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> La reconnaissance des cellules tumorales
par le systeme immunitaire et la capacité
de ce dernier a réprimer le développement
des tumeurs ont été évoquées il y a plus
d’un siécle par Paul Erhlich (1909), puis
reformulées en 1957 par Sir Macfarlane
Burnet et Lewis Thomas sous le concept
d’immunosurveillance antitumorale. Il a
toutefois fallu attendre la fin des années
1990, et 'amélioration des modéles pré-
cliniques immunodéficients, pour que cer-
taines équipes réexplorent I'influence du
systeme immunitaire dans le controle du
cancer et valident ce concept d’immuno-
surveillance. Ce concept est, a I’heure
actuelle, a la base des études d’immuno-
logie antitumorale. Cependant, les cellules
tumorales acquiérent progressivement des
propriétés leur permettant d’échapper a la
surveillance continue du systeme immuni-
taire. Parmi ces propriétés, la capacité a
induire un microenvironnement immuno-
suppresseur! favorisant I’accumulation
de cellules immunorégulatrices, telles que
les lymphocytes T régulateurs (Treg) et les
cellules myéloides suppressives (MDSC)
[1], ainsi que Pinhibition des fonctions
des lymphocytes T CD8* (LT CD8*) effec-
teurs [2]. Cette perte de fonction, appelée
« épuisement » (exhaustion), est associée
a I’expression de molécules de costimu-
lation inhibitrices telles que program cell
death-1 (PD-1), T-cell immunoglobulin
and mucin 3 domain (TIM-3), cytotoxic
T lymphocyte antigen (CTLA-4) ou lym-
phocyte activation gene 3 (LAG-3). La
liaison de ces molécules a leurs ligands
(présents dans le microenvironnement

< Voir a ce propos le numéro thématique publié par méde-
cine/sciences en avril 2014 sur « Microenvironnements tumo-
raux : conflictuels et complémentaires ».
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tumoral) aboutit & une perte graduelle des
fonctions des LT CD8" infiltrant les tumeurs
(prolifération, production de cytokines,
cytotoxicité). Au sein de ce microenviron-
nement tumoral, le vascular endothelial
growth factor (VEGF)-A a longtemps été
étudié pour ses propriétés proangiogé-
niques, c’est-a-dire favorisant le dévelop-
pement de vaisseaux sanguins au niveau
de la tumeur. Des traitements antiangio-
géniques, ciblant, entre autres, le VEGF ou
ses récepteurs, ont été développés (tels
que le bevacizumab, un anticorps mono-
clonal anti-VEGF) et sont actuellement
utilisés en clinique. Cependant, le VEGF-A
possede également des propriétés immu-
nomodulatrices favorisant I’échappement
des cellules tumorales a la surveillance par
le systéme immunitaire (induction de Treg
et cellules myéloides suppressives) [3].

Le blocage de la voie VEGF-A/

VEGF-R est suffisant pour diminuer
I’expression de PD-1 a la surface des
lymphocytes T CD8" infiltrant la tumeur
Plusieurs études laissaient supposer un role
de la voie VEGF-A/VEGFR dans ’épuisement
des LT CD8" infiltrant la tumeur et dans
I'expression, a leur surface, de molécules
de costimulation inhibitrices telles que
PD-1. D’une part, Ozao-Choy et al. avaient
montré que I’administration de suniti-
nib (inhibiteur de tyrosine kinase multi-
cible bloquant VEGF-R1, -R2, -R3, PDGFRa
[platelet-derived growth factor receptor],
PDGFRb, FLT3 et c-kit [deux récepteurs de
facteurs de croissance, FLT3L et le stem
cell factor, respectivement]) & des souris
porteuses de tumeurs limitait 'expression
de PARNm codant pour PD-1 au niveau

des lymphocytes infiltrant les tumeurs [4].
D’autre part, des études in vitro avaient
révélé que le VEGF pouvait diminuer la
fonctionnalité de lymphocytes T humains
(prolifération) [5, 6]. Nous avons donc
émis I’hypothese que la voie VEGF-A/VEGFR
pouvait étre impliquée dans I’épuisement
des LT CD8" intratumoraux. Afin d’analy-
ser I'effet du blocage de la voie VEGF-A/
VEGFR sur I"épuisement des LT CD8*, nous
nous sommes tout d’abord intéressés a
impact de différents antiangiogéniques,
ciblant la voie VEGF-A/VEGFR (sunitinib ou
anti-VEGF-A murin) ou non (masitinib),
sur 'expression de PD-1 a la surface des
LT CD8" infiltrant une tumeur colique CT26
greffée par voie sous-cutanée et pro-
duisant de fortes quantités de VEGF-A.
Nous avons ainsi observé que seuls les
traitements antiangiogéniques bloquant
cette voie VEGF-A/VEGFR induisaient une
diminution de I’expression de PD-1 a la
surface des LT CD8" infiltrant la tumeur,
contrairement @ un traitement par masiti-
nib, alors méme que le ralentissement de
la croissance tumorale était similaire quel
que soit ’antiangiogénique administré [7].
De plus, cette diminution de I'expression
de PD-1 sur les LT CD8" était associée a
une restauration de fonction (production
d’interféron gamma [IFNy]). €nfin, lorsque
le traitement par anti-VEGF-A était associé
a une élimination des LT CD8* (par Iutili-
sation d’un anticorps anti-CD8), Ieffet du
traitement anti-VEGF-A était moindre. Ces
premiers résultats laissaient donc suppo-
ser que Ieffet antitumoral observé apres
traitement par anti-VEGF-A n’était pas
simplement lié a une activité antiangiogé-
nique, mais également a un effet stimulant
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Figure 1. Le VEGF produit par la tumeur est impli-
qué dans ’épuisement des LT (D8" cytotoxiques.
Le VEGF sécrété par la tumeur augmente I"expres-
sion des molécules de costimulation inhibitrices
(PD-1, TIM-3, CTLA-4, LAG-3) 4 la surface des LT
CD8" infiltrant la tumeur, via le VEGFR2. Cet effet
peut étre inhibé par 'utilisation de molécules
antiangiogéniques (AA) ciblant la voie VEGF-A/
VEGFR. La liaison de ces molécules de costi-
mulation inhibitrices a leurs ligands, présents
dans le microenvironnement tumoral (PD-L1 et
galectine-9, les ligands de PD-1 et TIM-3 étant
exprimés en partie par les cellules tumorales, les
ligands de CTLA-4 et LAG-3 étant exprimés par
les cellules présentatrices d’antigéne présentes
dans le microenvironnement tumoral), induit

I’épuisement de ces LT CD8".

sur I'immunité antitumorale, et que le
VEGF-A pouvait moduler I’expression de
PD-1a la surface des LT CD8".

Le VEGF-A agit directement sur
I’expression de PD-1 sur les
lymphocytes T CD8" activés

Afin de déterminer si le VEGF-A avait
une action directe sur les LT CD8", nous
avons évalué I’expression des récep-
teurs du VEGF-A (VEGF-R1 et VEGF-R2)
sur les LT CD8" in vivo. Nous avons ainsi
observé que seuls les LT CD8* infiltrant les
tumeurs exprimaient VEGF-R1 et VEGF-
R2, contrairement aux LT CD8" spléniques
de souris naives ou porteuses de tumeurs.
La stimulation, par des doses croissantes
d’anticorps anti-CD3, de LT CD8* purifiés
a partir de la rate de souris naives per-
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mettait d’induire I’expression de VEGF-R1
et -R2 a leur surface. Cela suggere que
I’expression des récepteurs du VEGF était
associée a I’activation des lymphocytes.
Dans ces mémes conditions, I'ajout de
VEGF-A permettait d’augmenter I'expres-
sion de PD-1 a la surface des LT CD8".

Le VEGF-A module le degré
d’épuisement des lymphocytes T
cytotoxiques infiltrant la tumeur

Bien que PD-1 soit la molécule de co-sti-
mulation inhibitrice principalement asso-
ciée a "épuisement des lymphocytes T, son
expression membranaire peut également
refléter une activation transitoire de ces
lymphocytes [8]. D’autres molécules de
costimulation inhibitrices ont été asso-
ciées a I'épuisement des lymphocytes,
telles que TIM-3, CTLA-4 et LAG-3 [9]. De
fagon intéressante, nous avons mis en évi-
dence, in vitro, que non seulement le VEGF-
A modulait directement I’expression de
PD-1 a la surface des LT CD8* activés, mais
qu’il était également responsable d’une
augmentation de I'expression d’autres
molécules de costimulation inhibitrices
(TIM-3, CTLA-4) et d’une augmentation de
la densité de ces molécules (TIM-3, CTLA-4
mais aussi LAG-3) [7]. De plus, le VEGF-A
favorisait la coexpression simultanée de
ces molécules, qui est associée a un degré
d’épuisement plus important du lympho-
cyte [9]. Afin de valider le role modula-
teur de la voie VEGF-A/VEGFR sur I"épui-
sement des lymphocytes T cytotoxiques,
nous avons ensuite évalué I'intérét d’un
traitement par anti-VEGF-A en mesurant
I’expression de ces récepteurs associés
a I’épuisement des LT CD8" infiltrant des
tumeurs sous-cutanées, mais également
hépatiques. U'administration d’un anti-
VEGF-A permettait de réduire la proportion
de LT CD8" intratumoraux coexprimant
trois ou quatre molécules de costimulation
inhibitrices.

Intérét d’une combinaison
thérapeutique associant un anti-
VEGF-A d un anti-PD-1

Avec le développement récent de nou-
velles stratégies d’immunothérapies

anticancéreuses bloquant les molé-
cules de costimulation inhibitrices
(anti-CTLA-4, anti-PD-1) et offrant
des réponses objectives prolongées,
les stratégies thérapeutiques visant a
restaurer une immunité antitumorale
efficace semblent prometteuses. Tou-
tefois, ces réponses objectives ne sont
pas observées chez tous les patients
(31 % de réponses objectives dans le
mélanome avec un anti-PD-1 [10] et
11 % avec un anti-CTLA-4 [11, 12]),
suggérant que, chez certains patients,
cette restauration de I'immunité pour-
rait étre insuffisante. €n diminuant la
proportion de LT CD8" épuisés exprimant
différentes molécules de costimulation
inhibitrices, un traitement par anti-
VEGF-A pourrait permettre d’accroitre
la sensibilisation des tumeurs a des
immunomodulateurs tels que I"anti-
PD-1. Afin de tester cette hypothese,
nous avons tout d’abord analysé Ieffet
d’un traitement par anti-PD-1 sur des
sarcomes murins produisant du VEGF
(MEF [murine embryonic fibroblasts])
ou non (MEF-KO). De facon intéressante,
I’effet antitumoral de I’anti-PD1 n’était
observé que sur les tumeurs MEF-KO, ce
qui suggere que le VEGF-A intratumoral
limitait I"action de I’anti-PD-1. De la
méme maniére, le traitement par anti-
PD-1 seul paraissait inefficace sur les
tumeurs CT26, alors qu’une association
anti-PD-1 + anti-VEGF-A avait un effet
antitumoral supérieur a celui d’un trai-
tement par anti-VEGF-A seul [7].

Conclusion

L’ensemble de ces résultats montrent
pour la premiére fois le réle clé, et
direct, du VEGF-A présent dans le
microenvironnement tumoral sur
I’épuisement des LT CD8" intratumo-
raux (Figure 1), et suggére un effet
synergique de I'association d’un anti-
VEGF-A a un anti-PD1. Deux essais
cliniques associant le bévacizumab
(anti-VEGF) & un anti-PD-1 sont en
cours pour évaluer I'intérét d’une telle
combinaison dans le cancer du rein
métastatique (NCT02348008) et dans



le cancer pulmonaire non a petites cel-
lules métastatique (NCT02039674). ¢
Impact of VEGF-A in exhaustion of
intratumoral T cells
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Lapoptose, sculpteur actif

de la morphogenése

L'apoptose - ou mort cellulaire program-
mée - est un processus cellulaire essen-
tiel dont la dérégulation peut entrainer
de nombreuses pathologies [1]. Elle
joue un réle majeur dans la prévention
naturelle du développement d’un cancer
au sein d’un organisme, par I"élimina-
tion de cellules endommagées ou mal
placées. €n effet, Iinhibition de I"apop-
tose permet aux cellules cancéreuses de
survivre, malgré leur localisation aber-
rante et leur prolifération anormale.
Au contraire, 'excés d’apoptose peut
entrainer le développement de maladies
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neurodégénératives. Ainsi, "apoptose
apparaft comme un processus cellulaire
qui doit étre finement régulé.

Outre son role dans différents contextes
pathologiques, "apoptose est essen-
tielle au cours du développement [2, 3].
C’est d’ailleurs dans ce contexte qu’elle
a été initialement identifiée chez des
organismes modeles tels que le ver a
soie et le tétard. Il a ensuite été montré
que ce phénomeéne était extrémement
conservé au cours de I’évolution. &n
effet, son déclenchement repose sur
I’activation de protéases spécifiques
appelées caspases, retrouvées dans la
chaine évolutive du ver a soie jusqu’aux
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mammiféres, et qui se chargent de
dégrader de fagon coordonnée les dif-
férentes structures cellulaires [4]. Cette
dégradation progressive aboutit a la
formation de corps apoptotiques consti-
tués de débris des différents organites
enveloppés d’une membrane. Ces corps
apoptotiques permettent une élimina-
tion « propre » des cellules, sans déver-
sement du contenu cellulaire a I"exté-
rieur, et donc sans inflammation ; ils
seront ensuite éliminés par les macro-
phages.

Au cours du développement, I"apoptose
permet de réguler le nombre de cellules
au sein d’un tissu, mais aussi de sculpter
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