dans ces tumeurs. En effet, I'objectif ne serait peut-étre plus de
diminuer, voire d’éliminer cette population cellulaire, mais au contraire de la favoriser.
Toutefois, une telle attitude ne peut s’envisager qu’une fois que les mécanismes
immunologiques expliquant le réle positif des lymphocytes T régulateurs dans le cancer
colorectal et au sein de ses métastases hépatiques seront élucidés. Ainsi, a I’'heure actuelle,
il 'y a pas d’information suffisante pour définir I'effet clinique d’une thérapie ciblant les

Treg chez des patients présentant un cancer colorectal, localisé ou métastatique hépatique.

d) Infiltration immunologique et phénotype MSI

La connaissance du statut MSI est un facteur moléculaire pronostique intéressant dans le
cadre des cancers colorectaux de stade Il et Ill. En effet, il permet de différencier des
patients pouvant étre traité de facon uniquement chirurgicale, ne retirant pas de bénéfice
d’un traitement adjuvant. Environ 15% des cancers colorectaux présentent une instabilité
microsatellitaire. Différentes études ont mis en évidence qu’une forte infiltration en
lymphocytes au sein de la tumeur était associée au statut MSI dans les cancers

342, 343

colorectaux . Les mutations secondaires au statut MSI + entraineraient la production

d’un grand nombre de peptides antigéniques, expliquant ainsi la densité en lymphocytes T

spécifiques d’antigenes tumoraux beaucoup plus élevée que dans les tumeurs MSI 344,345
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Une étude publiée en 2010 a mis en évidence qu’une forte infiltration en CD45RO+ et
Foxp3+ au sein de la tumeur était significativement associée au statut MSI de la tumeur (MSI
+). Cette association n’était pas mise en évidence pour les CD3+ et les CD8+>%°.

Notre étude concerne l'infiltration immunologique au sein de métastases hépatiques de
cancers colorectaux. Il s’agit donc de patients présentant déja une localisation a distance, et
n’ayant donc pas un pronostic initial favorable. Toutefois, il serait intéressant d’étudier au

sein de notre population de malades, le statut MSI de la tumeur primitive et de le corréler a

la nature de l'infiltrat lymphocytaire retrouvé au sein de la métastase hépatique.

e) Valeur de la localisation des cellules de la réponse immune

anti tumorale

Une des différences importante mise en évidence dans notre étude par rapport a ce qui a
déja été décrit dans la tumeur principale concerne la localisation dans la métastase de
I'infiltrat immunologique ayant une valeur pronostic.

En effet, lorsque I'on étudie l'infiltrat immunologique dans des tumeurs primitives ou
métastatiques, on doit distinguer la densité en cellules immunitaires selon que I'on se trouve
au centre de la tumeur ou a sa périphérie. En effet, le centre de la tumeur est le plus souvent
nécrotique, plus pauvre en cellules tumorale et immunitaires. Au contraire, la périphérie de
la tumeur, encore appelée front d’invasion tumorale, correspond a la zone ou les cellules
tumorales sont au contact du tissu sain et des cellules de I'immunité anti-tumorale.

Dans son étude publiée en 2006, I'équipe de Galon a étudié le role pronostic de l'infiltrat
immunologique en cellules T CD3+, CD8+ et CD45R0O+ au centre et en périphérie de 415
tumeurs colorectales. lls ont ainsi mis en évidence que les patients qui ne présentaient pas
de récidive avaient des densités plus importantes en cellules immunes (CD3+, CD8+ et
CD45R0+) que ce soit au centre ou en périphérie de la tumeur, par rapport aux patients qui
présentaient des récidives. Ainsi, pour chaque marqueur immunologique étudié et pour
chaque localisation au sein de la tumeur (centre et périphérie), il existait une corrélation
significative entre la densité en cellules immunes et le devenir des patients. Les patients avec
une faible densité en CD3+ et CD45R0+ que ce soit au centre ou en périphérie de la tumeur
avaient un plus mauvais pronostic>®. Ces résultats ont été confirmés dans une étude publiée

en 2009 par I'équipe de Pages, ou il existait une corrélation positive entre la densité en
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cellules T CD45R0O+ et T CD8+, que ce soit au centre ou en périphérie de la tumeur, et le
devenir des patientsso.

Ces études sont donc en faveur du réle pronostic en terme de récidive et de survie globale
de la détermination, au centre de la tumeur primitive et au front d’invasion tumoral, de la
densité en lymphocytes T CD8+ et T CD45RO+.

Dans son étude publiée en 2011, I'’équipe d’Halama a mis en évidence une association forte
entre la nature de l'infiltrat immunologique en périphérie de métastases hépatiques de de
cancers colorectaux et le pronostic de réponse a la chimiothérapie. Dans cette étude, les
auteurs n’ont étudié que l'infiltrat immunologique situé en périphérie de la métastase,
considérant que la nécrose souvent présente au centre des tumeurs constituait une géne a
une évaluation objective3°8.

Notre étude est donc la premiére a s’étre intéressé a la nature de l'infiltrat immunologique
au sein de métastases hépatiques de cancers colorectaux, situé au centre et en périphérie de
la métastase. Contrairement aux données de la littérature et a ce que I'on pourrait attendre,
nos résultats n’ont pas mis en évidence de role pronostic de I'infiltrat immunologique situé
en périphérie des métastases. Par contre, ils soulignent le réle de l'infiltrat immun situé au
sein des métastases, que ce soit pour les lymphocytes T mémoires ou les T régulateurs. La

encore, ces résultats méritent d’étre confirmés sur une plus vaste population.

f) Infiltrats immunologiques et chimiothérapie

A I'heure actuelle, quelques travaux seulement ont mis en évidence une relation entre le
type de chimiothérapie administrée et l'influence potentielle de celle-ci sur la réponse
immunitaire antitumorale. Ainsi, dans le cancer du sein, |'administration d’une
chimiothérapie néoadjuvante peut s’accompagner d’une diminution de la densité
intratumorale en Treg : dans cette étude, les patientes présentant une réponse
anatomopathologique compléte apres chimiothérapie étaient celles dont le taux de T
Foxp3+ au sein de la tumeur était fortement diminué, alors que le taux de CD8+ restait
élevé>?.

Dans le cancer colorectal, le travail d’Halama évoqué plus haut a permis de mettre en

évidence que les patients répondeurs a la chimiothérapie présentaient un infiltrat riche en
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CD3+ et CD8+. lls en ont déduit un score prédictif de réponse a la chimiothérapie, qu’ils ont
confirmé chez 101 patients porteurs de métastases hépatiques de cancers colorectaux. Leurs
résultats permettaient de prédire la réponse a la chimiothérapie avec une sensibilité de 79%
et une spécificité de 100%°%.

Nous avons voulu étudier lI'impact de la chimiothérapie sur la nature de [linfiltrat
immunologique en lymphocytes T CD8+, CD45RO+ et Foxp3+ au sein des métastases
hépatiques de cancers colorectaux. A cet égard, il est ainsi intéressant de noter que le 5 FU,
chimiothérapie largement utilisée dans le cancer colorectal, semble avoir des effets anti-
tumoraux médiés, au moins en partie, par une cytotoxicité portant sur les cellules myéloides
suppressives (MDSC), plut6t que sur les cellules T ou les cellules tumorales. En effet, chez la
souris porteuse de tumeur, le traitement par 5FU entraine une diminution majeure du
nombre de MDSC dans la rate de I'animal et au sein de la tumeur, alors qu’aucun effet
significatif n’est noté sur les cellules T, B ou NK3*°.

Les résultats observés dans notre étude ne mettent pas en évidence de différence
qualitative ou quantitative des infiltrats immunologiques, que ce soit en péri ou en
intratumoral, entre les patients ayant recu une chimiothérapie pré-opératoire et ceux ayant
été traités par résection chirurgicale seule. Il faut néanmoins garder en mémoire le faible
effectif de nos populations, qui comptaient 26 patients dans le groupe chirurgie seule, et 40
dans le groupe chimiothérapie pré-opératoire. Dans ces conditions, il peut donc s’agir

simplement d’'un manque de puissance de I'essai. Il semble donc la encore nécessaire de

confirmer ces résultats sur une population plus large de patients.
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3. Perspective

a) Interaction entre Tregs et Th17 infiltrant les cancers colorectaux

Il a été récemment décrit une nouvelle ligne de différenciation des cellules T CD4+ helper,

37 Les Th17 sont caractérisés par 'expression du facteur de transcription

nommée Th1l7
RORC, dépendant de STAT3. Comme pour les Treg, la différenciation des Th17 requiert la
présence de TGF-B1, mais, a la différence des Treg, les Th17 ont également besoin de la
présence de l'interleukine 6 (II-6). Les cellules Th17 constituent une lignée distincte de
cellules CD4+ helper, et produisent la cytokine pro-inflammatoire II-17, ce qui leur a valu leur
appellation.

Dans des conditions physiologiques, la plupart des Th17 du tube digestif sont induits dans le
tissu lymphoide associé au tube digestif (GALT), en réponse a la flore microbiologique

38 Ces cellules sont considérablement plus abondantes dans les cancers

intestinale
colorectaux que dans les autres types de cancer, tel que le cancer du sein ou le mélanome.
Ceci pourrait éventuellement s’expliquer par la colonisation bactériologique. Cette derniere
entraine |'activation des cellules dendritiques par |’association des ligands des Toll-like

349350 et ainsi la production d’IL-6.

récepteurs (TLR) ou par d’autres signaux bactériologiques
Le réle précis des cellules Th17 infiltrant les tumeurs reste toujours controversé. Les Th17
assurent une protection contre les pathogenes extra cellulaires. lls permettent en effet le
recrutement de macrophages et de neutrophiles, ainsi que la production de cytokines et de
protéines antibactériennes, prévenant donc la dissémination des pathogéne5351.

Cependant, les Th17 ont également un réle pro-inflammatoire par la sécrétion de certaines
cytokines, dont I'IL-17%2. L’Il-17 semble susceptible d’exercer un effet proangiogénique sur
les cellules endothéliales et les fibroblastes en entrainant la sécrétion de VEGF et d’autres
facteurs angiogéniques®?. Du fait de leur activité pro inflammatoire et pro angiogénique, les

32 En effet, la

Th17 ont principalement été décrits comme favorisant la croissance tumorale
formation de néo vaisseaux permet la survie des cellules tumorales et est une condition sine
qua none a la progression tumorale.

Une étude récente de I'équipe de Gallon a mis en évidence un role pronostic péjoratif d'une

forte infiltration tumorale en Th17 chez les patients présentant un cancer colorectal,
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contrastant avec le pronostic favorable des tumeurs présentant une forte infiltration en

cellules cytotoxiques CD8+ et Th1*>

, et en Treg Foxp3+.

En effet, de facon intéressante, ce méme travail a confirmé le pronostic favorable associé a
une forte infiltration tumorale en cellules T exprimant Foxp3. Ainsi, la relation entre les Tregs
et les cellules immunes pro inflammatoires Th17 pourrait étre prise en considération afin
d’expliquer le réle pronostic favorable de I'infiltration tumorale en Tregs Foxp3+.

Les Tregs humains sont connus pour inhiber I'activation et la fonction non seulement des
cellules T CD4+ effectrices Thl et Th2, mais également des cellules Th17. En supprimant la
capacité des Th17 a proliférer et a produire de I'll17, et par la méme en supprimant leur
capacité pro inflammatoire et proangiogénique, les Tregs pourraient alors inhiber les effets

34 1l nous semble donc tout a fait pertinent d’étudier I'infiltration

protumorigenes des Th17
en Th17 au sein de la tumeur ainsi que dans le micro environnement tumoral des métastases

hépatiques des cancers colorectaux.

b) Réle pronostic de I'IL-21.

Une autre cytokine pourrait avoir un role majeur dans le contréle de la réponse
immunitaire antitumorale, il s’agit de I'interleukine-21. IL-21 est une cytokine de la famille
des cytokines reconnues par le « gamma chain receptor » comme l'IL-2 et I'IL-15. Le
récepteur de I'lL-21 est exprimé par les lymphocytes T, B et NK. L’IL-21 a été décrite par Li et
al comme ayant une influence sur la réponse immunitaire T en modulant la polarisation
lymphocytaire T notamment en activant les lymphocytes T CD8 a devenir cytotoxiques et a
produire de linterferon gamma. Par ailleurs I'IL-21 a un réle dans la polarization
lymphocytaire T CD4 en orientant cette polarization vers une différenciation de Th17 ou de

lymphocytes T folliculaire®>®.

L’'IL-21 est actuellement utilisée dans des essais cliniques pour le traitement du
mélanome métastatique et du cancer du rein a cellules claires. Son action antitumorale
semble liée a sa capacité d’activer les cellules CD8 et NK. Cette cytokine est produite
essentiellement par les lymphocytes T CD4 activés ayant un phénotype Thl, Tgy ou Thl7.
Pour I'instant aucune donné n’existe sur le role pronostic de cette cytokine dans les cancers

coliques.
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c) Etude de l'infiltration macrophagique des métastases hépatiques des
cancers colorectaux

Les macrophages sont des effecteurs clés de la réponse immunitaire et jouent un role
majeur dans le maintien de I'homéostasie tissulaire. Ils sont également impliqués dans
certaines conditions pathologiques, incluant le cancer.

Les macrophages sont des cellules appartenant au systéeme phagocytaire. Ce dernier se
compose des macrophages tissulaires, des cellules dendritiques, des monocytes circulants et
des cellules myéloides progénitrices de la moelle osseuse>*.

Les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) sont des cellules régulatrices importantes du
microenvironnement tumoral. Ils sont dérivés des monocytes sanguins, recrutés par la
tumeur grace a différents signaux tels que M-CSF (CSF-1), CCL2 (MCP-1), VEGF, et
I’angiopoietine 2. Plusieurs études mettent en évidence leur réle dans différentes étapes
clés du développement tumoral. En effet, il existe une corrélation positive entre une densité
élevée en TAMs et un pronostic péjoratif dans différents cancers comme le cancer du sein,
de la prostate et de la vessie. De plus, 'augmentation du nombre des TAMs in vivo dans des
modéles murins entraine une augmentation de la croissance tumorale®’.

Le recrutement des monocytes est un des premiers événements survenant lors de
I"apparition d’une tumeur, ces cellules étant détectées de fagon précoce, aussi bien dans la
[ésion primitive que dans les |ésions secondaires. Il est intéressant de noter que leur fonction
est alors bivalente. En effet, dans les tumeurs, les macrophages peuvent avoir des fonctions
cytotoxiques, empéchant la dissémination et la croissance tumorale, ou au contraire des
effets immunosuppresseurs et proangiogéniques, favorisant la croissance tumorale.
L'orientation vers telle ou telle fonction va essentiellement dépendre des signaux du
microenvironnement tumoral.

Les macrophages peuvent secréter soit de I'lL-12 et favoriser une réponse Th1l (phénotype
de macrophages M1), soit produire de I'll-10 et orienter la réponse immune vers une
réponse Th2 (phénotype de macrophages M2). Ainsi, les macrophages peuvent étre
polarisés par les différents signaux du microenvironnement tumoral en M1 et M2, et ainsi

moduler la réponse immunitaire vers une réponse Th1 ou Th2.
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Durant la phase d’initiation tumorale, il existe plutét une polarisation M1 alors que dans les

tumeurs établies, la polarisation des macrophages est plutot de type M2.

Il existe donc un changement progressif de la polarisation des macrophages de M1 a M2,

parallelement a une inhibition progressive de l'activité de NFkB. Ces événements vont

participer a la création d’'un environnement favorable a la croissance tumorale et a sa

dissémination.
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Un nombre élevé de TAMs dans le microenvironnement tumoral est associé a une
augmentation de la vascularisation tumorale et des ganglions lymphatiques envahis dans les
tumeurs chez 'homme®?.

Il nous semble donc intéressant d’étudier la densité des TAMs au sein des métastases
hépatiques des cancers colorectaux et dans le microenvironnement tumoral, afin de voir si

comme dans d’autres tumeurs, leur augmentation est corrélée a un pronostic plus péjoratif.
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III. CONCLUSION PERSPECTIVES

En conclusion, ce travail a permis de mieux comprendre le réle des MDSC dans I’évolution
des cancers ainsi que I'effet immunologique du 5-fluorouracil.

Nous avons pu souligner pour la premiére fois que le 5-fluorouracil est capable d’induire la
mort des MDSC. Le 5-fluorouracil cible spécifiguement les MDSC du fait de leur
concentration en thymidylate synthase, I'enzyme cible du 5-fluorouracil. Ainsi le 5-
fluorouracil se révele étre un trés bon candidat comme drogue anti-immunosuppressive. Ces
travaux nous ont permis aussi d’amorcer d’autres recherches en montrant que le 5-
fluorouracil pourrait aussi avoir un effet délétere en induisant la production d’IL-1 et d’IL-17

protumorales.

D’un point de vue thérapeutique, ces données font poser la question d’associer le 5-
fluorouracil avec une drogue immunogéne comme |'oxaliplatine pour augmenter son activité
immunologique. Une autre stratégie que nous sommes en train de tester est d’associer le 5-

fluorouracil avec un inhibiteur de I'lL-1 dans le but d’augmenter son efficacité.

Pour le travail sur les infiltrats immunitaires des cancers coliques, notre étude est
'une des premiéres a mettre en évidence l'importance pronostique de la réponse
immunitaire au sein des métastases hépatiques des cancers colorectaux, chez des patients
opérés a visée curative. Des données similaires ont été observées par I'équipe de Ronald
DeMatteo®® sur la population CD45RO. Nos résultats soulignent I'importance d’une forte
infiltration en lymphocytes T mémoires CD45R0+, associée de fagon indépendante en
analyse multivariée a une meilleure survie globale et sans progression tumorale. Le role
pronostic d’une infiltration intratumorale en lymphocytes T régulateurs en termes de survie
sans récidive apparait en analyse univariée, et ce parameétre, associé a lI'importance de
I'infiltration intratumorale en lymphocytes T mémoires permet de définir 3 groupes de
patients en termes de survie sans progression. Plus la densité de ces 2 populations
lymphocytaires est élevée au sein de la tumeur et plus le risque de récidive semble faible. A
I'inverse, une faible densité en lymphocytes T CD45R0+ et Foxp3+ est associée a un risque
élevé de récidive. Nos résultats démontrent également I'importance de la marge d’exérese

chirurgicale comme facteur pronostic. En effet, lorsqu’elle est supérieure a 1 cm, elle est
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associée de facon indépendante a une meilleure survie globale et sans progression. Un faible
de taux de LDH est également un facteur pronostic indépendant de meilleure survie globale.
Il sera important de valider ces résultats sur une deuxieme série de patients et de valider
I’automatisation de la lecture. Pour cela nous venons d’acheter le logiciel d’analyse d’image
de DEFINIENS. Nous sommes en cours de validation de la technique et nous voulons savoir si
les résultats sont reproductibles avec la lecture automatisées. Nous pensons aussi que ce
travail pourrait avoir I'intérét de définir une population qui ne bénéficie pas de la chirurgie
hépatique. Cette hypothese devra bien évidemment étre testée dans un essai clinique
prospectif.

Nos résultats concernant l'infiltrat immunologique au sein des métastases hépatiques sont
comparables a ceux décrits au niveau de la tumeur primitive ol une densité élevée en
lymphocytes T mémoires et en T régulateurs est associée a un pronostic favorable. Cette
nouvelle description d’un réle pronostic favorable des T régulateurs dans le cancer colorectal
souléve de nouveau la question du mécanisme par lequel ils sont associés a un bon pronostic
dans ce type de cancer. Il ressort toutefois ici clairement que ce sont essentiellement les
lymphocytes T mémoires qui jouent un réle primordial pour prédire le devenir des patients.
Il est intéressant de noter que la densité en lymphocytes T CD8+, largement décrite comme
associée a un pronostic favorable au niveau de la tumeur primitive, ne ressort pas dans
notre étude comme un facteur pronostic au sein de la métastase hépatique, puisqu’elle
reste a la limite de la significativité. Ceci peut s’expliquer en partie par le faible effectif de
patients impliqués dans notre étude. Toutefois, la différence majeure entre nos résultats et
ceux préalablement publiés relatifs aux tumeurs coliques primitives concerne la localisation
pronostique de l'infiltrat immunologique : en effet, contrairement a ce qui est décrit pour
les tumeurs primitives, dans notre étude portant sur les métastases, ce sont les infiltrats
lymphocytaires intratumoraux, et non péritumoraux, qui sont associés au pronostic.

Ainsi cette étude tend a démontrer le réle pronostic en terme de survie globale et de survie
sans récidive de l'infiltrat immunologique au sein méme des métastases hépatiques des
cancers colorectaux, en soulignant I'importance de la densité en lymphocytes T mémoires
CD45R0+. Leur quantification intratumorale pourrait ainsi permettre d’individualiser des
populations a haut risque de récidive, pouvant tirer bénéfice d’'une chimiothérapie

postopératoire. Toutefois, cette étude reposant sur un effectif faible, il est fondamental de
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confirmer ces résultats sur un plus grand nombre de patients et d’y associer I'’étude d’autres
populations cellulaires importantes de I'immunité antitumorale : les Th17, dont une forte
infiltration a été décrite récemment comme ayant une signification péjorative au sein de la
tumeur primitive et les macrophages dont I'implication pronostique a déja été rapportée
dans d’autres localisations comme le cancer bronchique, mais dont le réle dans le cancer

colorectal reste a ce jour inconnu.
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