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Introduction

Introduction

Dans I’organisme, il n’est pas rare que les cellules subissent de nombreux stress occasionnant
des lésions qui empéchent leur bon fonctionnement et nécessitent un mécanisme de réparation.
Dans le cas ou ces cellules ne parviennent pas a réparer les 1ésions, elles déclenchent leur
mécanisme de mort programmée, 1> apoptose, afin d’éliminer les cellules 1€sées et de maintenir
I’intégrité de I’organisme. Il arrive parfois que certaines lésions entrainent une inactivation du
processus d’apoptose conduisant a une prolifération incontrélée des cellules, aboutissant a la
formation d’une masse tumorale plus ou moins diffuse altérant le bon fonctionnement de
I’organe. Cette pathologie est désignée sous le nom de cancer.

Dans le processus d’immunosurveillance, I’immunité innée et I’immunité adaptative, sont
toutes les deux impliquées et collaborent pour éliminer les cellules tumorales. L’immunité innée
n’est pas forcément efficace pour 1’éradication ou le contréle des cellules tumorales. Cette
réponse est assurée par différentes cellules effectrices : les cellules Natural Killer, les cellules
NKT, les lymphocytes T gamma-delta, les macrophages, et les polynucléaires neutrophiles.
Ainsi le systéme immunitaire aprés une activation non spécifique a été capable de mettre en
place une réponse immune anti-tumorale efficace, caractérisée par 1’expansion et la
différenciation de lymphocytes T cytolytiques (CD8+) et auxiliaires (CD4+) qui reconnaissent
spécifiquement des antigénes présents a la surface des cellules tumorales, constitue une
deuxiéme ligne de défense antitumorale.

Malgré la surveillance exercée par le systéme immunitaire, il est évident que les tumeurs
échappent fréquemment a leur élimination. II se produit au cours de I’évolution tumorale un
changement portant a la fois sur des caractéristiques immunologiques de la tumeur et sur celles
du systéme immunitaire chargé de la surveiller et de la contrdler.

Plus récemment devant 1’échec relatif des traitements classiques, de nouvelles stratégies
thérapeutiques ont été envisagées telles que I’immunothérapie ayant pour objectif d’induire une
réponse immunitaire capable de provoquer le rejet des cellules tumorales. L’immunothérapie
antitumorale peut étre réalisée selon deux modalités : I'immunothérapie passive fait appel a des
effecteurs isolés et activés in vitro avant leur réinjection et I’immunothérapie active. La thérapie
génique est une stratégie thérapeutique basée sur le transfert de génes. Elle a pour but
d’introduire chez un patient la copie normale des génes déficients responsables de sa maladie, ou
bien de modifier I’expression des génes déléteres impliqués dans une pathologie, et la thérapie
cellulaire ; cette stratégie thérapeutique consiste a prélever, a mettre en culture et & manipuler au
laboratoire les cellules tumorales ou les cellules immunitaires du malade avant de les lui
réinjecter.

Les objectifs de notre mémoire sont résumés dans les points suivants:
» Comprendre comment le systéme immunitaire intervient dans la lutte contre le
cancer.
» Comprendre les mécanismes d’échappement de la cellule cancéreuse du systéme
immunitaire.
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» Savoir les différentes stratégies d’immunothérapie anti tumorale et la thérapie
cellulaire
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Chapitre I Généralités sur le cancer

Chapitre I : Généralités sur le cancer
I-1- Définition

Le cancer est une pathologie des organismes complexes présentant des tissus renouvelables.
Cette maladie complexe peut affecter tous les tissus. Elle se développe suite 4 1’accumulation de
plusieurs altérations de I’ADN (Bishop, 1991).

Plus récemment, il a été mis en évidence dans des tumeurs 1’existence de cellules possédant
des propriétés de cellules souches (ayant des capacités d’auto-renouvellement et de
différenciation) qui sont dénommées : « cellules souches cancéreuses » ou « cancer stem cells »
(CSC). Elles seraient a ’origine de la grande variété des cellules différenciées présentes au sein
de la tumeur (Lapidot, 1994).

Le cancer est la conséquence de la multiplication anarchique des cellules anormales, les
moyens de contréle du cycle cellulaire par ’organisme étant altérés. Dans 1’organisme, il n’est
pas rare que les cellules subissant de nombreux stress, occasionnant des 1ésions qui empéchent
leur bon fonctionnement et nécessitent un mécanisme de réparation. Dans le cas ou ces cellules
ne parviennent pas a réparer les lésions, elles déclenchent leur mécanisme de mort programmée,
I’apoptose (Loebinger et Janes, 2010).

I-2- Les facteurs cancérogénes
I-2-1- les facteurs exogénes
I-2-1-1- Les agents physiques

Les radiations sont a I’origine de nombreux cancers qu’elles soient de nature
électromagnétiques ou particulaire, elles apportent une énergie suffisante pour altérer I’ADN
(Heerni, 2001). Les lésions des radiations sont la conséquence d’une chaine des réactions
biochimiques, entralnées par 1’absorption des photons dans différents compartiments
subcellulaires. Immédiatement aprés 1’irradiation, des especes radicalaire de oxygene sont
produites dans la cellule, d’autres réactions interviennent, produit I’hydrogéne et de 1’ean
oxygénée. La recapture de 1’eau oxygénée génére des radicaux libres qui interagissent trés
rapidement avec les molécules voisines, notamment I’ADN, pour donner des lésions
irréversible. L’ ADN est donc agressé soit directement, soit indirectement (Viala, 2007).

I-2-1-2- Les agent chimiques

Les produits chimiques cancérogénes initient des changements génétiques dans une cellule. Un
produit génotoxique (généralement aprés I’activation) réagit avec une macromolécule support de
I’information génétique 1’ADN, pour former un adduit 8 I’ADN ou induit d’autres altérations
chimiques de L’ADN. La cellule atteinte meurt ou revient a son état initial aprés la réparation de
I’ADN. Si aucun de ces événements ne se produit, le processus d’initiation devient irréversible.
Certains cancérogénes chimiques peuvent activer des oncogénes, transformant la cellule normale

L)
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en cellule cancéreuse. La conversion et la progression sont caractérisées par changements
morphologiques et /ou biochimiques dans I’activité ou la structure du génome (Lu, 1992).

I-2-1-3- Les agents infectieux

L’agent infectieux intégre dans son génome un proto-oncogene d’origine cellulaire et I’insére
ensuite dans le génome d’une autre cellule. Lorsque ce proto-oncogéne se trouve placé sous la
dépendance d’un promoteur puissant, ou lorsqu’il a subi une mutation définie, il s’exprimera en
tant qu’oncogene et déterminera I’apparition d’un cancer (Heerni, 2001).

I-2-2- les facteurs endogénes
I-2-2-1- Les agents héréditaires

Plusieurs mutations dans une cellule somatique sont nécessaires pour le démarrage et le
développement d’un cancer. La mutagénese apparait donc comme une étape-clé de la
cancérogénése et son importance a €té clairement mise en évidence par la vérification de la
sélection progressive d’un phénotype mutateur au cours de I’évolution tumorale. A moins que les
Iésions de I’ADN chromosomique ne soient reparées, les réarrangements chromosomiques et les
mutations s’accumulent, ce qui peut conduire dans certains cas a un début de cancer (Pasternak,
2003 ; Viala, 2005).

Parmi I"ensemble des génes mutés, il est possible d’individualiser des oncogénes, des génes
suppresseurs de tumeurs. Les génes ayant la capacité de provoquer un cancer sont appelés des
pro-oncogénes et sont associ€és a la prolifération cellulaire ; ils codent pour des facteurs de
croissance cellulaire, des protéines de transduction ou des récepteurs membranaires. Les pro-
oncogénes deviennent des oncogeénes quand ils subissent des mutations ponctuelles ou sont la
cible de réarrangements chromosomiques, qui arrétent 1’expression, produisent en excés
certaines protéines ou entrainent d’autres altérations qui aménent le développement d’un cancer
(Pasternak 2003 ; Viala, 2005).

Des génes, spécifiant des protéines qui limitent les cycles de prolifération cellulaires et de
division cellulaire incontrdlés, sont des génes suppresseurs de tumeurs. 1ls sont associés a ’arrét
du cycle cellulaire, a I’apoptose et a la réparation de I’ADN, ils ont un rdle direct, ou indirect
majeur dans le démarrage du précurseur tumoral. La transformation d’une cellule normale en
cellule tumorale peut étre réalisée par des mutations touchant les génes suppresseurs (Viala,
2005 ; Pasternak, 2003).

I-2-2-2- Le systéme immunitaire

La fonction du systéme immunitaire est de protéger !’organisme contre des organismes
étrangers. Divers toxiques sont connus pour supprimer la fonction immunitaire. Cet effet
conduit 3 un contrdle diminué des néoplasmes. Parmi les néoplasmes les plus souvent observées,
on trouve les leucémies et lymphomes et les cancers cutanés. 1l est parfois difficile de distinguer
entre I’effet oncogénique direct d’une molécule et celui, indirect, ou les tumeunrs se développent
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suite a Iaffaiblissement du systéme immunitaire. Les médicaments immunosupresseurs ont
souvent ét¢ incriminés dans I’apparition de néoplasmes (LU, 1992 ; Viala, 2005).

Dans tous les cas d’immunidéficience ou d’immunossupression chez I’homme, seules des
tumeurs de certains types, plus particuliérement celles qui sont associées a des virus, sont
observées avec une plus grande fréquence que dans la population normale. Les sujets normaux
qui sont infectés par le virus d’Estein-Barr (EBV) hébergent le virus pendant toute leur vie et
développent une vigoureuse réponse vis-a-vis de ce virus. Chez les individus immunodéficients,
on observe une augmentation de la réplication virale et une libération de particules virales dans
les sécrétions, se qui montre que la réponse immunitaire limite la réplication dans les
circonstances normales (Roitt ef al., 1994).

I-2-2-3- Les agents nutritionnels

L’étude des mécanismes d’action d’un facteur sur le processus de cancérogenése est abordée
dans des cellules humaines, ou dans des cellules animales. Ces approches permettent d’étudier
plus finement les différentes étapes de la transformation d’une cellule normale en une cellule
tumorale, les facteurs de signalisation impliqués, notamment dans la régulation du cycle de vie
de la cellule (Rafter ef al., 2004).

Ces facteurs ou leurs métabolites peuvent aussi altérer I’ADN vig la production de radicaux
libres, peuvent modifier les bases de I’ADN, voire provoquer la fragmentation de 1’ADN.
Plusieurs molécules d’origine alimentaire inhibent la prolifération cellulaire. Outre P’arrét du
cycle cellulaire, certains facteurs alimentaires induisent aussi le processus d’apoptose (Manson,
2003 ; Khan et al., 2007).

Un mécanisme implique les acides gras a courte chaine (I’acétate, le préopinante et le
butyrate). Le butyrate peut intervenir a plusieurs niveaux :

» En induisant le mécanisme d’apoptose et en réduisant la prolifération cellulaire. En effet,
le butyrate peut désactiver les protéines p21 (produites par les proto-oncogénes ras) qui
interviennent dans le mécanisme de prolifération.

% En induisant la différenciation, par régulation de 1’expression de certains génes (Baron ef
al., 1998).

L’alcool interviendrait de fagon directe par un effet cytotoxique local de son métabolite,
I’acétaldéhyde, sur les tissus et par I’induction d’enzymes capables d’activer des proto-
oncogénes. Il aurait également un rdle indirect dans la mesure ot la consommation d’alcool est
associée a des déficiences en nutriments (Giovannucci, 2001).

L’augmentation du risque de cancer avec une forte consommation de viande rouge a été
rapportée dans des études menées. Concerant les charcuteries, leur role éventuel pourrait étre lie
aux conservateurs utilises tels que le nitrite. Le nitrite et les composes nitres peuvent &tre
transformes en dialkylnitrosamines qui sont des composes carcinogénes (Norat et Ribeli, 2000
; Sugimura, 2000).

th
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Les jonctions communicantes jouent un r6le dans le controle de la prolifération cellulaire,
’apoptose, la différenciation, la réponse adaptative des cellules différenciées et la sénescence.
Certains composés des aliments peuvent inhiber les jonctions communicantes (Trosko et Ruch,
1998 ; Chaumontet et al., 2008),

I-3- Les étapes de la cancérogénése
On peut résumer le développement tumoral comme suit :
I-3-1- L’initiation ou transformation cellulaire tumorale

Le cancer est une maladie complexe qui peut affecter tous les tissus. Elle se développe suite a
’accumulation de plusieurs altérations de I’ADN sous I’effet de facteurs divers qui provoquent
Iapparition et la progression de la tumeur (Bishop, 1991 ; Santarius, 2010).

Les mécanismes moléculaires mis en jeu lors des étapes de cancérogenése font appel a
I’ensemble des facteurs déja décrits, de susceptibilité individuelle et d’interaction entre génome
et environnement. Ils aboutissent & des gains ou pertes des fonctions cellulaires qui bouleversent
I’homéostasie cellulaire. La transformation cellulaire comporte deux éléments majeurs,
I’immortalisation et la perte d’homéostasie (Tubiana, 2002).

1l s’agit de la nécessité d’accumuler plusieurs altérations oncogéniques pour parvenir a un
cancer. Une premiére altération permettre a une cellule de ce multiplier plus rapidement que ses
voisines, ou de survivre plus longuement et de conférer cette propriété a ces descendante. II
résulte un clone cellulaire proliférant ; la population issue de la cellule ou survient cette seconde
altération va rapidement prendre le dessus de la précédente, et ainsi de suite (Heernd, 2001).

1-3-2- La promotion ou amplification de la perte de I’homéostasie

L’étape de promotion caractérisée par une amplification de la perte de I’homéostasie associe
une instabilité génomique qui se traduit par une perte de facteurs de protection  (génes
suppresseurs) et augmentation des facteurs favorisant la progression (oncogenes entre autre)
pour chaque type tumoral et chaque individu, ces modification sont plus ou moins rapides
(Tubiana, 2002).

1-3-3- La néo-angiogenése

La néoangiogenése stromale péritumorale est un phénoméne capital pour permettre la
croissance tumorale au-dela d’un sphéroide de 2 mm. Le développement de cette néo-
angiogenése se fait 4 partir des capillaires pré-existant par déstabilisation de ceux-ci sous
stimulation par des facteurs de croissance angiogéniques. Ces facteurs sont sécrétés par les
cellules tumorales mises en hypoxie du fait leur croissance rapide autonome. Les protéases et les
héparinases sécrétées par les cellules tumorales et stromale participent & la dégradation des
glycoaminoglycanes constituant la membrane basale (dont la propriété est de stocker certains
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facteurs de croissance). La dégradation des glycoaminoglycanes par des héparinase spécifiques,
permet la libération et 1’activation des facteurs de croissance angiogéniques (Tubiana, 2002).

1-3-4- 1’invasivité tumorale locale

Elle permet aux cellules cancéreuses d’envahlir d’abord I’espace qu’elles ont a leur
disposition, puis de franchir les différentes barriéres qui cloisonnent normalement les tissus,
comme les membranes basales (Heerni, 2001).

L’environnement tumoral ou stroma interagit avec le processus tumoral non seulement par le
développement de la néo-angiogenése mais également par déclenchement inapproprié, par le
stroma, des mécanismes physiologiques de réparation tissulaire. Cette réaction stromale est
caractérisée par [’activation et la synthése de multiples protéases. Cet ensemble d’activités
enzymatiques protéasiques (tumorale et stromale) permet la dissolution des matrices extra-
cellulaires et de la trame stromale, et la migration des cellules tumorales non seulement & travers
le stroma mais également dans les néocapilaires et lymphatiques prétimoraux (Tubiana, 2002).

I-2-5- 1’ établissement de métastases

Elle se fait en utilisant les vaisseaux lymphatiques et/ou par ensemencement d’une séreuse
comme déja signalé.

La propagation lymphatique, a partir des canaux lymphatiques sous-muqueux, aboutit dans le
premier temps & envahir les ganglions de drainage situés en aval de la tumeur, qui jouent le rdle
de filtre mécanique freinant la propagation des cellules cancéreuses. La propagation sanguine est
généralement plus tardive mais plus rapide que la propagation lymphatiques car il n’est existe
pas de relais ganglionnaire pour arréter les cellules cancéreuses. Elle aboutit 4 des métastases a
distance de la tumeur primaire (Heerni, 2001).

Cependant, certaines cellules tumorales circulantes peuvent survivre 4 cet ensemble de stress
(agression par les acteurs de la défense immunitaire), s"immobiliser dans des sites spécifiques et
entreprendre la colonisation tissulaire aprés extravasation. L’arrét des cellules cancéreuses
circulantes fait appel & une reconnaissance spécifique entre cellule tumorales et épitopes de
surface des cellules endothéliales, via des molécules d’adhésion (Tubiana, 2002).

I-4- Le traitement et la résistance

Les tumeurs sont couramment traitées par une combinaison de thérapies dites « classiques >
comprenant la chirurgie, la radiothérapie locale et la chimiothérapie. La chirurgie permet
d'enlever la tumeur et les ganglions environnants. Toutefois, méme dans le cas d’une tumeur
bien localisée et délimitée, le seul traitement par chirurgie reste souvent insuffisant (Tjandra,
2007 ; Zitvogel et al., 2008).
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La chimiothérapie est utilisée pour prévenir ou traiter les cancers métastatiques. Cette thérapie
consiste a administrer au malade un médicament cytotoxique ciblant les cellules ayant une
activité mitotique importante, comme les cellules tumorales, mais malheureusement aussi les
cellules normales intestinales et hématopoiétiques et celles des follicules pileux. La radiothérapie
vient compléter 1’action des deux moyens précédents pour détruire les cellules tumorales
résiduelles au niveau du foyer chirurgical (Skipper et Thomson, 1995 ; Hu ef al.,,2010).

Les résultats quoiqu’encourageants ne sont efficaces que transitoirement. Les monothérapies
conduisent souvent a 1’émergence de résistances par les tumeurs. Méme si la chimiothérapie
reste le traitement de référence dans la majorité des cas, ses effets secondaires sont le plus
souvent trés importants et les cellules tumorales peuvent acquérir des résistances. De nombreuses
tumeurs exposées a de fortes concentrations de principe actif développent des phénoménes de
résistance vis-a-vis des substances anticancéreuses utilisées, ce quu diminue leur efficacité. Ces
phénoménes de résistance sont la principale cause d’échec de la chimiothérapie (Hayes et
Pulford, 1995 ; Clynes, 2000 ; Kunzmann, 2009).

En 2000, D. Hanahan et R. Weiberge ont suggéré que les six principales caractéristiques des
cellules cancéreuses étaient les suivants : autonomes de croissance, insensibilité aux inhibiteurs
physiologiques de la croissance cellulaire, échappement a 1’apoptose, capacité de se diviser de
fagon illimitée (immortalisation), forte capacité angiogenique, d’invasion et de formation de
métastases. Récemment, vu I’importance du role de surveillance du systéme immunitaire dans le
développement des cellules tumorales, ’echappement a I’immunosurveillance a été¢ suggéré
comme septiéme caractéristique fondamentale des cellules tumorales (El Hage, 2008).

Cependant, des micrométastases de cellules tumorales dormantes peuvent fréquemment
mener 3 une rechute et un échec thérapeutique. C’est pourquoi, il importe de développer des
stratégies visant a stimuler la réponse immune afin d’obtenir une rémission totale (Zitvogel et
al., 2008).
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Chapitre H- Immunité antitumorale

II- Immunité antitumorale
II-1- Les antigénes tumoraux
II-1-1- Méthodes utilisées pour P'identification des antigénes tumoraux

Diverses stratégies ont été utilisées pour identifier les antigénes tumoraux :

Une premicre approche de génétique moléculaire a utilisé la transfection de banques d’ADN
complémentaire (ADNc) de tumeurs dans des cellules qui exprimaient les molécules
d’histocompatibilité adéquates. Les cellules transfectées sont alors testées pour leur capacité a
stimuler des clones lymphocytaires T cytotoxiques spécifiques de la lignée tumorale dont est
dérivé d’ADNc. On a pu ainsi identifier les génes codant les antigénes tumoraux reconnus par
ces clones lymphocytaires T. En un deuxiéme temps, griace a ’utilisation de cellules transfectées
uniquement avec des fragments des génes identifiés, il a été possible de définir les régions
codant les peptides antigéniques. Enfin, sur la base des séquences obtenues, des peptides
synthétiques ont été produits et testés pour leur capacité a sensibiliser les cellules présentatrices a
la lyse par les lymphocytes T cytotoxiques spécifiques. Cette demiére étape permet de confirmer
que la séquence obtenue est bien celle reconnue par les cellules T d’intérét.

Une deuxieme méthode a concerné la purification biochimique des peptides naturels élués a
partir des molécules d’histocompatibilité¢ de class I exprimées par les cellules tumorales. Les
différents peptides élués ont été testés comme précédemment, pour leur capacité a stimuler la
capacité fonctionnelle de cellules T cytotoxiques spécifiques. Une fois identifiés, ces peptides
sont séquencés, produits sous forme synthétique et testés pour leur capacité fonctionnelle. Cette
démarche est particuliérement adaptée dans le cas des protéines ayant subi des modifications
post-traductionnelles pour lesquelles la séquence du peptide ne peut pas étre déduite directement
a partir de 1a séquence de I’ADNc (Chatenoud ef al, 2008 ; Delves ef al., 2008).

Une autre stratégie, I’analyse sérologique de bibliothéques d’expression d’ADNc recombinant
utilise un antisérum dilué de patients cancéreux pour dépister les anticorps qui réagissent contre
les protémes exprimées par les ADNc des tissus cancéreux. Cette approche repose sur
I’hypothése que les anticorps antitumoraux sont révélateurs des cellules T auxiliaires spécifiques
de ces antigénes (Delves ef al, 2008).

I1-1-2- Classification des antigénes tumoraux
I1-1-2 -1- Les antigénes issus de mutation

Une mutation entraine la formation d’un nouveau complexe antigénique reconnaissable par
les cetlules T parce que le changement d’acide aminé permet soit 4 un peptide de la protéine de
se lier a une molécule HLA soit 4 un peptide normalement associé a un HLLA d’étre reconnu
comme étrangers (Chapel ef al., 2004).

Les antigénes de cette catégorie ont été¢ identifiés au niveau de la séquence de protéines
impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (CDK4). Des oncogénes (ras) ou des génes
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suppresseurs (p33) mutés peuvent ainsi se révéler a la fois oncogéniques et antigéniques, les
mutations de ras codent pour une protéine p2lras, connue pour son antigénicité. Il en va de
méme pour des mutations sur la f-caténine ou encore sur Cdk4 (Wolfel et al., 1995 ; Catros-
Quemener et al., 2003).

Les genes codant ces peptides sont des genes de protéines ubiquitaires qui subissent des
mutations somatiques au niveau des cellules tumorales. Concernant les cellules tumorales
humaines, ¢’est dans cette catégorie que 'on trouve :

- La mutation qui touche le géne de la kinase cycline dépendante DCK4, qui favorise une
prolifération cellulaire incontrolée.

- la mutation du géne de la B-caténine qui stimule la prolifération cellulaire et/ou mhibe
’apoptose.

- la mutation de géne de la caspase 8 (CASP8), une protéase qui est indispensable a 1’apoptose
induit par la stimulation de récepteurs membranaires tels que Fas ou le récepteur du TNF
(Chatenoud et al., 2008).

II-1-2 -2- Les antigénes de différenciation

1l s’agit d’antigénes qui sont spécifiques des cellules normales d’un tissu donné et que [’on
trouve sur les cellules tumorales correspondantes. Ces antigénes sont des produits de génes de
différenciation qui s’expriment de fagon limitée dans les tissus sains correspondants, et sont
surexprimés en cas de cancer. Il s’agit des produits des génes RU2 (géne d’entretien) et alt-M-
CSF (épissage altematif d’une cytokine : M-CSF) dans les cellules rénales (Bouet et Catros,
2004 ; Chatenoud et al., 2008).

Les antigénes oncfeetaux sont des antigénes de différenciation exprimés durant le
développement feetale mais normalement non exprimé, ou exprimé a taux tres faibles durant la
vie adulte (Roitt et al., 2002).

I1-1-2-3- Les antigénes spécifiques des tumeurs

Iis sont aussi appelés antigénes « publics » car leur expression est partagée par différents
types histologiques de cancer. C’est le cas de la famille des génes MAGE, BAGE, GAGE et
RAGE. Ce sont les génes MAGE exprimés dans le mélanome qui ont ét¢ les premiers découverts
par le groupe de T. Boon de Pinstitut Ludwig a Bruxelles en 1992 (Bouet et Catros, 2004).

Les antigénes spécifiques des tumeurs sont spécifiques des cellules tumorales et
n’apparaissent pas a la surface des cellules normales de l'organisme. Les seules cellules
normales qui expriment les génes MAGE sont des cellules du trophoblaste placentaire et des
cellules germinales testiculaires (Chatenoud ef al., 2008 ; Kindt f al., 2008).
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I1-1-2 -4-Les antigénes d’origine virale

Certaines tumeurs peuvent étre liées a une infection par des virus oncogénes. Aprés infection,
les virus expriment des génes qui codent des facteurs affectant la croissance et la division
cellulaires. L’absence de contrle de ces génes peut conduire a une transformation maligne des
cellules. Des peptides viraux associés a des molécules de surface du CMH, situées sur la cellule
tamorale, se comportent comme de puissants antigénes reconnus par des cellules T cytotoxique
spécifiques (CLT) (Letonturier, 2007).

Contrairement aux tumeurs induites chimiquement, les tumeurs induites par des virus
expriment des antigénes de tumeurs partagés par toutes les tumeurs induites par le méme virus
(Kindt et al., 2008).

11-1-2-5- Les antigénes surexprimés

Ces antigénes sont ubiquitaires, mais surexprimés spécifiquement dans un nombre important
de cellules tumorales d’origines variées. Contratrement aux génes de la famille MAGE, les
antigénes de cette catégorie sont exprimés dans les cellules normales, mais a des taux
d’expression particuliérement faibles. Pour cette raison, les CTL spécifiques de ces antigénes
reconnaissent spécifiquement les cellules tumorales mais pas les cellules saines (Lethe et al.,
1997). Le géne de la télomérase (TERT) est surexprimé dans 85% des cancers et semble quasi
silencieux dans la plupart des tissus normaux. Ainsi par exemple, des CTL dirigés contre un
peptide de la télomérase présenté par HLA-A2 lysent spécifiquement des cellules tumorales
(Vonderheide et Hahn, 1999). C’est le cas par exemple de la protéime HER-2 /nen, produit d’un
oncogénes retrouvée a faible densité dans les tissus normaux (Chatenoud et al., 2008).

11-2- Immunité antitumorale

Le développement d'une réponse immunitaire & toute agression antigénique se traduit par
l'activation de deux systémes de défense : une réponse innée ou naturelle qui constitue la
premiére ligne de défense et une réponse spécifique ou adapiative impliquant des réponses
humorales et 4 médiation cellulaire {figure 1) (El Hage et ai, 2008).
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La lyse induite par les cellules NK peut étre médiées par la séerétion d'interféron y (INFy), la
libération de perforine et de granzyme B ou secondaire a4 la transmission d‘un signal
pro-apoptotique par les voies Fas\Fasl. ou TRAIL. De plus, cette cytotoxicité s‘exerce sans
reconnaissance spécifique d’antigeénes sur [a cellule cible (Borge ef al., 2003).

II-2-1-2- Les lymphocytes NKT

Les cellules NKT jouent un réle clé dans la réponse innée et dans 1'induction de la réponse
adaptative. La fonction anti-tumorale des lymphocytes NKT semble étre liée a la production de
cytokines comme interleukine-2 (JL-2) et 'TEN-y (Rosenstein ef al, 1984).

Les cellules NKT, sont une catégorie de cellules T possédant des caractéristiques des NK
(expression des NKG2D et CD244) et un TCR (Tcell receptor) de type aff. Ces cellules sont
dotées d’une action cytotoxique antitumorale comparable a celle des NK (Smyth et Godfrey ,
2000).

Ces lymphocytes seraient, dans une premiére étape, spécifiquement activés par le ligand de
leur TCR (des molécules CD1 associées au galactosylcéramide) et, dans une seconde étape,
seraient alors capables de détruire les cellules tumorales. En effet, Iinjection de a-GalCer in vivo
peut activer les NKT et prévenir les métastases tumorales (Kawano et Cui, 1998 ; Zitvogel et
Faure, 1999).

Un modéle d’activation en trois étapes a méme €té suggéré pour expliquer comment la
reconnaissance de cet antigéne par les cellules NKT favorise I’activation des cellules NK (figure
3). Concernant I'implication des NKT dans I’effet anti-métastatique de I'TL-12, il a ét¢ montré
qu’une faible quantité de cette eytokine stimulait une réponse dépendante uniquement des NKT
alors que des doses plus importantes favorisaient une réponse de type NK comme dans le cas de
I’a-GalCer (Takada et Hayakawa, 2000 ; Smyth et Godfrey, 2000).

Figure 4: Modéle d’activation des NKT par I'TL-12 (a) ou I’a-GalCer (b) (Smyth et Godfrey,
2000).

[u—



Chanitre IT

I1-2-1-3- Les macrophages

Sont les principales cellules lencocytaires qui infilirent une tumeur : ils sont nommés
macrophages associés 4 la tumeur ou MAT (ou TAM pour tumor associated macrophages). Leur
activation dépend de leur état de différenciation, ainsi que de facteurs extérieurs : cytokines et
stimuli inflammatoires ou anti-inflammatoires. Les macrophages présents i sifu peuvent étre
activés par différentes cytokines dont I'IFN-y, L’IL4, le TNF-a ou encore le GM-CSF
(Granulocytes and Macrophages Colony Stimulating Factor) (Whiteside et Herberman, 1995 ;
Diefenbach, 2000 ; Lopez-Larrea, 2008).

Les macrophages ne sont pas restreints au CMH et expriment des récepteurs Fc qui leur
permettent de se lier 4 un anticorps présent a la surface des cellules tumorales et de médier une
ADCC. Les macrophages disposent de récepteurs NKG2D qui reconnaissent a la surface des
cellules tumorales des ligands MIC A, MIC B ou ULBP (chez I'homme), H-60 ou RAE (chez la
souris). Leur interaction active la cytotoxicité des macrophages qui se traduit par la sécrétion de
cytokines cytotoxiques (TNF-a, IL-1B, IL-6...) (Diefenbach, 2000 ; Jakdbisiak ef al., 2003 ;
kindt et al., 2008 ;Lépez-Larrea, 2008).

L’activité anti-tumorale des macrophages activés est probablement médiée par des enzymes
lytiques et des intermédiaires réactifs dérivés de I'oxygénes ou de I’azote. Et la sécrétion de
protéases (lysozymes, urokinase, collagénase, élastase...). De plus les macrophages activés
sécrétent une cytotoxine appelée facteur de nécrose tumorale {TNF-a) qui posséde une puissante
activité anti fumorale. Le TNFa produit par les macrophages activés est capable de détruire par
Papoptose de nombreuses lignées de cellules cancéreuses (Revillard, 2001 ; Jakébisiak ef al.,
2003 ; kindt et al., 2008).

I1-2-1-4- Les lymphocytes T gamma-delta : LTy6

Les lymphocytes Tyd, malgré leur nombre minoritaire, sont impliqués dans I'immunité anti-
tumorale. Le premier argument concernant cette fonction fut la réactivité de ces celtules vis-a-vis
de cibles tumorales, in vitro {(Redriguez et Ocheoa, 2008).

1ls sont capables de détruire spontanément et par contact direct les cellules tumorales via une
reconnaissance de la cellule cible grice a leur récepteur de cellules T ou TCR (7-cell receptor)
ou par D’activation de leurs récepteurs de lyse cellulaire (NKG2D, CD160, KIR2DDS,
CD94/NKG2C). Les Tyd expriment aussi le récepteur FasL (Fas ligand) induisant 1’apoptose
des cellules tumorales exprimant Fas et produisent I’IFN-y, une cytokine essentielle dans
I"immunosurveillance aotitumorale (Spada ef al., 2000 ; Shankaran et al., 2001).

Ils possédent des granules lytiques préformés permettant une cytotoxicité immédiate. Les
granules lytiques sont essentiellement composés du couple granzyme/perforine, du systéme
Fas/FasL et de granulysines. Une fois la cellule activée et ]a synapse immunologique formée, les
granules sont orientés vers celle-ci et la libération de leur contenu aboutit 4 1a mort de la cellule
cible (Raulet, 2003).
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Les CTLs peuvent aussi exprimer leur cytotoxicité par la sécrétion des cytokines comme
PIFN-y, le TNF-a et le TNF-B qui contribuent 4 la défense anti-tumorale par différents
mécanismes. L’IFN-y, souvent associé aux TNF, peut avoir une activité cytotoxique directe
contre certaines tumeurs (Williamson et Carswell, 1983 ;Fransen et Heyden, 1986).

11-2-2-2- Les lymphocytes B (LB)

Les effecteurs de la réponse humorale, peuvent jouer le rdle d’une CPA dans la réponse
antitumorale. Les LB activés se différencient en plasmocytes producteurs d’anticorps. Les
anticorps secrétés par ces plasmocytes contribuent a la réponse humorale anti-tumorale (Glennie
et Johnson, 2000 ; Ostrand-Rosenberg, 2008).

L'admimistration de ces anticorps ou d'anticorps génétiquement modifiés, permet dans certains
cas d'induire la lyse des cellules tumorales par l'intermédiaire du complément on par un
mécanisme d'’ADCC (Paul et Régulier, 2002).

11-2-2-3- Les lymphocytes T régulatrices

Il s’agit de T régulateurs activés par les cellules dendritiques tolérogénes qui participent a
I’équilibre de tolérance du soi. Ils pourraient contribuer a la tolérance du cancer. Ces
Iymphocytes peuvent présenter un phénotype T CD4+ CD25+ CD8- et représentent environ 10
% des lymphocytes T matures. Produisent souvent de I"'TL-10 et/ou du TGF-f et sont capables de
supprimer a la fois les réponses immunes Thl et Th2 (Bouet et Catros. 2004 ; Workman et
Szymczak-Workman, 2009).

11-3- Echappement tumoral i la réponse immunitaire

De nombreux travaux ont mis en évidence différents mécanismes moléculaires permettant a la
tumeur d’échapper ou d’interférer avec la réponse immunitaire antitumorale. Ces mécanismes
d’échappement peuvent étre classés en plusieurs catégonies (El Hage ef al., 2008).

11-3-1- La perte d’expression du CMi1

La perte partielle ou compléte de I’expression de la molécule du CMH de classe [ représente
un mécanisme classique d’échappement tumoral pour résister a la lyse par les lymphocytes
TCDS8 spécifiques. Les mécanismes relatifs a ces altérations du CMH I sont nombreux et sont
liés pour la plupart a des déficits concernant les étapes de leur synthése. Ils peuvent trouver leur
origine dans une mutation ou une délétion de la B2-microglobuline qui est indispensable pour la
formation et I’expression des molécules du CMH de classe I (D’Urso et Wang, 1991; Gattoni-
Celli et Kirsch, 1992 ; Bicknell et Rowan, 1994 Seliger et Cabrera, 2002 ; Zitvogel et
Tesniere, 2006).

La perte totale des molécules CMH-I ne favorise pas nécessairement le développement
tumoral car elle augmente ’efficacité des cellules NK en ’absence des signaux inhibiteurs
induits par la reconnaissance du CMH-1. Par contre, la perte d’un locus ou d’un alléle peut en
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réalité abolir toute immunoegénicité a V’égard des LT, en inhibant la présentation d’un ou
plusieurs épitopes dominants, tout en conservant aux cellules tumorales leurs aptitudes 3 inhiber
les cellules NK grice aux récepteurs inhibiteurs reconnaissant les molécules de CMH-I (Torres
et Ruiz-Cabello, 1996; Bontkes et Walboomers, 1998).

I1-3-2- L’altération de la présentation antigénique

Dans certains cas, on asstste uniquentent & une diminution d’expression des molécules CMH-I
due a des défauts au niveau des génes du CMH, de P’apprétement antigénique ou encore du
transport des peptides (El Hage ef al., 2608). Un assemblage correct des molécules du CMH 1 et
la présentation effective de peptides sont dépendants de la génération de ces peptides par le
protéasome et de leur transport dans le réticulum endoplasmique (RE) (Zitvogel et Tesniere,
2006).

Les protéasomes sonmt des organites cytoplasmiques qui participent a P"apprétement des
protéines endogénes en les clivant et en fournissant ainsi les peptides qui seront pris en charge
par les HLA de clase 1. Les sous unités qui composent les protéasome peuvent changer ainsi que
leur spécificité de clivage. 1l est ainsi possible que les nowveaux peptides produits dans ces
conditions soient incapable de se lier aux HLLA ou d’étre reconnus par les cellules T (chapel et
al., 2004)

Il peut exister aussi une absence des molécules transporter activated peptide (TAP), ces
molécules participent activement au transport des peptides du cytoplasme vers le réticulum
endoplasmique ou les peptides peuvent s associer aux molécules de CMH. Cette association est
essentielle et permet I’expression du message antigénique spécifique et la stabilisation des
complexes CMH-peptides a la surface cellulaire (Restifo et Esquivel, 1993 ; Cromme et Airey,
1994 ; Chen et Gabrilovich, 1996).

I1-3-3- Les molécules de co-stimulation

Les molécules de costimulation comme B7 a la surface des cellules dendritiques, nécessaires
au second signal d’activation des tymphocytes T spécifiques, sont souvent absentes ou sous-
exprimees dans les situations tumorales. L’absence de ce signal de costimulation entraine une
anergie du lymphocyte T. Le blocage in vitro, de ce dernier inhibe 1’ activation des lymphocytes
T et induit un état d’insensibilité spécifique a I’antigene (Chaux et Favre, 1997 ; El Hage et al.,
2008).

De nombreuses études chez ’animal ont montré que des transfections de cellules tumorales
permettant I’expression de CD80, ou de cytokines ont permis le développement d’une réponse
immunitaire antitumorale protectrice. L absence de ’expression de CD80 ou de la sécrétion de
cytokines pourrait étre associée 4 une absence du signal de danger (HSP, internalisation de corps
apoptotiques...) conduisant a un déficit d’activation des cellules dendritiques (DC) (Zitvogel etn
Faure 1999).
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II-3-4- La résistance a apoptose

Le systéme FasL/Fas joue un role important dans le blocage de la réponse immunitaire en
induisant I'apoptose des lymphocytes aprés leur prolifération a la suite d'une forte stimulation
antigénique. Les cellules tumorales sont capables de détourner la machinerie cellulaire des
lymphocytes afin d'inhiber leur capacité cytotoxique (Paul et Régulier, 2002).

Plusieurs mécanismes ont ainsi été décrits, parmi lesquels un défant d’expression de Fas au
niveau des cellules tumorales. En effet, il a été montré que cette expression est fréquemment
diminuée, voire totalement absente, dans plusieurs types de tumeurs. Ou par l'inhibition de son
expression par l'oncogéne ras. L'expression d'un récepteur Fas soluble (DcR3), capable
d'empécher les lymphocytes exprimant le FasL (T et NK) datteindre leur cible cellulaire
exprimant Fas (Paul et Régulier, 2002 ; El Hage et al., 2008).

Les lymphocytes T, aprés activation, portant a leur surface la molécule Fas (CD95) qui
déclenche leur apoptose lorsqu’elle interagit avec son ligand. On a trouvé le ligand de Fas sur
diverses tumeurs. [l repose sur une activité enzymatique qui prive les lymphocytes d’un
nutriment essentiel, le tryptophane. L’indioleamine 2,3-désoxygénase (IDO) dégrade cet acide
aminé essentiel 4 la fonction lymphocytaire. On a constaté que la plupart des tumeurs humaines
expriment I’IDO. En ploquant I'IDO par un inhibiteur spécifique, le 1-méthyletryptophane
(1MT), substance considérée comme non toxique (Chapel ef al., 2004).

Les protéines de la famille inhibitor of apoptosis (IAP), inhibiteurs des caspases 3, 7, 9,
peuvent contrdler I'apoptose mitochondriale induite par la molécule Fas (Paul et Régulier,
2002).

La résistance a la lyse tumorale induite par des effecteurs cytotoxiques via la voie perforine-
granzymes a été démontrée dans différents modéles tumoraux. Les mécanismes régissant cette
résistance interférent avec les voies de signalisation pro-apoptotiques menant habituellement a la
mort par apoptose des cellules cibles. Des fravaux rtécents ont ainsi mis en évidence
I’échappement a la lyse spécifique de tumeurs exprimant la serpine PI9/SPI6, un inhibiteur
cellulaire du granzyme B (El Hage ef al., 2008).

11-3-5- La production de molécules immunosuppressives
I1-3-5-1- Le facteur de croissance transformant béta : TGF-§

Le TGFp (transforming growth factor beta), sécrété par de nombreuses tumeurs humaines,
posséde des caractéristiques inhibitrices modulant négativement les réponses immunes
antitumorales. Des mutations survenant au niveau de la voie de signalisation du TGFB
permettent une prolifération incontrélée des cellules tumorales dans plusieurs cancers. De plus,
la sécrétion de TGFB par les cellules cancéreuses est considérablement amplifiée, elle contribue
a Pinvasion tumorale et stimule I’angiogenése (El Hage et al., 2008).
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Le TGF-B inhibe la prolifération, induit la différentiation et favorise I'apoptose de la cellule
normale. Ce point des relations entre contrfle immunitaire local et angiogénése est
particuliérement important. Le TGFp favorise la croissance tumorale, augmente I’angiogenése et
induit une inhibition des cellules immunocompétentes (Patarad et al., 2002 ; Bouet et Catros,
2004).

Le TGF- mhibe les lymphocytes T CD4 naifs mais son effet est faible sur les lymphocytes T
CD4 actives quelque soit leur type de différentiation (Thl ou Th2). Ceci s’explique par la
dimimution de I’expression de TGF-p R-H, Ainsi, il inhibe 1’acquisition des fonctions helper des
lymphocytes CD4+ en présence d’IL-2 domt la prolifération n’est pas affectée (Sad et
Mosmann., 1994 ; Gorelik et Fields, 2000 ; Cottrez et Groux, 20601).

Figure 10 : Inhibition de la réponse anti-tumorale par TGF-B (Gorelik et Constant, 2002).
11-3-5-2- Interlenkine-10

L’TL-10 est également capable d’inhiber la prolifération, la synthése d’IL-2, d’IFN-y et de
TNF-q. par les tymphocytes T CD4+. Enfin, cette cytokine a été¢ impliquée dans la diminution
des molécules de CMH de classe I et des molécules d’adhésion (ICAM-1) par les cellules
tumorales, altérant leur reconnaissance et donc Ieur Iyse par les CTLs (Yue, 1997 ; Moore et al.,
2001).

Elle permet la diminution de la présentation d’antigéne par les CPAs, I’inhibition de la
réponse des lymphocytes T de type Thl, extinction de ’activité cytotoxique des CTLs et la
résistance des cellules tumorales a la lyse par les CTLs (Chouaib et Asselin-Paturel, 1997 ;
Sharma et al., 1999).

Elle inhibe la reconnaissance immunitaire et empéche aussi la maturation des CPAs en
réprimant ["activité du facteur de transcription NF-xB (Ohm et Carbone, 2001 ; Oyama et
Ran, 1998). La figure 11 résume les mécanismes d’échappement de ta cellute tumorale.
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Chapitre ITT Immunothérapie et thérapie cellulaire du cancer

Chapitre III- L’immunothérapie et thérapie cellulaire du cancer

Les stratégies thérapeutiques sont variées. Elles ont toutes pour objectif de lever ’anergie des
cellules potentiellement réactives en les stimulants dans des conditions optimisées. Parmi ces
traitements certains ont fait leurs preuves. C’est le cas de I’injection de cytokines. D’autres sont
en cours d’évaluation clinique. C’est le cas des thérapies cellulaires ainsi que des vaccinations
contre le cancer qui suscitent de réels espoirs car les résultats expérimentaux obtenus a ce jour
ont été tres significatifs (Papillon ef al., 2001).

I11I-1- L’immunothérapie

L immunothérapie vise a activer le systéme immunitaire dans le but d’éradiquer la tumeur
sans affecter les cellules normales. L’objectif des différents protocoles d’immunothérapie est la
génération et le maintien du potentiel lytique des effecteurs de la réponse immunitaire (Hage et
al., 2008).

L’immunothérapie passive, ou immunothérapie adoptive, ne vise pas a activer le systéme
immunitaire de maniére systématique in sifu, mais fait appel a des effecteurs isolés et activés in
vitro avant leur réinjection. L’immunothérapie active, ou immunothérapie adaptative, ou encore
appelée « vaccination » mais qui reste thérapeutique, consiste 4 présenter un ou des antigénes
dans un contexte idéal de stimulation afin de permettre le déclenchement d’une réponse
immunitaire (Grégoire et al., 2007).

11I-1-1- L’immunothérapie passive

Ce terme conceme un domaine tres large de la thérapie immunologique du cancer. Plusieurs
« agents » peuvent étre envisagés, telles les cytokines, et les anticorps monoclonaux (Grégoire
et Ebstein., 2007).

I1I-1-1-1- L’immunothérapie passive non spécifique
A- Le traitement par les interleukines

Les premiers essais de «l’immunothérapie anti-tumorale modeme » ont suscité beaucoup
d'espoirs. Ils reposaient principalement sur l'administration systémique de fortes doses d'IL-2,
associées a l'utilisation de lymphocytes du malade stimulés in vitro par 1TL-2 et extraits
directement de la tumeur, puis ré-administrés au sujet. Les réponses observées en termes de
régression tumorale étaient souvent partielles, parfois spectaculaires, mais les effets secondaires
limitaient I'administration des doses thérapeutiques nécessaires (Papillon ef al., 2001).

De nombreuses études basées sur 1’injection des cytokines telles que 1’IL-2 administrée seule
ou associée a des cellules cytotoxiques autologues, ont été conduites. L’IL-2 est en effet une
cytokine bien connue pour sa capacit¢ a favoriser la prolifération et la différenciation
d’effecteurs cytotoxiques spécifiques (LT) et non spécifiques (NK activée). L°IL-2; qui
permettent la différenciation et la prolifération des CD8+ en CTL. Ces CTL produisent des
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cytokines agissant sur différentes catégories cellulaires et assurant I'amplification de la réponse
(Papillon et al, 2001 ; Chatenoud et al, 2008).

B- Le traitement par les interférons (IFN)

De grandes quantités d’interférons IFN-o, IFN-B et IFN-y purifiés recombinant sont
maintenant disponibles. On a montré que les trois types d’interférons augmentent 1’expression
des molécules de classe I du CMH sur les cellules tumorales ; on a aussi que I’injection de I’TFN-
v augmente 1’expression des molécules de classe II du CMH sur les macrophages. Enfin I’ TFN-y
augmente directement ou indirectement 1’activité des cellules T cytotoxiques, des macrophages
et des cellules NK qui jouent tous un rdle dans la réponse immunitaire contre les cellules
tumorales. L’TFN-qo stimule le systéme immunitaire mais peut également agir directement sur la
cellule tumorale (Chatenoud et al, 2008 ; kindt ef ai., 2008).

C- Le traitement par facteurs de nécrose tumorale (TNF)

Les facteurs de nécrose tumorale TNF-o et TNF-B ont une activité antitumorale directe en
tuant certaines cellules cancéreuses ou en réduisant la vitesse de prolifération d’autres. En
présence de TNF-o ou de TNF-f, une tumeur subit une nécrose hémorragique visible et une
régression. On a montré aussi que le TNF-a inhibe la vascularisation induite (angiogenése) en
Iésant les cellules endothéliales vasculaires au voisinage d’une tumeur et donc en diminuant
I’influx du sang et de I’oxygéne nécessaire a une croissance progressive du cancer (kindt ef al.,
2008).

Tableau 1 : Inmunothérapie des tumeurs par I’administration de cytokines (Roitt ef al., 1994).

Cytokines | Type de tumeur et résultats Mécanisme d’action

Rémission prolongée de la leucémie & | Effet cytostatique possible
INF-a. tricholeucocytes

Faibles effets sur certains carcinomes Augmente CMH classe I, cytostase
INF-y Inefficace par voie générale, rémission | Augmente CMH classe I, activation
des carcinomatoses péritonéales de | des macrophages et des T
I’ovaire cytotoxiques, cytostase
I1-2 Rémission dans les adénocarcinomes | Activation et prolifération des
rénaux et les mélanoblastomes lymphocytes T, activation des
cellules NK

TNF-a Effet favorable sur les ascites malignes | Augmente de 1’adhésion cellulaire
Activation des macrophages et des

lymphocytes
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ITI-1-1-2- L’immunothérapie passive spécifique
A- Le traitement par les anticorps monoclonaux

Les chargements structuraux dans les antigénes de surface des cellules tumorales peuvent étre
reconnus par les cellules B qui réagissent par la production d’anticorps spécifiques. Les anticorps
monoclonaux spécifiques des antigénes tumoraux sont utilisés pour I’étude de la tumeur et un
éventuel traitement (Paraham, 2003).

A-1- Traitement de la tumeur avec les anticorps seuls

Les premiéres applications thérapeutiques ont fait appel a des anticorps monoclonaux produits
chez la souris (anticorps murins). L utilisation thérapeutique des anticorps monoclonaux murins
s’est rapidement heurtée a des problémes tels que la survenue de rechutes dues a une élimination
incompléte des cellules tumorales. De plus, ils provoquent la formation d’anticorps humains
dirigés contre les immunoglobulines murines (HAMA ouhuman anti-mouse antibody) (Bach,
2002 ; Bellet et Dangles-Marie, 2004 ; Ochsenbein, 2008).

Il s’agit tout d’abord de la possibilit¢ de produire par génie génitiques des anticorps
monoclonaux dits « humanisés »:

-les anticorps chimériques formés par la combinaison de régions variables d’origine murine avec
des régions constantes d’origine humaine.

-les anticorps remaniés consistent a incorporer des séquences hypervariables d’origine murine
(complementary determining regions [CDR]) entre les séquences « charpentes » (frameworks
[FR]) des régions variables d’immunoglobulines humaines. Ces séquences CDR sont celles qui
interagissent préférentiellement avec I’antigéne (figure 12) (Bellet et Dangles-Marie, 2004 ;
chatenoud et al, 2008).

Ces anticorps monoclonaux exercent leurs fonctions a travers plusieurs mécanismes
effecteurs, ’activation du complément, la lyse par les macrophages et les NK ou encore
induisant des signaux transmembranaires menant a I’apoptose. Chacun de ces mécanismes peut
jouer un rdle dans les réponses antitumorales induites par ces anticorps monoclonaux mais ces
mécanismes ne sont pas encore bien connus (Dougan et Dranoff., 2009).
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Figure 12 : Ingénierie des anticorps (Bellet et Dangles-Marie, 2004).
A-2- Le traitement par les anticorps couplés a un agent

Ces anticorps peuvent étre modifiés couplés a un isotope radioactif, 4 un médicament
cytotoxique, a une toxine bactérienne ou végétale, ou bien un enzyme capable d’activer des
prodrogues. Les anticorps monoclonaux servent alors de vecteur pour acheminer ces substances
vers la tumeur (Révilard et al., 2001).

Les conjugués de toxine biologique et d’anticorps sont appelé des immunotoxines (IT). Les
immunotoxines sont activées uniquement aprés leur pénétration dans les cellules, ce qui devrait
réduire le risque d’endommager les cellules non cancéreuses. Aprés leur fixation aux cellules
tumorales, les immunotoxines sont endocytées. Une fois dans les endosomes, la toxine est
séparée de I’anticorps par clivage enzymatique ce qui lui permet d’exercer son effet toxique
(Paraham, 2003).

Les anticorps monoclonaux couplés aux radioisotopes méfient la suppression par altération de
I’ADN par désintégration et la libération des particules a haut énergie. L’irradiation par les
isotopes couplés aux anticorps provoque la lyse de cellules cibles mais aussi celle des cellules
voisinages (Lydyard et al., 2002 ; Burmester et pezzutto, 2003).

A-3- Le traitement par les anticorps bispécifiques AcBs

Les anticorps bispécifiques (AcBc) constitués des sites se liaisons des deux anticorps
monoclonaux différents liés par deux liaisons covalentes, ont été préparés comme traitement
antitumorale (figure 12). Le premier site des AcBs concerne [’antigéne, est dirigé contre un
antigéne tumoral alors que ’autre se lie a des effecteurs de la réponse immune tels que des
cellules NK, des phagocytes, ou des lymphocytes T cytotoxiques (Lydyard et al., 2002 ; Bellet
et Dangles-Marie, 2004).

L’avenir de I’immunothérapie humorale anti-tumorale se situe peut-étre dans les anticorps
bifides (bispécifiques) qui activent et lient les lymphocytes T aux cellules tumorales qui
expriment la molécule ciblée par le second site de ’anticorps. Induisant une lyse dirigée des
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leur expression de diverses cytokines, de molécules de classe II du CMH et de la molécule B7 de
costimulation (kindt et al., 2008).

Ce traitement serait a [’origine de réaction inflammatoire activent des cellules présentatrices
d’antigénes qui phagocytent les cellules tumorales résiduelles et présentent leurs antigénes aux
lymphocytes (Burmester et Pezzutto., 2005).

II1-1-2-2- L’immunothérapie active spécifique
A- Le traitement par les antigénes de tumeurs

L’identification d’antigénes associés aux tumeurs a permis le développement d’essais
cliniques de vaccinothérapie. Certains de ces essais utilisent des peptides, seuls ou en
association, d’autres utilisent des extraits de tumeur autologue. Les antigénes sont, selon les
essais, utilisés directement ou aprés chargement sur des CPA. Actuellement, des essais sont
menés avec des antigénes de tumeur qui ont été fusionnés avec des ligands de la surface des
cellules dendritiques, comme des chimiokines ou des fragments Fc d’immunoglobulines par
exemple, pour adresser cet antigéne a la cellule dendritique vers sa cible (Catros-Quemener et
al., 2003 ; Grégoeire et Ebstein, 2007).

La vaccination peptidique est [’une des premicres approches d’immunothérapie spécifique, il
s’agit d’un processus actif ou une population de lymphocytes T CD8+ spécifiques est stimulée
par I'injection dans le tissu des peptides (figure 14). Les peptides ont été combinés avec des
adjuvants de la réponse immune ou combinés avec des cytokines comme le GM-CSF qui peut
aider au recrutement des cellules dendritiques ou comme I’'IL2 qui est un facteur de croissance
des lymphocytes T (Bellet et al., 2004 ; Olivier et al., 2008).

Figure 14 : Principes de la vaccination peptidique (1) Le peptide (sphére rouge) est injecté en sous-cutané
sous forme d’une émulsion incluant 1’adjuvant dans un membre sain. (2) Le peptide est présenté par les cellules
dendritiques locales aux lymphocytes T CD8+. (3) Les lymphocytes T CD8+ spécifiques stimulés se multiplient. (4)
Les lymphocytes T CD8+ attaquent la cellule tumorale qui présente le peptide de maniére endogéne (Olivier et

al., 2008).
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L’utilisation de lysats tumoraux présente 1’intérét majeur d’étre a priori applicable a toutes les
tumeurs, méme si les antigénes de ces tumeurs ne sont pas identifiés et sans nécessité pour le
patient d’appartenir a un groupe HLA particulier (Catros-Quemener et al., 2003).

On a recours également aux protéines de stress extraites des cellules tumorales. On pense que
ces molécules agissent comme chaperonnes durant 1’assemblage des complexe CMH-peptide ;
elles apporteraient les peptides produits durant 1’apprétement (Roitt et al., 2002).

I11-2- La thérapie cellulaire

Les stratégies de thérapie cellulaire sont a I’étude actuellement. Il s’agit soit d’injecter des
lymphocytes, soit de vacciner les patients avec des cellules dendritiques, des NK, des
macrophages, ou avec des cellules tumorales, ou encore des approches a base de cellules souches
mésenchymateuses (Abastado, 2003 ; Bouet et Catros, 2004).

I11-2-1- La thérapie cellulaire par injection des cellules immunitaires
I11-2-1-1- L’injection des lymphocytes

Consiste a transférer des LT autologues fonctionnels a un animal d’expérience ou un individu
incapable de développer une réponse immune a 1’égard d’un antigéne. Ces LT sont isolés de
I’individu cancéreux puis amplifiés et manipulés in vitro avant d’étre réinjectés, permettant alors
I’induction de I’immunité antitumorale (Mackensen et al., 2006).

La plupart des méthodes d'induction et/ou de restimulation in vitro actuelles ont pu étre
optimisées par l'utilisation de peptides antigéniques. L'une des approches les plus efficaces
consiste a cultiver des CD autologues chargées avec le peptide d'intérét avec la fraction
lymphocytaire T CD8" purifiée (Angevin et al., 2000).

Des populations des cellules T extraites de sites tumoraux peuvent aussi étre amplifiées et les
activer in vitro en présence de cellules tumorales ou d’antigenes spécifiques de tumeurs, puis de
réinjecter au patient en présence ou non d’IL-2 (Figurel5) (chatenoud et al., 2008 ; Lydyard et
al., 2002).
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ITI-2-1-2 L’injection des cellules dendritiques (DC)

La premiére démonstration des propriétés vaccinales des cellules dendritiques a été apportée
par Dhodapkar et al, qui ont rapporté qu’une injection unique de cellules dendritiques produites
in vitro & partir de monocytes. Sont classiquement cultives pendant sept jours en presence de
GM-CSF et d’TL-4 afin de les différencier en DC immatures. Par la suite, les cellules sont
incubees avec des Ag tumoraux puis avec un cocktail de cytokines permettant leur maturation
(Eymard et Bernard, 2003 ; Mazouz ef al., 2005).

L’aptitude particuliére des DC a susciter les réponses des cellules T a inspiré de nombreuses
stratégies immunothérapeutiques basée sur 1’induction de réponses immunitaires spécifiques et
protectrices par injection de DC isolées. Peuvent étre chargées avec des peptides tumoraux, des
extraits de cellules tumorales, des corps apoptotiques, ou encore étre fusionnées avec des cellules
tumorales (Catros-Quemener et al, 2003 ; Delves et al., 2008).

Enfin I’utilisation récente comme agent vaccinal d’exosomes de cellules dendritiques
chargées avec des peptides tumoraux présentés par les molécules de CMH de classe I et IT a
montré des résultats efficaces in vitro pour induire des réponses immunes par des LT spécifiques.
De plus, ces approches donnent des résultats encourageants in vivo (Wolfers et Lozier, 2001 ;
Escudier et Dorval, 2005).

Dans la mesure ou les épitopes tumoraux de classe II sont rares, une stratégie alternative plus
simple basée sur le co-chargement de la cellule dendritique avec la molécule helper KLH
(keyhole limpet hemocyanin) a récemment été développée pour induire et polariser une puissante
réponse Thl et amplifier ainsi les faibles réponses T cytotoxiques spécifiques (Eymard et
Bernard., 2003).
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cellulaire hétérogeéne d'activité cytolytique variable (Rosenstein ef al, 1984 ; Phillips et Lanier,
1986).

I11-2-1-4- L’injection des macrophages

Suite aux travaux montrant la possibilité de produire des cellules immunocompétentes a visée
cytotoxique par culture ex vivo comme les LAK ou les TIL mais induisant une toxicité majeure
du fait de I'utilisation concomitante d'IL-2 & fortes doses, des équipes se sont intéressées dans les
années 90 aux macrophages susceptibles d'entrainer une destruction tumorale pour une moindre
toxicité (Eymard ef al., 1996 ; Lesimple ez al., 2000).

Les cellules de la lignée macrophage différenciées in vitro a partir de monocytes puis activées
par l‘interféron vy, acquiérent une puissante activité antitumorale mesurable in vitro et dont
1‘efficacité thérapeutique a été démontrée dans plusieurs modéles animaux. Ces cellules sécrétent
de nombreuses cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-o, mais peuvent également
reconnaitre et tuer les cellules tumorales sans affecter les tissus sains. Nous avons voulu
exploiter ce pouvoir antitumoral pour traiter des patients atteints de cancers avancés (Abastado,
2003).

I11-2-2- La thérapie cellulaire par injection des cellules tumorales

Les cellules cancéreuses sont utilisées comme source d’Ag dans le but d’augmenter
I’immunogénicité de la tumeur. Elles peuvent étre réinjectées aprés avoir été irradiées ou lysées
en combinaison ou non avec des adjuvants (Wallack ef al, 1992 ; Dillman ef al, 2002).

La vaccination par cellules tumorales consiste a injecter des cellules cancéreuses autologues
ou allogéniques inactivées, associées a un adjuvant, dans le but de potentialiser la réponse
immunitaire. L utilisation de cellules tumorales autologues est conceptuellement satisfaisante,
car elle est 4 méme d’entrainer une réponse immune polyclonale. Néanmoins, il faut noter que
I’extraction et la purification de cellules tumorales présentent des difficultés techniques (Berd,
2002).

Pour tenter d’amplifier la réponse immunologique, le rationnel a été modifié par ’utilisation
de cellules allogéniques. Les avantages de cette approche par rapport a ’emploi de cellules
autologues sont, d’une part, la facilit¢ de production du matériel cellulaire et, d’autre part,
I’induction d’une réaction immunitaire antitumorale potentiellement plus importante par des
cellules a priori plus immunogénes (Eymard et Bernard, 2003).

I11-2-3- La thérapie cellulaire par injection des cellules souches mésenchymateuses (CSM)

In vitro, les cellules souches mésenchymateuses humaines et murines peuvent ainsi endocyter
une protéine extracellulaire telle I’albumine de poulet (ovalbumine), la dégrader en peptides
immunogéniques et présenter ces peptides sur les molécules d’histocompatibilité majeurs de type
IT afin d’activer, a I’aide de I’expression du costimulateur, les lymphocytes T de type CD4
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spécifiques a cet antigéne. Les cellules souches mésenchymateuses possédent donc le double
potentiel d’inhiber ou d’activer une réponse immunitaire, selon la nature des stimuli présents
dans leur microenvironnement. Les CSM migrent et proliférent au niveau des sites
inflammatoires et des tumeurs. Ce comportement des CSM a été exploité pour une stratégie de
ciblage tumoral dans le cadre de thérapies cellulaires anti-cancéreuses (Pommey et Galipeau,
2006 ; Wang et al., 2009 ; Matuskova et al., 2009).

Nous avons ainsi démontré que les CSM peuvent induire in vivo une réponse immunitaire
cellulaire spécifique a un antigéne, suffisamment efficace pour prévenir le développement
tumoral. Ainsi, I’utilisation de CSM génétiquement modifiées permettrait potentiellement de
cibler de multiples antigénes tumoraux, d’augmenter leur capacité d’activation des lymphocytes
T de type CD8 ou d’augmenter leurs propriétés de costimulation (Pommey et Galipeau, 2006).

Ces modifications permettent de cibler les tumeurs mais elles permettent également la
sécrétion au niveau tumoral de différentes protéines thérapeutiques telles que I’TFN-q, I’TL-2,
I’'IL-12, la sécrétion de prodrogues activant des génes suicides (Nakamura et al., 2004 ;
Hamada ef al., 2005 ; Nakamizo ef al., 2005 ; Aboody et al., 2008 ).

Les cytokines telles que I’TL-2, I'TL-12 et I’TFN-P peuvent stimuler la réponse antitumorale
travers 1’activation des lymphocytes T qui provoque une réponse immunitaire pour détruire les
tumeurs (Hu et al., 2010).

I11-3- La thérapie génique

Dans le cadre des maladies cancéreuses, les stratégies de thérapie génique sont: le
remplacement de génes manquants ou non-fonctionnels, la modification de la réponse de I’héte a
1’égard de la tumeur, la production de substances pharmacologiques (Martinet et al., 1999).

I11-3-1- Transfert d’un géne suicide

Cette stratégie consiste a transférer dans la cellule cancéreuse un géne dont le produit est
capable de transformer une prodrogue (un précurseur de drogue) en drogue cytotoxique. En
revanche, les cellules tumorales qui elles se divisent activement sont infectées par le rétrovirus et
intégrent le géne «tueur» (Etienne et al., 2006).

De plus, l'administration secondaire de la ou des prodrogues doit permettre d'abolir la
réplication virale en favorisant la lyse rapide des cellules infectées, ce qui est trés important pour
la sécurité de la procédure (Grill et al., 2003).

Le transfert d’un géne « suicide » dans une cellule tumorale a montré un effet antitumoral
dépendant de la réponse immune de 1’héte. Ainsi, les cellules malignes transfectées par le gene
« suicide » sont sensibilisées a une pro-drogue. Le géne de la thymidine-kinase (TK) du virus
herpes simplex [HSVtk]) code pour une enzyme capable de transformer un précurseur non

3
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toxique (le ganciclovir) en un produit toxique (ganciclovir triphosphaté, dans le cas de HSVtk)
pour la cellule (Leclercq ef al., 1999 ; Collinet ef al., 2000).

111-3-2- Modification des cellules tumorales

Les techniques modernes de transfert de géne permettent désormais d’améliorer
I’immunogénicité des cellules tumorales et les rendent visibles par le systéme immunitaire une
fois réinjectées (Rousseau et al., 2006).

L’injection de cellules tumorales génétiquement modifiées a pour but de détruire des cellules
tumorales non génétiquement modifiées en induisant ou en stimulant une réponse immune
antitumorale dirigée contre des antigénes présents a la surface de ces derniéres (Leclercq ef al.,
1999).

L'augmentation des molécules CMH de classe I a la surface des cellules tumorales, par
transfection des génes du CMH de classe I dans les tumeurs, diminue la tumorigénicité dans les
modeles murins, vraisemblablement par augmentation de la présentation de l'antigéne aux
lymphocytes T CD8+. L'introduction de génes de molécules de classe I du CMH, dans certains
modeles de tumeurs murines, entrainé le développement d'une immunité systémique contre les
cellules tumorales non modifiées (Papillon ez al., 2001).

Une autre approche est le transfert du géne de molécules co-stimulatrices comme B7-1 ou B7-
2 dans les cellules tumorales, en association ou non avec des génes de cytokines. Ces molécules
co-stimulatrices ne sont généralement pas exprimées sur les cellules tumorales (Leclercq ef al.,
1999).

A la suite du transfert des génes codant pour 1TL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12, INF-y, GM-CSF
et TNFo, Ces cytokines pourraient permettre d’accroitre le recrutement d’effecteurs T
cytotoxiques ou auxiliaires capables de reconuaitre les antigénes tumoraux, d’augmenter
I’expression des molécules du CMH de classe I a la surface des cellules tumorales et de rendre
ainsi les cellules tumorales transduites plus vulnérables a une attaque cytotoxique (Papillon ef
al., 2001 ; Rousseau et al., 2006).

Parmi les autres stratégies étudiées, dans un modele murin, la transduction in vivo de cellules
tumorales Fas(+) ou Fas(-) avec le géne FasL a permis d’entrainer, d’une part, 1’apoptose des
cellules tumorales Fas(+) avec régression tumorale et, d’autre part, une réaction inflammatoire
locale ayant un effet antitumoral sur les cellules Fas(-) (Leclercq et al., 1999).
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Figurel8 : Modification génétique des cellules tumorales (Leclercq ef al., 1999).

Ce traitement a induit une nécrose de la tumeur avec une réduction de 40 a 100% de son volume.
Une importante réaction inflammatoire locale a été générée avec infiltration de la tumeur par des
macrophages et des lymphocytes T (Martinet ef al., 1999).

111-3-3- Les modifications des effecteurs immunitaires
IT1-3-3-1- Les lymphocytes

L’immunothérapie génique adoptive consiste en I’apport d’effecteurs cellulaires antitumoraux
génétiquement modifiés, et concerne pour I’essentiel les TIL. Ces TIL ont été transduits par le
géne de I'IL- 2 grice 4 un vecteur rétrovirus. Dans le but, principalement, d’augmenter leur
potentiel antitumorale, le transfert du géne du TNF-a dans des TIL, bien que donnant une faible
production de cytokines, a également été utilis¢ dans un protocole pour des cancers avancés
(Leclercq ef al.,1999).

L’utilisation de vecteurs viraux permet, a I’aide du génie génétique, de créer des lymphocytes
T reconnaissant la tumeur de fagon spécifique. Il est possible d’identifier et de récupérer les
séquences d’ADN des domaines variables des chaines a et f du TCR de ces TIL (Burmester et
Pezzutto, 2005).

11 est en revanche possible de modifier génétiquement la spécificité des lymphocytes au
moyen de virus recombinants codant pour des anticorps simple chaine spécifiques d’un antigéne
donné (Rousseau ef al., 2006).
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IT1-3-3-2- Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques peuvent étre éduquées ex vivo et sensibilisées vis-a-vis d'antigénes
peptidiques extraits de tumeurs. Elles peuvent également étre transfectées par des ARN ou des
fragments d'ADN, portés par des vecteurs viraux, afin d'exprimer un antigéne tumoral (Papilion
et al., 2001).

Les cellules dendritiques peuvent également étre la cible d’un transfert de géne codant soit
pour des cytokines, soit pour des antigénes tumoraux (figure 19) (Leclercq ef al., 1999).

Figure 19: Utilisation de cellules dendritiques génétiquement modifiées A. Les cellules
mononucléées circulantes du patient sont isolées et la fraction adhérente est cultivée pendant 7 jours in vitro en
présence d’IL-4 (interleukine-4) et de GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) en milien
synthétique. Les cellules dendritiques ainsi produites sont alors transfectées ou transduites avec le (ou les) géne(s)
thérapeutique(s) puis injectées au patient. B. L’introduction de génes d’antigénes tumoraux permettra la présentation
de peptides tumoraux par ces cellules qui sont capables de stimuler des lymphocytes T naifs. Le transfert de génes
de cytokines vise a amplifier la réponse induite ou 2 I’orienter vers un phénotype antitumoral. AT: antigénes
tumoraux; GT: génes transférés ; CMH-Pep: molécule de classe I du CMH présentant un peptide tumoral; Mco:
molécule co-stimulatrice ; Rc : récepteur cytokinique ; LT: lymphocyte T ; LB: lymphocyte B; Mn: monocyte
(Leclercq et al., 1999).

ITI-3-4- Les oncogénes et les génes suppreseurs

Le proto-oncogéne, alors appelé oncogéne. Un moyen de prévenir ’expression des oncogénes
est de transfecter les cellules tumorales avec une séquence d’ARN anti-sens dirigée contre
I’oncogéne incriminé. La séquence ARN anti-sens est complémentaire a2 I’ARN messager de
I’oncogéne auquel elle se fixera, formant un double-brin stable d’ARN non-traductible
(Martinet et al., 1999).

Dans le contexte d’inactivation d’oncogénes, des études précliniques ont montré que le géne
E1A (E1A: adenovirus type 5 early region 1) de I'adénovirus de type 5 a une activité
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antitumorale associée a la répression transcriptionnelle de I’oncogéne HER2/neu qui est
surexprimé dans un certain nombre de tumeurs. Suite au traitement, les auteurs ont observé une
diminution significative de ’expression du géne HER2/neu dans les tumeurs, accompagnée
d’une induction de I’apoptose et d’une réduction de la prolifération des tumeurs (Bertin ef al.,
2007).

Pour compenser un géne suppresseur (inactivé par mutation ou délité), I’apport du géne
normal par transfection ou transduction est une autre approche. La compensation d'une mutation
d'un géne suppresseur de tumeur par la restauration fonctionnelle de ce méme géne est un des
axes principaux de thérapie génique. L'efficacité de cette stratégie nécessite la connaissance du
statut génétique de la tumeur pour le géne utilisé (Collinet et al., 2000 ; Ameziane et al., 2006).

4n
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Conclusion
Conclusion

Depuis la découverte de I'immunité antitumorale, les stratégies en immunothérapie des
tumeurs se développent de fagon importante. Elles se fondent, pour la plupart, sur 1’activation de
la réponse lymphocytaire T spécifique. Des stratégies de thérapie cellulaire sont a 1’étude
actuellement.

Dans tous ces protocoles, des essais préliminaires sont nécessaires. Apres les premiéres
découvertes accompagnées d’espoirs parfois excessifs, la phase difficile des essais cliniques est
souvent accompagnée d’une certaine désillusion avant que n’apparaissent les premiéres réponses
cliniques objectives. Mais ’espoir est a tempérer. Les scientifiques ignorent encore si leurs
nouvelles cellules peuvent effectivement détruire les tumeurs tout en épargnant les tissus sains,
afin de développer une thérapie ciblée. Si ’avenir le montre, ils se disent optimistes et pensent
pouvoir utiliser un tel traitement dans un futur pas si lointain.

Ils reposent sur le principe de s’attaquer aux cellules tumorales de fagon ciblée. Ces nouvelles
thérapies se veulent donc a la fois plus spécifiques contre le cancer et moins nocives pour
I’organisme Les thérapies ciblées n’agissent que sur les cellules cancéreuses : les cellules saines
sont épargnées et les effets secondaires sont bien moindres.

Le programme Shiva, qui vient d’étre lancé en octobre 2012, est le premier essai clinique au
monde entiérement basé sur le profil moléculaire de la tumeur, sans tenir compte de 1’organe qui
est touché. Si une thérapie ciblée est efficace contre un type de cancer, pourquoi ne le serait-elle
pas pour d’autres.

Plusieurs agents sont actuellement a 1’étude pour le traitement des tumeurs solides. Les
chercheurs tentent d’ailleurs de voir si la combinaison de ces nouveaux agents avec des agents de
chimiothérapie standard n’entrainerait pas une synergie en ce qui a trait a I’augmentation de
I’apoptose des cellules cancéreuses. Beaucoup d’oncologistes croient que les meilleures chances
d’améliorer le traitement du cancer reposent sur ces combinaisons d’agents.
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