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Repenser la place des
lymphocytes B et des structures
lymphoides tertiaires dans
Pimmunothérapie des cancers

Claire Germain!, Héléne Kaplon?, Marie-Caroline Dieu-Nosjean?

Des lymphocytes B aux structures
lymphoides tertiaires

Les lymphocytes B ont suscité beaucoup de
travaux portant sur leur capacité unique
a produire, une fois différenciés en plas-
mocytes, des anticorps spécifiques d’une
immense variété d’antigenes. Une fois
fixées sur leur cible antigénique et outre
leur capacité neutralisante, ces molé-
cules vont activer des mécanismes effec-
teurs majeurs de la réponse immunitaire,
incluant la phagocytose, I’endocytose, la
cytotoxicité a médiation cellulaire dépen-
dante des anticorps et celle dépendante
du complément. Mais le rGle des lympho-
cytes B ne se limite pas a la production
des anticorps. Au début des années 1980,
il a été montré qu’ils servaient également
de cellules présentatrices d’antigénes,
conduisant a la formation de synapses
immunologiques avec des lymphocytes T
spécifiques, via la présentation de pep-
tides antigéniques associés a des molé-
cules du complexe majeur d’histocompa-
tibilité de classe I, cette synapse étant
renforcée par des interactions entre des
molécules de co-stimulation et de signa-
lisation. Ainsi, les lymphocytes B sont des
acteurs pléiotropes du systeme immuni-
taire, avec cette capacité a activer a la
fois des effecteurs de I'immunité innée et
des effecteurs de I'immunité adaptative.
Malgré le role important des lymphocytes
B dans I’élaboration de la réponse immu-
nitaire, notamment contre des microorga-
nismes pathogenes, leur role reste contro-
versé dans le contexte du cancer. Un réle
pro-tumoral a été mis en avant, car les
lymphocytes B peuvent sécréter des cyto-
kines immunosuppressives (par exemple,
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IL{interleukine]-10 ou le TGF-B [trans-
forming growth factor beta]) conduisant
les lymphocytes T a un état d’anergie
et peuvent aussi inhiber certains méca-
nismes de cytotoxicité via la production
d’lg(immunoglobuline)G4, ou encore blo-
quer la fonction des lymphocytes T en pré-
sence de certains médicaments utilisés en
chimiothérapie comme
I'oxaliplatine [1] (=).
A contrario, des fonc-

(=) Voir la Synthése
de H. Kaplon et

C. Dieu-Nosjean, m/s
n° 1, janvier 2018,

tions anti-tumorales page 12
sont de plus en plus

souvent rapportées dans la littérature
scientifique. Les lymphocytes B, par leur
production d’anticorps, sont a I’origine
de la formation des complexes immuns
(constitués par des complexes antigenes-
anticorps de tailles plus ou moins impor-
tantes). Ils présentent des antigénes aux
lymphocytes T, sécretent des cytokines
pro-inflammatoires (par exemple, le
TNF-au [tumor necrosis factor alphal,
PIL-12, ou I'IFN-y [interféron-gammal).
lls activent également des mécanismes
cytotoxiques via la sécrétion d’anticorps
d’isotype 1gGl ou 1gG3 spécifiques d’anti-
genes associés aux tumeurs, ou contri-
buent a I’élaboration de réponses immu-
nitaires anti-tumorales in situ du fait de
leur présence au sein d’organisations lym-
phoides ectopiques, appelées structures
lymphoides tertiaires (tertiary lymphoid
structures, TLS) (Figure 1), que nous avons
découvertes dans les tumeurs solides en
montrant que leur présence était associée
a un meilleur pronostic chez les patients
opérés d’un cancer du poumon non-a
petites cellules (non-small cell-lung can-
cer, NSCLC) [2].

Deux aspects importants peuvent expli-
quer ce role ambivalent — pro-tumoral
versus anti-tumoral — des lymphocytes B
dans les cancers, au-dela des biais que
les modeles animaux utilisés dans ces
études pourraient avoir sur I’interpréta-
tion des résultats. €n effet, la localisation
et le statut d’activation (état au repos,
non activé ou activé) des lymphocytes B
dans leur microenvironnement tissulaire
ont des conséquences majeures sur leur
fonction, ces deux éléments étant intrin-
sequement liés. €n 2014, nous avons fait
cette observation princeps qu’une forte
densité de lymphocytes B intra-tumoraux
organisés en TLS était associée a une sur-
vie plus longue des patients opérés d’un
cancer du poumon de type NSCLC [3], une
observation qui a par la suite été étendue
a de nombreuses autres tumeurs solides :
cancers du pancréas et de I’estomac,
mélanome, sarcome, ou encore dans le
cas des métastases ovariennes et hépa-
tiques [4]. Tous les stades de différen-
ciation du lymphocyte B sont détectés au
sein des TLS, du lymphocyte B naif au lym-
phocyte B mémoire et au plasmablaste.
Au sein de ces structures, I"expression
par les lymphocytes B de I’enzyme AID
(activation-induced cytidine deaminase),
associée a la présence d’hypermutations
somatiques et a la commutation de classe
des immunoglobulines, a également per-
mis de révéler ’expansion clonale de ces
lymphocytes B dans le mélanome et le
cancer gastrique [4]. Par ailleurs, une
augmentation de la clonalité des lym-
phocytes T (D4 a été montrée dans les
tumeurs pulmonaires fortement infiltrées
par des lymphocytes B, suggérant un dia-
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logue fonctionnel entre les lymphocytes
B et T CD4* organisés en TLS [4]. Ainsi,
comme les lymphocytes T, les lympho-
cytes B infiltrant les tumeurs pourraient
également jouer un rdle important dans
I’élaboration des réponses anti-tumo-
rales a médiation humorale et cellulaire
lorsqu’ils sont organisés en TLS.

Des lymphocytes B aux biomarqueurs
en cancérologie

A partir de ce postulat se pose alors la
question de la valeur prédictive de la
présence de cette population de cel-
lules immunitaires pour la réponse a des
traitements anti-cancéreux. Les diffé-
rents effecteurs de la réponse immu-
nitaire sont précisément au cceur des
thérapies ciblant des points de contrdles
immunitaires (immune checkpoint, ICP),
auxquelles 20 a 30 % des patients can-
céreux répondent favorablement de
maniere stable et durable, avec parfois
cependant des effets secondaires qui
peuvent étre séveres. Deux questions se
posent dans ce contexte : les patients
dits « répondeurs » a ces traitements a
base d’anticorps anti-ICP présentent-ils
de fortes densités de TLS a I"issue de ces
traitements ? L'analyse quantitative de
la présence de TLS dans les tumeurs et
de la composition cellulaire de ces TLS
permet-elle de prédire quels patients
seront répondeurs aux traitements ?
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Dans I'affirmative, une nouvelle ques-

tion se pose : quels sont précisément les
traitements concernés parmi I’arsenal
d’anticorps et les diverses combinaisons
thérapeutiques proposées ? Deux études
antérieures avaient mis en évidence le
fait que des patients répondeurs a une
vaccination anti-tumorale présentaient
de fortes densités de TLS : vaccina-
tion contre les papillomavirus humains
HPV16/18 par immunisation contre les
oncoprotéines précoces £6 et £7 de ces
virus dans le cancer du col de 'utérus ;
administration du vaccin GVAX, consti-
tué de cellules tumorales transfectées
par un ADN complémentaire (ADNc)
codant le GM-CSF (granulocyte-macro-
phage colony-stimulating factor), dans
le cancer pancréatique ductal [4]. €n ce
qui concerne les anticorps anti-ICP, une
premiére étude portant sur 20 patients
présentant un cancer du poumon de type
NSCLC, sept des neuf patients répon-
deurs présentaient des densités tres
fortes de TLS apres traitement par un
anticorps anti-PD1 (programmed cell
death protein 1), le nivolumab, dans
un essai de phase Il [5]. Des résul-
tats similaires ont été rapportés dans
un essai clinique de phase Il mené sur
23 patients atteints d’'un mélanome de
stade trés avancé (stade Il ou IV),
traités par le nivolumab ou par I’asso-
ciation nivolumab et ipilimumab, un

Figure 1. Présence de structures lym-
phoides tertiaires dans les tumeurs
pulmonaires humaines. Triple mar-
quage, par immunofluorescence,
d’une coupe de tumeur pulmonaire
humaine fixée et incluse en paraf-
fine : CD3 (lymphocytes T) en vert (A,
D) ; CD20 (lymphocytes B) en bleu (B,
D) ; PD-1 en rouge (C, D). Visualisa-
tion des marquages uniques (A-C) et
du triple marquage (D). Les fléches
indiquent la présence de trois struc-
tures lymphoides tertiaires (tertiary
lymphoid structures, TLS) dans le
stroma tumoral. Grossissement : x 40.
"encart correspond a un agrandisse-

ment d’une zone d’une des TLS.

anticorps anti-CTLA-4 (cytotox[c—T—
lymphocyte-associated protein 4), dans
le cadre d’un traitement néo-adjuvant,
suivi d’un traitement adjuvant! par le
nivolumab. Dans cette derniére étude,
les auteurs ont en particulier noté une
expression intra-tumorale plus élevée
de marqueurs de lymphocytes B avant et
en cours de traitement chez les patients
répondeurs par rapport aux patients
non répondeurs [6]. Le degré d’infiltra-
tion des lymphocytes B est également
prédictif de la réponse a la chimio-
thérapie dans les cancers du sein, et
notamment dans la forme agressive de
cancer du sein « triple négatif »2 [7, 8].
Ainsi, la présence et la persistance d’une
signature de lymphocytes B infiltrant les
tumeurs sont corrélées avec une évolu-
tion favorable chez les patients traités.
Trois articles publiés récemment dans
le méme numéro de la revue Nature
démontrent formellement cette asso-
ciation entre présence de lymphocytes B
dans les TLS et réponse favorable au

Ugn oncologie, un traitement néo-adjuvant est un
traitement administré avant le traitement de premiere
intention (habituellement une chirurgie), et un traitement
adjuvant est un traitement qui compléte un traitement
principal afin de prévenir une récidive locale ou I"apparition
de métastases.

? Les cancers du sein dits « triple négatifs » sont caractérisés
par I'absence de récepteurs hormonaux (de la progestérone
et des cestrogénes) et de la protéine HER2/neu a la surface
des cellules tumorales. Ils ne sont donc pas éligibles aux
traitements ciblant ces trois protéines.
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Figure 2. A. Analyse de la réponse aux traitements par les inhibiteurs de points de controle inmunitaire

en fonction de la densité des structures [ymphoides tertiaires chez les patients cancéreux. Les struc-

tures lymphoides tertiaires sont quantifiées sur la base de la densité des lymphocytes B présents dans

ces structures (nommés TLS-B), par une signature génique de marqueurs associés aux lymphocytes

B ou par immunohistochimie a partir d’une biopsie tumorale obtenue apres résection de la tumeur

du patient, permettant ainsi de stratifier les patients en TLS-Bfeible (en bleu) ou TLS-B' (en rouge).

Parmi les patients répondeurs au traitement avec des anticorps dirigés contre des points de contréle

immunitaire (anti-immune checkpoint antibodies, anti-ICP), ceux présentant une tumeur avec une

forte densité de TLS-B (patients TLS-Bf™) sont les plus nombreux. La croix représente un patient TLS-

B w’ayant cependant pas répondu au traitement par anticorps anti-ICP. B. Induction de structures

lymphoides tertiaires par des stratégies innovantes pour améliorer la réponse aux immunothérapies.

Une stratégie visant & induire des TLS associées a la tumeur chez les patients TLS-Bf®'¢ (en bleu),

ou & augmenter leur nombre chez des patients TLS-B™™ (en rouge), pourrait permettre d’optimiser

Iefficacité des immunothérapies, notamment celles fondées sur 'utilisation d’anticorps anti-ICP.

traitement avec des anticorps anti-ICP
[9-111 (Figure 2A). Que ce soit par une
approche transcriptomique globale ou
par une approche plus ciblée d’iden-
tification de populations de cellules
immunitaires par la méthode MCP-coun-
ter (microenvironment cell population-
counter), une présence (caractérisée
par une « signature » dite génique ou
moléculaire) de lymphocytes B est trés
fréquemment retrouvée avant et pendant
le traitement par le nivolumab ou la com-
binaison nivolumab + ipilimumab chez
des patients répondeurs atteints d’un
mélanome, d’un cancer du rein métasta-
tique ou d’un sarcome des tissus mous.
U'association entre la signature de lym-
phocytes B, 'organisation de ces cellules
en TLS et la réponse au traitement par
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anticorps anti-ICP n’est toutefois pas
retrouvée chez des patients ayant un
mélanome dont les cellules tumorales
présentent une mutation du gene BRAF
(un proto-oncogéne codant la protéine
kinase B-raf), suggérant la mise en place
d’un environnement immunitaire distinct
en fonction du statut génétique de la
tumeur, comme cela a déja été rapporté
dans les tumeurs présentant ou non des
instabilités de microsatellites® [12].

¥ Les microsatellites sont des répétitions, dans la séquence
nucléotidique de ’ADN, de petits motifs constitués de une
a quatre, et le plus souvent de deux, paires de nucléotides.
Ils sont présents a de trés nombreux endroits dans le
génome humain. Leur instabilité dans certaines tumeurs se
caractérise, pour un microsatellite donné, par un nombre
différent de répétions de son motif nucléotidique dans la
séquence de "ADN tumoral comparativement a celle de ’ADN
provenant d’un tissu sain du méme individu.

Remarquablement, la signature de lym-
phocytes B n’est prédictive de la réponse
au traitement par anticorps anti-ICP
(nivolumab ou nivolumab + ipilimumab)
que dans les analyses univariées, pas
dans les analyses multivariées®, laissant
penser que les lymphocytes B pourraient
interagir avec d’autres composantes du
systéme immunitaire pour conduire a
une coopération fonctionnelle et pro-
tectrice. Tous les stades de différencia-
tion des lymphocytes B sont surrepré-
sentés chez les patients répondeurs par
rapport aux patients non répondeurs.
Cette coopération cellulaire pourrait
alors opérer soit au sein des TLS lorsque
les lymphocytes B peuvent jouer un réle
de cellules présentatrices d’antigénes,
soit en dehors des TLS lorsqu’ils sont
différenciés en cellules effectrices (lym-
phocytes B mémoires et plasmocytes),
et dans ce cas, au contact par exemple
de cellules cytotoxiques (lymphocytes T
et cellules natural killer, NK) et de cel-
lules myéloides.

Dans I’étude de Petitprez et al., les
auteurs ont identifié un sous-groupe
de sarcomes des tissus mous, nommé
SIC-€ (sarcoma immune class-£),
présentant la plus forte signature de
lymphocytes B (CD19, CD79A, CD79B,
MS4A1) et le meilleur taux de réponse
aux traitements par anticorps anti-PD1
(50 % de réponse objective au traite-
ment par le pembrolizumab) [11]. Ce
sous-groupe se caractérise également
par une forte présence de lympho-
cytes T CD8" cytotoxiques, de cellules
NK, mais également, paradoxale-
ment, par la présence de lymphocytes
T régulateurs (Treg) et par le niveau
d’expression des ICP, notamment de
PD-L1 et PD-L2 (PDI ligands 1 and
2), CTLA-4, TIM-3 (T-cell immunoglo-
bulin and mucin domain-3) et LAG-3
(lymphocyte activation gene 3), qui
est le plus élevé lorsqu’on le compare
a celui des autres sous-groupes de

4 Les analyses multivariées visent a établir des comparaisons
statistiques en tenant compte de plusieurs variables, alors
que des analyses univariées permettent de définir la relation
entre seulement deux variables.



patients. U'étude de la localisation et
de la fonction de ces cellules immu-
nosuppressives Treg ou exprimant des
ICP, et de leur relation avec les lympho-
cytes B reste a effectuer pour tenter de
comprendre leur role dans la formation
et le fonctionnement des TLS dans un
tel environnement immunosuppres-
seur, alors méme que les patients du
sous-groupe SIC-€ répondent favora-
blement au traitement par anticorps
anti-PD1. Plusieurs autres questions
fondamentales concernant le réle des
lymphocytes B présents dans les TLS des
tumeurs solides restent sans réponse.
Ces lymphocytes sont-ils essentiels
pour effectuer une présentation anti-
génique efficace a des lymphocytes T
également présents dans ces struc-
tures ? Produisent-ils des cytokines
aboutissant @ un recrutement et a une
activation de certaines sous-popula-
tions de lymphocytes T (lymphocytes T
effecteurs, lymphocytes T effecteurs
mémoires, etc.) ? Jouent-ils un role
majeur dans la protection anti-tumo-
rale grdce a leur production in situ
d’anticorps dirigés contre des anti-
génes associés aux tumeurs, une fois
sélectionnés et différenciés dans les
TLS ? Existe-t-il un répertoire différent
de ces anticorps entre les patients
répondeurs et les patients non répon-
deurs, et comment ce répertoire évo-
lue-t-il au cours du traitement ? Enfin,
il devient essentiel de déterminer pour
quelles autres thérapies anti-tumo-
rales que celles ciblant les ICP les TLS
peuvent prédire une réponse favorable
chez des patients cancéreux.

Perspectives

Ueffet bénéfique de la présence de
structures lymphoides tertiaires (TLS),
observé dans la majorité des tumeurs
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solides en fait des cibles thérapeutiques
de choix pour développer un nouveau
modeéle d’immunothérapie dans lequel
la question de la spécificité antigénique
du ciblage ne se pose pas. De plus, il
est probable que des stratégies visant a
induire la formation des TLS, combinées
avec une immunothérapie fondée sur
I'utilisation d’anticorps anti-ICP, permet-
traient d’augmenter significativement
le taux des réponses favorables chez les
patients traités (Figure 2B). Les récentes
observations associant I’abondance de
lymphocytes B organisés en TLS a une
réponse favorable au traitement par des
anticorps anti-ICP chez des patients pré-
sentant des tumeurs solides remettent
au premier plan ces cellules longtemps
laissées pour compte dans les stratégies
d’immunothérapie anti-tumorale.

Des analyses approfondies seront
nécessaires pour comprendre et carac-
tériser les interactions privilégiées entre
les lymphocytes B et les autres cel-
lules immunitaires, dans et hors des TLS
présentes dans les tumeurs. Ces ana-
lyses pourraient notamment conduire
a I’identification de couples ligand-
récepteur jouant un rdle essentiel dans
ce dialogue impliquant les lymphocytes
B présents dans les tumeurs, permettant
ainsi de définir de nouvelles cibles thé-
rapeutiques. Enfin, repenser I'effet des
thérapies actuelles sur ces interactions
ou le lymphocyte B est susceptible de
jouer un role central dans la réponse
anti-tumorale in situ devient une prio-
rité. ¢

Rethinking the place of B lymphocyte
and tertiary lymphoid structures in
oncoimmunotherapy
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