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R ESU M E 

 

Le blocage des molécules de costimulation inhibitrice (MCI) est une nouvelle voie 

thérapeutique en cancérologie permettant une réactivation de lymphocytes T cytotoxiques 

 ; CTLA-4, PD-1, LAG-3 et Tim3, sont les plus 

anticorps thérapeutique  anti-PD1 bloquant Nivolumab prometteur dans le 

carcinome rénal à cellules claires, nécessite des biomarqueurs prédictifs de réponse et une 

exploration des mécanismes de résistance primaire.  Nous avons étudié pour cela le profil 

expression de ces MCI sur les lymphocytes infiltrant des tumeurs (TIL) du rein chez 

. Nous avons aussi étudié l

du sang périphérique de donneurs sains après activation TCR-dépendante, mettant ainsi en 

évidence leur rôle en condition de stimulation antigénique aigue de ces MCI.  

Dans les tumeurs du rein, deux populations se distinguent : les tumeurs dont les TIL 

acités 

entre activation et exhaustion et sa révers nticorps bloquants les 

différents MCI impliquées est à préciser ainsi que le caractère prédictif du statut PD1-Tim3. 

 

Blocking of coinhibitory molecules (CIM) is a new therapeutic approach in oncology for 

reactivation of cytotoxic T lymphocytes specific for tumor antigens. CIM: CTLA-4, PD-1 , 

LAG-3 and TIM3 are the most studied. The therapeutic anti-PD1 blocking antibody 

Nivolumab, promising in clear cell renal cell carcinoma, requires predictive biomarkers of 

response and exploration of primary resistance mechanisms. We studied the expression 

profile of these CIM on tumor infiltrating lymphocytes in human kidney tumor. As the 

kinetics of expression of these CIM on peripheral blood lymphocytes from healthy donors 

after TCR-dependent activation, highlighting the role of the CIM in condition of acute 

antigenic stimulation, which may be markers of lymphocyte activation. In kidney tumors, two 

populations can be distinguished: tumors which TIL express PD1 and TIM3 and those 

expressing only PD1. Functional analysis of effector capacity showed us an exhaustion profile 

of TIL PD1+TIM3+ . The point of cleavage between activation and exhaustion and its 

reversibility using Antibody blocking different CIM involved is to be clarify and the 

predictive nature of the PD1-TIM3 status. 
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A BBR E V I A T I O NS 

 

LT : lymphocyte T 

MCI: molécules de costimulation inhibitrice 

TIL : lymphocytes infiltrant la tumeur 

CRCC : carcinome rénal à cellules claires 

CP : carcinome tubulo-papillaire 

CPA  

CMF: cytométrie en flux 

PD-1 : program death 1 (CD279) 

Tim3: T cell immunoglobulin and mucin domain 3 

LAG3: lymphocyte activation gene 3 (CD223) 

CTLA-4: cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 (CD152) 

IFN : interferon gamma 

TNFa: Tumor necrosis factor alpha 

IL-2 : interleukine 2 

IL-6 : interleukine 6 

IL-15 : interleukine 15 

TCR : T Cell Receptor 

CMH  

Ki67: Antigène Ki67, marqueur de prolifération. 

PI3K : phosphatidyl inositol 3 kinase 

Akt (ou PKB) : enzyme Akt (ou protéine kinase B) 
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Introduction 
 

Depuis 2006,  les thérapies anti-angiogéniques ont profondément modifié le traitement du 

cancer du rein métastatique. La renaissance immunothérapie anti-tumorale à partir de 

2010, avec le sipuleucel- pilimumab, annonce un nouveau bouleversement 

thérapeutique en cancérologie.  

 

A- Le cancer du rein 
 00 cas et 

116000 décès par an. Cela représente 8000 cas et 3800 décès par an en France [1]. 

rénal à cellules claires dans 80% des cas, suivi 

du carcinome papillaire de type 1 et de type 2, du carcinome chromophobe, du carcinome de 

Bellini et le carcinome sarcomatoide qui est une forme particulièrement agressive de 

carcinome rénal à cellules claires. En dehors de syndromes familiaux (maladie de Von Hippel 

Lindau, syndrome de Birt-Hogg-Dube, sclérose tubéreuse de Bourneville, carcinome 

héréditaire tubulo-papillaire liée à une mutation de c-MET  les principaux facteurs de 

risque sont  et le diabète [2,3,4]. Le cancer du 

rein est diagnostiqué à un stade localisé dans 70% des cas [5]. Le diagnostic est tardif, à un 

métastatique secondaire survient dans 30% des cas. Le traitement curatif du cancer du rein 

localisé est t opter pour une 

[6,7]. s de traitement adjuvant validé, cependant de nombreux essais sont en cours. 

 

Le traitement historique des formes métastatiques de ce cancer chimio-résistant était 

r les cytokines recombinantes IL- . Ces cytokines stimulent la 

réponse immunitaire anti-tumorale innée via les cellules NK (Natural killer) et adaptative via 

la réponse lymphocytaire T Th1. -2 est une cytokine impliquée dans la survie, la 

prolifération et la différenciation des lymphocytes T effecteurs et régulateurs. Son mode 

régulation par les lymphocytes T régulateurs (CD4+CD25+Foxp3+) [8]. Elle stimule 

également la prolifération et la di  est une cytokine 

activant les cellules NK et stimulant également la réponse Th1. Une méta-analyse du 

traitement -2 [9] retrouve un taux de réponse global de 12,9% 
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dont 3,6% de réponse complète contre 2,5 à 4,5% de réponse dans les bras contrôle. La survie 

médiane à était de 13,3 mois. -2, intraveineux 

de Rosenberg [10] et sous-cutané de West [11

significative, les faibles doses étant moins toxiques. comparé au placebo a montré une 

amélioration significative de survie globale de 3,8 mois. Les différentes associations à des 

cellules activées in vitro (LAK -2, MAK : 

macrophages activés, TIL : ly

performance de Karnofski (KPS), le nombre de sites métastatiques, le délai entre le diagnostic 

et le traitement, le 

PAL. Ils permettaient de définir les groupes de bon pronostic, de pronostic intermédiaire ou 

mauvais pronostic avec des survies médianes respectivement à 26,9 mois, 11,5 mois et 4,2 

mois [12]. La néphrectomie associée au traitement par IFN 2b chez des patients sélectionnés 

permettait une amélioration de survie globale de 4,8 mois [13]. Le syndrome inflammatoire, 

-6, de la CRP, de la VS ou de fibronectine étaient associés à une 

-2. Une hypoxie intra tumorale objectivée par une augmentation de 

in situ -2. Une 

augmentation des concentrations sériques de VEGF est corrélée à une absence de réponse à 

-2 [14,15] (ces biomarqueurs sont peu utilisés en pratique). Sur le  plan clinique,  la 

présence de métastases viscérales est également corrélée avec une absence -

2. Des réponses cliniques persistantes et prolongées pouvaient être observées avec ces 

-angiogéniques.   

-2 demeurent une option pour des patients 

pauci-métastatiques de bon pronostic en première ligne de traitement.  

 

La perte de fonction du gène Von Hippel-Lindau (VHL) est un événement déterminant 

de la carcinogénèse du carcinome rénal à cellules claires. Il conduit à une dérégulation de la 

-angiogenèse tumorale 

qui constitue une cible thérapeutique majeure dans le CRCCm [16]. Depuis 2006, le 

développement des agents  antiangiogèniques (les inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI) : 

sorafenib, sunitinib, pazopanib, axitinib et tivozanib [17-21], un anticorps monoclonal : le 

bevacizumab [22], les inhibiteurs de m-Tor : temsirolimus et everolimus [23,24]) a permis 

une amélioration du pronostic. Cependant ces thérapies antiangiogèniques permettent très 

rarement d'obtenir des rémissions complètes durables [25], alors que celles-ci existent dans 

certains cas chez les patients de bon pronostic traités cytokines recombinantes.  



12 
 

 

B- La renaissance -tumorale 
 

Des progrès majeurs ont été faits dans la compréhension des mécanismes de 

mmunité anti-

-tumo ipuleucel-T (un vaccin à base 

de cellules mononuclées autologues chargés avec un antigène de phosphatase acide 

prostatique) améliorant la survie médiane de 4 mois dans le cancer de prostate métastatique 

[26 pilimumab (un anticorps monoclonal anti-CTLA-4 bloquant ce récepteur de 

costimulation inhibitrice et permettant une réactivation des lymphocytes T effecteurs) 

améliorant la survie médiane de 3,7 mois dans le mélanome métastatique [27]. Le ciblage de 

anti-tumorale prend une place 

définit Hanahan dans sa mise à jour en 2011 de « Hallmarks of cancer »  [28]. 

 
Au-

l immunothérapie anti-tumorale puie sur l  -

tumorale spontanée. Le concept urveillance, soutenu par Blankenstein [29] est 

défini réponse naturelle lymphocytaire T reconnaissant des antigènes 

tumoraux. La mise en évidence de lymphocytes T anti-

observati

ennent cette hypothèse [30]. Dans 

un essai de phase III des réponses complètes ont été observées sous placébo [31]. Des 

répo

détectées dans le sang et dans le microenvironnement tumoral de patients atteints de cancers 

du rein. Les quatre antigènes tumoraux identifiés sont : 1/ les antigènes 

embryonnaires réactivés (Ag de type cancer testis : RAGE, PRAME, SART1, NY-ESO1) 

es cellules tumorales, 2/ les 

antigènes mutés (VHL, P53), 3/ les antigènes spécifiques de tissu (Kim-1, Pax 2) exprimés 

dans le tissu rénal normal et tumoral, 4/ les antigènes surexprimés par la tumeur (CA-IX, 

Muc1/CA15-3, Her2, 5T4, peripilin2, cycline D1, c-Met, MMP-  [32,33]. 

 

La compréhension des mécanismes -

tumorale innée (cellules NK, macrophages) ou adaptative a progressé. Ces mécanismes sont 

multiples [34] : La modification des cellules tumorales elles-
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tolérance centrale ou périphérique. Les mécanismes en sont la perte de 

des mutations de récepteurs de mort cellulaire (TRAIL receptor, DR5, Fas). La génération 

microenvironnement tumoral immunosuppresseur : comprenant les  lymphocytes T 

régulateurs (CD4+ CD25+ foxp3+) et la différenciation de cellules suppressives de lignée 

myéloïde (MDSC) inhibant les lymphocytes T effecteurs notamment par sécrétion de 

-10. Les MDSC constituent également un 

mécanisme de résistance au sunitinib [35]. De nombreux travaux précliniques ont montré que 

les vaccins anti- ls étaient associés à une déplétion de 

lymphocytes T régulateurs -901, associé au 

cyclophosphamide à faible dose, dont un des effets est la déplétion les lymphocytes T 

régulateurs, a donné des résultats préliminaires encourageants [33

traitement du CRCCm.  

Il existe des synergies potentielles antiangiogèniques.  

De façon surprenante, il est apparu que certaines molécules anti-angiogéniques diminuaient le 

nombre de lymphocytes T régulateurs et de cellules myéloïdes suppressives créant un 

microenvironnement tumoral moins suppresseur [36]. Cette diminution des lymphocytes T 

régulateurs était corrélée à une survie augmentée des patients traités par sunitinib [37]. Cette 

xitinib [38]. Dans 

-angiogéniques à une 

L es molécules 

antiangiogèniques , justifiant leur 

. La description du mécanisme de mort immunogénique 

des cellules tumorales exposition de calreticuline, le relargage  et 

 par les cellules tumorales, a été étudiée . Kroemer. Le 

recrutement de cellules immunitaires efficientes est spécifiquement favorisé par des 

inducteurs de mort immunogénique dont certaines chimiothérapies ; les anthracyclines et 

oxaliplatine, ainsi que la radiothérapie [39-42]. La synergie potentielle 

immunogénique avec les thérapies immunomodulatrices reste à explorer dans le CRCC. 

 

Les nouvelles stratégies anti-tumorale sont de  contrer 

microenvironnement tumoral afin de  rétablir un équilibre 

en fav  e immunitaire T anti-tumorale 
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préexistante. Un des mécanismes majeurs 

microenvironnement tumoral est la surexpression des molécules de costimulation 

inhibitrice   

 

C-Les molécules de costimulation inhibitrices : 
 

A la fin des années 1980, RH Schwartz proposait la théorie du « second signal » selon 

e HLA-peptide combiné à un second signal 

de ce second signal, le LT devie

également été découvert 

costimulation inhibitrices telles que C T L A-4, PD-1, T im-3, Lag3 sont secondairement 

induites pour les réguler et inhiber différentes fonctions [43]. 

 

             
 

Schéma 1 : Synapse immunologique représentant le 1er signal (TCR-CMH/peptide) et les 2nd 

signaux de costimulation (molécules de costimulation activatrice ou inhibitrice associées à 

leurs ligands). Nature Immunology 2012, F reeman [44]. 

Cellule  tumorale 
Lymphocyte  T  (TIL) 
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1/ Molécules de costimulation 

1.1 Classification 

Les molécules de costimulation appartiennent à deux grandes familles de molécules : la 

superfamille des immunoglobulines (CD28, ICOS, CTLA-4, PD1..) et la superfamille des 

récepteurs aux TNF (4-  

On distingue auj

CD28 et des molécules de costimulation inhibitrices telles que CTLA-4 ou PD-1. Néanmoins,  

certaines molécules (HVEM) peuvent se lier à plusieurs ligands et selon la nature de ce 

ligand, le signal de costimulation sera activateur ou inhibiteur [45]. 

Des récepteurs de costimulation activateurs et inhibiteurs peuvent entrer en compétition pour 

un même ligand. Ainsi les molécules de costimulation activatrice, CD28, et inhibitrice, 

CTLA4,  vont se lier aux mêmes molécules CD80, CD86 et B7-H2 et le signal finalement 

 

            

             
Tableau 1 :  récapitulatif  des principales molécules de costimulation activatrice et inhibitrice. 

Crawford, Current opinion in immunology 2009 [46] 
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1.2  

Initialement les molécules de costimulation étaient considérées comme permettant 

-2 

est augmentée. Par la suite, il est apparu que le signal transmis par les molécules de 

costimulation et leurs ligands était bidirectionnel ; ils concernent aussi bien le LT que la CPA 

ou une autre cible. Ainsi, CTLA-4 transmet un signal inhibiteur aux LT mais également au 

(indoleamine 2-3 dioxygenase) qui dégrade le tryptrophane dont le manque peut entrainer 

[47]. -1 et la 

molécule PDL-1 exprimée par une cellule tumorale entraine une augmentation de la résistance 

[48]. 

Sur le plan moléculaire les molécules de costimulation activatrice de la superfamille des 

voie Ras est également r

domaine intracytoplasmique des récepteurs costimulateurs appartenant à la superfamille du 

récepteur au TNF va recruter des adaptateurs de la famille des TRAFF qui ensuite activeront 

différentes voies de signalisation (NF- B, MAPK, AP1, ERK et NFAT). Au contraire, les 

molécules de costimulation inhibitrice inhibent la signalisation par le complexe CD3 en 

recrutant des phosphatases (SHP1, SHP2, PP2A) capables de déphosphoryler différentes 

protéines 

récepteur T [43]. 

                          
Schéma 2 : Voies de transductions des signaux de costimulation activateur et inhibiteur, 

Chen et F lies Nature Rev immunol 2013 [43] 
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1.3 Fonction des molécules de costimulation. 

diversifiée. Ces molécules sont exprimées sur des sous-populations de LT  et elles 

tivation lymphocytaire. Ainsi, sur les LT naïfs, la 

avec un rôle redondant possible de CD2 et HVEM. La survie et la prolifération des LT 

mémoires semblent plutôt sous la dépendance des molécules de costimulation de la famille du 

récepteur au TNF (4-  [49].  

ICOS et PD-1 sont exprimés par les LT-CD4 folliculaire dans le centre germinatif et sont 

importants dans la coopération cellulaire entre les LT-CD4 et les lymphocytes B. En 

 

Le signal de costimulation va également jouer un rôle dans la polarisation de la réponse 

lymphocytaire T. Ainsi, les récepteurs appartenant à la famille SLAM, ainsi que TIM1 et 

réponse TH1.  

 

Ces molécules de costimulation sont également importantes dans la génération et la fonction 

des LT régulateurs (LTreg). CD28 est nécessaire à la différenciation de ces cellules dans le 

thymus et à leur persistance en périphérie. Des molécules de costimulation inhibitrices 

(CTLA-4, Lag3, GITR, 

fonctions suppressives [50].  

De façon plus générale, les MCI jouent un rôle dans la tolérance et la prévention de maladies 

auto-immunes. Les MCI sont également surexprimées physiologiquement en réponse à une 

activation lymphocytaire T aigue et participent à la régulation normale de cette réponse 

ue, comme la grippe [51]. Ces éléments sont 

à prendre en compte dans évaluation du ratio bénéfice/risque de ces thérapies 

immunomodulatrices. 
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2/ M C I et épuisement des  lymphocytes T  

Au cours des infections chroniques, les LT deviennent non fonctionnels, ceci pouvant 

virus), les LT expriment de nombreuses MCI (PD-1, TIM-3, Lag3, 2B4, 

[52]. Cet 

état «  » pourrait empêcher la différenciation des lymphocytes effecteurs en 

dans un même modèle [53].  

 

3/ M C I comme cibles thérapeutiques dans le cancer 

De façon similaire à ce qui a été observé dans les infections virales chroniques, les LT de 

patients atteints de différents cancers (mélanome, carcinome bronchique, cancer du sein, 

lymphome, LLC [54-56] ) expriment préférentiellement des MCI. Ces molécules sont 

fonctionnelle des LT [57,58]

ligands (PD-1-PDL-1/PDL-2, Tim-3-galectine 9, Lag3-

monoclonaux (anti-CTLA-4, anti-

-CTLA-4 a permis une amélioration de 

-tumorale et conduit à un meilleur contrôle de la croissance tumorale [59]. Des 

traitements par anticorps anti-PD1 ont entrainé des réponses cliniques objectives chez 20 à 

30% de patients atteints de cancer du rein, de cancer du poumon et de mélanome [60]. Il 

re la réponse à ces traitements.  
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4/ Signification M C I en cancérologie.  

cellule tumorale pourrait en fait être plus complexe. En effet, de par leur fonction inhibitrice 

sur les LT, il était attendu que leur expression dans les tumeurs soient associés à un mauvais 

-1 et 

PDL-1 et une évolution clinique défavorable chez des patients atteints de cancers du rein [61]. 

 par 

on de PDL-1 sur les cellules tumorales et serait un marqueur 

[62]. Il a récemment été montré chez des 

intra-tumorale par des LT-PD1. Ces lymphocytes étaient caractérisés par une expression de 

des cas. Il a été également possible de réactiver ces cellules par un anticorps anti-PD1. Ce 

phénotype les rapprochait donc plus de LT activés que de LT épuisés. De façon intéressante, 

-PD1 et un bon 

pronostic clinique [58].   

Ce travail montrait donc que contra -1 dans 

 de PD-1 et un bon pronostic clinique chez des patients atteints de lymphome 

folliculaire ou de cancers colorectaux. 

Suite au succès , des anticorps monoclonaux 

anti-CTLA-4 ont été testé dans le cancer du rein métastatique sans résultat probant [63]. Un 

 toxicité rénale 

inexpliquée [64]. Contrairement aux anticorps anti-CTLA-4, les anticorps anti-PD1 semblent 

moins toxiques sur le plan clinique 

associations entre cet anticorps anti-PD1 et des vaccins thérapeutiques sont en cours de 

développement dans le carcinome rénal à cellules claires métastatique. La levée de 

mécanismes de résistance constitue un prérequis important pour le succès de 

. Dans ce contexte, le contrôle de la voie  immunologique PD1 semble le 

plus prometteur. Toutefois la réponse au traitement par anticorps anti-PD1 est inconstante  

 les mécanismes de résistance et de définir des biomarqueurs 

prédictifs. -L1 sur les cellules tumorales semble être une condition 
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nécessaire pour observer une réponse au Nivolumab [60

biomarqueurs sont nécessaires. 

 
 

 

Objectif du travail. 

-expression de MCI par les LT infiltrant des 

tumeurs du rein.  

périphérique de patients atteints de cancers ont été réalisés antérieurement [65]. Cependant, 

molécules dans le sang et le microenvironnement des tumeurs [57].  

-

 

Nous avons ensuite essayé de comprendre la régulation de la co-expression de ces molécules 

et corréler cette expression à différents paramètres cliniques des patients.  

Les patients atteints de cancer du rein ont été sélectionnés dans cette étude car des 

travaux préliminaires ont montré une expression de certaines de ces molécules de 

costimulation inhibitrices (PD-1, PDL-  [61,64, 67]. Par ailleurs, 

dirigés contre PD-1 et CTLA-4 avec des résultats très prometteurs notamment avec 

ticorps anti-PD1 où des taux de réponse de 27% ont été rapportés chez des 

patients atteints de cancers du rein métastatique [60].  Un profil du répertoire de molécules de 

costimulation inhibitrices de ces patients pourrait aider à identifier de nouveaux biomarqueurs 

de réponse à ces traitements. 

 

 

 : infiltrat immunitaire 

caractériser différentes populations lymphocytaires T ; dont les lymphocytes T régulateurs, les 

lymphocytes Th17, ainsi que les cellules immunosupressives myéloïdes (MDSC). Nous avons 

choisi de nous limiter dans un esprit pragmatique aux MCI les plus étudiées qui constituent 

l ement. 
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M A T E RI E L E T M E T H O D ES 

  

Direc étude : Ce travail a été dirigé en collaboration par les professeurs 

 service 

(ingénieur de recherche 

en immunologie biologique) et les conseils des professeurs Eric Tartour et Cécile Badoual. 

 

1/ Patients   

Nous avons réalisé une étude prospective portant sur 50 tumeurs du rein de patients opérés à 

accord avec le CPP Ile-de-France 10 (Avis 2012-05-04). Le 

analyses ont été réalisées sur des tumeurs fraiches après une analyse anatomo-pathologique 

extemporanée. Les caractéristiques des patients ont été recueillies et sont incluses dans le 

tableau 2. Les caractéristiques des tumeurs retenues ont été 

ome rénal à 

cellules claires (80%) suivie par le carcinome tubulo-papillaire de type 1 et de type 2 (10%) et 

kystique, néphroblastome et sarcomes). Il existe également des métastases rénales de tumeurs 

-rectal par exemple). Les tumeurs 

agnostic formel en préopératoire. Le grade 

histologique est applicable aux tumeurs malignes, il est établi selon le nombre de mitoses, le 

pourcentage de nécrose et le degré de différenciation cellulaire tumorale. Le stade TNM 

(selon la classification TNM 2009) représente la taille de la tumeur 

ganglionnaire : N et la dissémination métastatique : M. 
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Tableau 2 : caractéristiques des patients et  des tumeurs étudiées. 

CRCC : carcinome rénal à cellules claires, CP : carcinome tubulo-papillaire, Fürhman : grade 

histologique de Fürhman (concerne seulement le CRCC) stade TNM (T : extension de la 

tumeur primitive, N : envahissement ganglionnaire, M : métastases), NA : non applicable. 

 
Patient Histologie taille en mm Grade stade TNM sexe Age 

1 CRCC 40 II pT1a F 28 
2 CRCC 100 III pT3a H 56 
3 CRCC 25 II pT1a F 53 
4 CP1 50 NA pT1b H 64 
5 CRCC 30 III pT1a H 61 
6 CRCC 90 III pT3b H 56 
7 Chromophobe 45 NA pT1b H 62 
8 CRCC 35 II pT1a F 47 
9 CRCC 30 II pT1a H 38 

10 Carcinome médullaire kystique 40 NA pT1b H 61 
11 CRCC 20 II pT1a H 43 
12 CRCC 35 II-III pT1a H 54 
13 CRCC 65 III-IV pT4 H 65 
14 adénok lieberkuhnien 55 NA pT3N1 F 86 
15 CRCC 25 III pT1 F 78 
16 CRCC 40 II pT2 H 39 
17 Oncocytome 50 NA NA F 64 
18 chromophobe/oncocytome 30 NA pT1 H 25 
19 CRCC 62 II pT3a H 84 
20 Oncytome 78 NA NA H 70 
21 Angiomyolipome 90 NA NA F 55 
22 CRCC/composante sarcomatoide et rhabdoide  110 IV pT3a H 63 
23 CRCC 60 III-IV pT3a H 73 
24 CRCC 75 III-IV pT3a F 49 
25 CRCC multifocal 45 III pT1b H 29 
26 chromophobe/oncocytome 60 NA pT3a F 42 
27 tubulo-papillaire non1/non2 115 IV pT3a F 51 
28 CRCC 53 III pT3a H 88 
29 Liposarcome dédifferencié 150 NA NA F 70 
30 CRCC 30 II pT1 F 75 
31 CRCC 90 IV pT3N2M1 H 40 
32 CRCC 42 III pT1b F 79 
33 CRCC 72 II pT2a F 89 
34 CRCC 45 IV pT3a F 78 
35 Chromophobe 55 NA pT1b H 54 
36  carcinome tubulo-mucineux à cellules fusiformes 30 II pT1a F 46 
37 Angiomyolipome 40 NA NA F 65 
38 Nephroblastome blastemateux 25 NA pT3a H 22 
39 CRCC 80 II-III pT3a H 54 
40 CP1 70 I-II pT3a F 56 
41 CRCC 65 II-III pT2 H 78 
42 CRCC 55 II pT3a F 37 
43 CRCC 75 II pT2a H 51 
44 CRCC 80 II pT3apN2 F 60 
45 Chromophobe 40 NA pT1b H 54 
46 CP1 45 III pT1b H 63 
47 CP2 80 III pT2a H 70 
48 CRCC 60 IV pT3a H 34 
49 CP 1-2  60 IV pT3a F 65 
50  Oncocytome/ Biopsie TDM 30 NA NI H 62 
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2/ Dissociation et isolement des lymphocytes infiltrant les tumeurs (T .I . L) 

Nous avons réalisé une dissociation mécanique au bistouri  

enzymatique par 50mg de collagénase D (Roche 11-088-866-001) et 1mg de DNAse I ( 

Roche 11284932001) dans 50ml de PBS 1X pendant 90  minutes. La réaction a été arrêtée par 

 EDTA (SIGMA) à 2mM pendant 10 minutes. Les cellules sont ensuite 

filtrées (filtration à 70µm sur cell stainer (BD Falcon 352350))  pour éliminer les débris. 

 

3/ Analyse phénotypique par cytométrie en flux 

Les cellules isolées ont été marquées  avec un marqueur de viabilité (Dye EF450) puis par des 

anticorps couplés directement à des fluorochromes pour la détection de différents marqueurs 

membranaires (CD3, CD4, CD8, PD1, LAG3 et Tim3, CTLA-4). Pour certains patients, un 

marquage intracytoplasmique pour la détection de CTLA-4 a été réalisé en utilisant une 

trousse de perméabilisation membranaire (BD Pharmingen 819008102). La liste des anticorps 

utilisés est donnée dans le tableau 3. 

Des isotypes contrôles ont été utilisés dans chaque expérience et une matrice de compensation 

 

Les échantillons marqués ont été analysés sur un cytométre Navios (Beckman Coulter 10 

couleurs) avec une acquisition sélective des cellules CD3 positives .000 

évènements par tube. Les données acquises ont ensuite été analysées sur le logiciel Kaluza. 

 

Tableau 3 : anticorps utilisés pour l  

 
 Clone Fournisseur 

Anti-CD3-Krome Orange UCHT1 PNB00068 Beckman Coulter 

Anti-CD4-PECF594 SFCI12T4D11 737660 Beckman Coulter 

Anti-CD8-PC7 RPA-T8 562282 Becton Dickinson 

Anti-PD1-APC MIH-4 558694 Becton Dickinson 

Anti-LAG3-FITC Polyclonal FAB2319F R&D 

Anti-Tim3-PE F38-2E2 345006 R&D 

Anti-CTLA-4-PE L3D10 349906 Biolegend 

Anti-Ki67-FITC B56 51-36524X Becton Dickinson 
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4/ 

vitro des lymphocytes T sanguins.  

Des cellules mononucléées ont été isolées par gradient de densité (Ficoll) à partir de sang de 

donneurs sains, tablissement Français du S

mises en culture à raison de 106 lymphocytes/ml et  stimulées sous deux conditions 

différentes -2 (1000 UI/ml  Proleukine Novartis, condition récepteur T 

des billes couplées à des anticorps anti-CD3 et anti-CD28 (T-

cell activation kit human, Miltenyi biotech). Les cellules ont été ensuite recueillies à 

différents temps (24h, 48h, 72h) et marquées par cytométrie comme décrit précédemment 

  

 

5/ -1-T im-3  par  immunofluorescence in situ 

congelées et les marquages ont ensuite été appliqués sur coupes de tumeurs rénales humaines 

congelées, issues de la même série de tumeurs  précédemment analysées par cytométrie. 

  pendant 10 minutes, sous hotte à flux

lavage en PBS 1X 10 minutes. Il a été traité 

pendant 10 minutes ( Blocking kit avidin/biotinnVector laboratories : 4 gouttes pour 1ml de 

PBS 1X)

2O2  (H2O2 Cooper à 3%) p

10 minutes puis saturées par une solution de sérum AB à 5% pendant 30 minutes. Ensuite 

elles sont marquées les anticorps primaire anti-PD-1 et anti-Tim3 et révélées par des anticorps 

directement couplés à un fluorochrome ou couplée à la biotine et secondaire révélé par de la 

streptavidine-couplée à un fluorochrome. Le protocole de marquage est détaillé dans le 

tableau 4. Les coupes sont lavées par du PBS pendant 10 minutes entre chaque étape et fixées 

après la dernière étape par une colle anti-fading ( FP-483331 Interchim)  pour limiter 

Les lames sont ensuite lues sur un microscope à fluorescence 

(Leica Microsystems DMR) au grossissement X40. Afin de mettre en évidence la présence 

une co-expression de PD-1 et de Tim3,  environ 100 cellules ayant un marquage PD1 

significatif ont été comptées et il a été énuméré le pourcentage de cellules également 

marquées pour Tim3. 
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Tableau 4 : Anticorps utilisés en I F sur lame 

 
Anti-PD1 (ref: Abcam 5252587, 

mouse anti-human) 

 

2µg/ml)  

 

Ac secondaire: 

Biotinylé Donkey anti-Mouse 

(ref: Jackson Immuno Research 

715-066-150 )  (1µg/ml) 

 

Streptavidin-Cyan2 (: Jackson 

Immuno Research 016-220-084 ) 

 (3µg/ml) 

 

 

Isotype IgG1 Mouse (ref:   Dako 

X0931) 

 (2µg/ml) 

Anti-Tim3 (ref: R&D AF2365, 

goat anti-human) (1µg/ml) 

 

Donkey anti-Goat Cyan3 (ref: 

Jackson Immuno Research  705-

165-147) (2µg/ml) 

 

 

Isotype IgG1 Goat (ref: sigma 

15256) (1µg/ml) 

 

 

6/ E tude fonctionnelle des T I Ls selon leur profil de co-expression de PD-1 et T im3 :  

-1 et Tim3 puis 

triés par un FACS-ARIA en trois sous-populations cellules : (1) PD1+Tim3+, (2) PD1+Tim3-, 

(3) PD1- . Les cellules triées ont ensuite été activées pendant 24h dans du milieu AIM V 

(Gibco 12055-091) avec un anticorps anti-CD3 ou de  ; un échantillon dans du milieu 

sans activateur a servi de contrôle. Le surnageant a été recueilli à 24 heures et un Elisa pour la 

 (IFN-  Eli-pair 851.560.010) a été réalisé. 

 

  

7/ E tude rétrospective pronostique sur cohortes de C R C C localisés et métastatique 

Les objectifs sont de définir le caractère pronostique du statut MCI de CRCC localisés, sa 

corrélation aux autres facteurs pronostiques connus ou son indépendance vis-à-vis de ces 

 de traitement immunomodulateur. 

Matériel : Nous analyserons 117 cas de carcinome rénal à cellules claires localisés (pT1 à 

dont nous disposons de tissu tumoral congelé de bonne qualité associé à une autorisation 

favorable du CPP. 
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Les MCI surexprimées dans le CRCC sont PD1 et Tim3

première partie du projet

marquage des lymphocytes T par un anticorps anti-CD3. Nous ferons réaliser une coupe au 

cryostat de 10 lames par échantillon. Nous marquerons ensuite par des anticorps 

secondairement couplés à des fluorochromes selon in situ 

mis au point dans la première partie (p23 et tableau 3). Puis nous analyserons les lames au 

microscope à fluorescence : avec vérification morphologique du tissu tumorale sur lame HES, 

puis q , quantification des LT PD1+ et enfin des lymphocytes 

T doubles marqués PD1+-Tim3+. 

yse des données cliniques comprenant : histologie, TNM, grade de Furhman, âge et 

sexe sera effectuée en parallèle pour les tumeurs localisées.  

Nous procèderons de même pour une cohorte de CRCC métastatiques, en ajoutant une 

analyse des données pronostiques du MSKCC et de  Heng comprenant (Karnofsky, nombre 

de sites métastatiques, délai entre le diagnostic et le traitement, Ca2+c, Hémoglobine, 

polynucléaires neutrophiles, plaquettes, LDH).  Le recueil des évènements : rechute et décès 

sera réalisé dans un deuxième temps, indépendamment du marquage.  

Les résultats de cette deuxième partie du projet ne sont pas encore disponibles. 
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1/ Profil  dérivés de tumeurs du rein 

ion des MCI PD1 (CD279), CTLA-4 (CD152) 

membranaire, LAG-3 (CD223) et Tim3 a été réalisée dans un premier temps sur les TIL 

-4 

membranaire, nous avons modifié le marquage CTLA-4 en réalisant un marquage 

intracellulaire après perméabilisation sur les TIL extraits de dix autres tumeurs. Une dernière  

série de vingt-neuf tumeurs du rein a été analysée avec un marquage simplifié limité à CD3, 

PD1 et Tim3. La stratégie de « gating » utilisée est représentée figure1.   

 

Figure 1 : 

(M C I) sur les lymphocytes T infiltrant les tumeurs du rein (T .I .L).  A/ Stratégie de gating : 

acquisition sélective des lymphocytes T- CD3+, sélection des lymphocytes T vivants par élimination des cellules 

marquées au DyeV450, sélection des populations de LT-CD4 ou LT-CD8. B/ 

des anticorps anti-PD1, anti-Lag3, anti-Tim-3 et anti-CTLA-4 directement couplés à des fluorochromes puis 

analysées sur un cytomètre. La co-expression des MCI avec PD-1 est montrée.  C/ Les cellules sont 

-CTLA-4.  
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s premiers échantillons a montré une forte expression de PD1 par les 

lymphocytes T extraits de tumeur du rein. Sur la série de 49 échantillons de TIL, nous avons 

variables -1 sur les  lymphocytes T est de 50% (SD :0,17). 

on de PD1hi 

et low distinguant nettement deux populations de cellules exprimant cette molécule. Dans notre 

deux populations de lymphocytes T pouvant être séparée

PD-1 (figure 2), les autres présentant une population LT PD1+  avec une densité de PD1 plus 

homogène faible ou intermédiaire. 

 

 

Figure 2 : Expression de PD1 sur les T I L des 49 échantillons analysés. a/ Expression en pourcentage de  

lymphocytes T positifs pour PD1 en CMF,. b/ Intensité de 

 :  

Exemples de profil PD1 high (MFI PD1 à 23) avec 2 populations PD1+ distinctes high et low et profil PD1 low 

(MFI PD1 à 5). 

 

 a/                                                     b/                                                       c/  

   
 

 

 

 

PD high 

CD3 Krom O 

CD3 Krom O 

PD1 high 
 

PD1 low 

PD1 low 
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ntre les populations TIL individualisant CD4 et CD8 :  

42 % (SD : 0.20) des CD4+ et 48 % (SD : 0.21) des LT CD8+ expriment PD1 (n=20, p-

value=, t- -4, Tim3 et LAG-3) est liée à  

 : elle est systémat

pas PD1. Sur une première série de 10 cas, nous avons mis en évidence une co-expression 

lymphocytes T-PD1+ est de 12% [0% à 40%, SD : 0,18] ;  cette expression est plus importante 

sur les LT-CD8+PD1+ avec une moyenne de 15% contre 9% sur les LT CD4+PD1+ (Fig 3a).  

Nous avons observé une plus faible co-expression  de PD-1 et de LAG-3. Ainsi, la moyenne 

 les lymphocytes T PD1+ est de 7% [0% à 15%] et LAG3 

prédomine sur les LT CD4+PD1+ avec une moyenne de 10% contre seulement 4% pour les LT 

CD8+PD1+ -4 dans 

cette série (figure 3a). Nous avo

réalisant un marquage intracellulaire de CTLA-4 qui a permis de détecter cette molécule sur 

-4 dans les LT 

PD1+ est de 13% avec une prédominance dans les LT CD4+PD1+

moyenne dans ces cellules est de 22% [0 à 51%] contre seulement 8% dans les LT CD8+PD1+  

(figure 3b).   

-expression 

de PD1, Tim3 et LAG3 non significative, en moyenne à 1% [0 à 15%] avec un seul 

échantillon retrouvant cette triple expression à un niveau significatif de 15% des LT PD1+ 

(20% des LT CD8+PD1+ et 8% des LT CD4+PD1+ ple marquage 

de MCI avec CTLA-4. PD1 est la MCI pivotale exprimée par les TIL, la co-expression ou non 

de Tim3 ou de CTLA-4, définissent des sous-populations de TIL distinctes dont nous 

préciserons les caractéristiques. 
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Figure 3 : Profil de co-expression des M C I sur 10 échantillons de T I L  extraits de tumeurs du rein de 

patients opérés. 

a)  -PD-1, TIM-3, CTLA-4, Lag3 directement couplés à des 

fluorochromes. Les résultats sont exprimés en pourcentage de LT-CD4 (Droite) ou LT-CD8 (Gauche) exprimant 

PD-

anti-CTLA-  

 

a/ 

 
 

b/ 

 

 
 

  

 

 

 

2/ Induction des M C I après activation des lymphocytes T via leur récepteur :  

Les MCI étant induites après activation des lymphocytes T, nous avons voulu évaluer leur 

-expression par les lymphocytes T pour la comparer 

à nos résultats obtenus sur les TIL. 
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MCI sur les lymphocytes T issus du sang de donneurs sains. LAG3 a une expression précoce 

prédominant sur les LT CD8 et diminue dès J2. 

stimulation et atteint un plateau à J2. Le CTLA4 augmente plus progressivement avec un 

n

réparti sur les LT-CD4 et CD8.  

-3, CTLA-4 et Lag3 ne sont détectées que 

sur les cellules PD-1 positives,  certaines MCI peuvent être détectées sur les lymphocytes T 

en absence de PD-

stimulation est retrouvée pour Tim3 sur 50% des CD8+PD1-,  LAG3 sur  20% et CTLA-4 sur 

50% des LT-CD4+PD1- . 

des MCI étudiées sur les TIL plaide en faveur de leur rôle dans la régulation physiologique de 

cette activation, en particulier pour LAG3 pour les CD8 et CTLA-4 pour les CD4. La 

caractéristique de cette activation aigue comparée à la situation de stimulation chronique dans 

laquelle sont placés les TIL est le rôle pivot que semble jouer LAG3 et CTLA-4 dans la 

régulation de aigüe et une moindre dépendance des 

autres MCI vis-à-vis de à PD1. 

Figure 4 :  

Des cellules mononucléées du sang périphérique sont stimulées  par des billes anti-CD3 et anti-CD28 et une 

-CD4 

(Gauche) ou aux LT-CD8 (Droite). Les résultats montrés correspondent à la moyenne obtenue pour  deux 

donneurs b/ La cinétique de co-expression de MCI (Tim-3, CTLA-4 intracellulaire, Lag3) associée à  PD1 est 

-type entre les deux échantillons.  

 

a/ 
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b/  

 
 

 

 

3/ Co-expression PD1-T im3 sur les T I L  :  

Tim3 étant la MCI la plus fréquemment retrouvée en association à PD1, nous nous sommes 

focalisés sur cette co-expression PD1-Tim3 qui a été analysée sur un total de 49 échantillons 

de TIL. Pour la co-expression de Tim3 nous avons retenu un seuil de positivité à 20% de 

lymphocytes T PD1+ positifs pour Tim3, retrouvant ainsi 15 échantillons positifs sur 49 (30% 

des cas). Cette co-expression est relativement spécifique des tumeurs du rein de type CRCC 

(45% (13/29) des CRCC contre seulement 10% (2/20) des non-CRCC).  Il existe ainsi chez 

les patients atteints de cancers du rein, deux profils de TIL 

seule ou associée à Tim-3. Afin de valider cette expression isolée de PD-1 dans une sous 

population de TIL, une expression de Lag3 et de CTLA-4 devrait être réalisée sur cette série 

de TIL. Néanmoins, dans la série précédente, parmi les TIL PD1+-Tim3- (< 20%) seul un 

échantillon exprimait Lag3 à un niveau significatif (> 20%).La co-expression CTLA-4 - Tim3 

 sur les mêmes cellules mais des échantillons de TIL expriment CTLA4 et 

CTLA-4 (cf figure 

2b). La population PD1+Tim3- (PD1 seul) est possiblement à scinder en PD1-CTLA-4 + et 

PD1-CTLA-4- . 
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Figure 5 :  

a/Analyse de la co-expression de PD1-T im3 sur les T I L de rein et signification clinique. 
Expression de PD1 (en % des lymphocytes CD3+) et de Tim3 (en % des lymphocytes CD3+PD1+) sur les 49 

échantillons de TIL analysés. b/ corrélation clinico-biologique des statuts Tim3 faible et Tim3 fort. 

 

a/ 

 
b/ 

  

 

 

 : 

in situ.  

in situ sont plus limitées en terme de nombre de 

paramètres. Afin de se limiter à des doubles marquages par immunofluorescence, nous avons 

préalablement montré sur un échantillon de TIL que les cellules exprimant PD-1+ sont 

essentiellement des cellules hématopoïétiques CD45+ (Figure 6). Parmi ces cellules CD45+, 

plus de 90% des cellules exprimant PD-1 sont des lymphocytes T (figure 6)  ce qui nous 

En effet, même si Tim-3 peut être e , 

notamment les macrophages et les CPA, sa co-expression avec PD-

Profil PD1-Tim3 RCC RCC PD1/Tim3 faible RCC PD1/Tim3 fort 

Age 57.9 62.4 52.4 

Sexe ratio h/f 1.6 1.3 2.3 

Taille tumeur (en mm) 56 48 67 

Grade Furhman 2 à 3 2 à 3 3 



34 
 

lymphocytes T. Nous avons donc évalué la coexpression de PD-1-Tim3 par un double 

marquage en immunofluorescence.   

 

 

Figure 6 : Marquage des cellules extraites de tumeur du rein montrant une spécificité de 

PD1 pour les lymphocytes T  + est composé de 90% de  

lymphocytes T et les cellules CD45+PD1+ sont des lymphocytes T à 95%. 

 

 

 

                         
 

 

 

 

 

Figure 7 : Co-expression PD1-T im3 en immunofluorescence à partir de coupes de tissus de cancer du rein ; 

PD1 marqué  en vert (Cyan2) et Tim3 en rouge (Cyan3).  

 

 

 

CD3+/ CD45+ = 90% 
CD3+/CD45+PD1+ = 95% 

Gate CD45+ 

 CD3 Krom O CD45 PECF594 
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in situ 

contrôle isotypique.  

Parmi les tumeurs co-exprimant faiblement PD-1-Tim-3 par cytométrie en flux (CMF) (n=5), 

i.e. les tumeurs pour lesquelles le pourcentage de TIL PD1+Tim3+ est inférieur à xxx %,   

nous avons retrouvé par IF in situ (avec une double lecture en aveugle) des valeurs proches à 

celles de la CMF (avec une différence inférieure à 10%) pour trois  des  tumeurs analysées 

(13D0142, 12H975,12D1211) ; pour deux autres (12D1285, 12D1419), la différence était de 18 et 

20% supérieure par IF in situ.  

Parmi les tumeurs co-exprimant fortement  PD-1-Tim-3 par CMF (n = 6), nous avons 

cellules doublement marquées PD1-Tim3 pour cinq des tumeurs analysées ( 12H1002, 12D1506, 

12H398,12D1372, 12D1402) 
(12D1178).  
Notons que pour un type histologique particulier, le carcinome chromophobe, il y avait 

absence de comarquage PD1- ( 

12D1313, 12D1415, 13D280, 12H282) ; cependant  

type histologique, avec une moyenne de seulement 5 LT par champ pour les chromophobes 

contre une moyenne de 50 LT par champ pour les CRCC, ce qui rend la lecture par IF 

laborieuse et hasardeuse. Ces résultats confortent les conclusions antérieures et permettent de 

visualiser la distribution des TIL PD1- agit bien 

 lymphocytaire intravasculaire. De plus, ils nous 

analyse rétrospective, non réalisable en CMF. 

 

Tableau 5: Analyse du ma

PD1 et de la co-expression de T im3 sur les T I L de 17 tumeurs du rein (anticorps utilisés : tableau 3).  (17 cas 

itère de positivité en CMF et en IF : 

pourcentage  de cellules Tim3+ >20% parmi les LT PD1+. 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 PD1+Tim3+ en CMF PD1+Tim3- en CMF 

PD1+Tim3- en IF in 

situ 

1 7  

PD1+Tim3+ en IF in 

situ 

7 2 
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4/ Analyse fonctionnelle des T I L  :  

il existe des différences fonctionnelles entre les TIL PD1+Tim3- et 

présentant une forte expression de PD1 et de Tim3, puis stimulé les sous-populations ainsi 

obtenues par un anticorps anti-  a ensuite été déterminé sur 

le surnageant de culture, 24h post-stimulation. 

les TIL PD1- ( [IFN ] = 150 pg/ml) et les TIL PD1+Tim3- ([IFN ] = 175 pg/ml) secrétaient 

sé  était indétectable pour les TIL PD1+Tim+ ([IFN ] <5pg/ml) en réponse à 

cette stimulation dépendante du TCR.  

Ce résultat, à confirmer, montre que les LT PD1+Tim3+ 

pas les LT PD1+Tim3-, cette co-expression de PD-1 et Tim3 semble donc être un marqueur de 

perte de fonctionnalité des TIL. 

 

 

Figure 8 : Analyse fonctionnelle des populations de T I L en fonction de leur expression de PD1 et T im3.  

-CD3, anti-PD1 et anti-Tim3  puis triés  en 3 sous 

populations : CD3+ PD1-, CD3+ PD1+Tim3- et CD3+PD1+Tim3+. Les cellules triées ont ensuite été incubées avec 

du milieu seul ou avec -2 (1000UI/ml) ou des billes anti-CD3. Vingt-quatre heures après la stimulation, le 

 dosé par Elisa. A noter que tous les échantillons de TIL expriment PD-1 mais 

-1 nous permettant de les trier. 

 

  

 

                                                                         
  

  

Tri au FACSARIA 
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DISC USSI O N 

Une meilleure caract  lymphocytaire du cancer du rein est 

majeur dans le cadre des nouvelles thérapies immunomodulatrices tel que les anticorps anti-

PD1 bloquant  qui manquent de facteur prédictif de réponse pertinent.  

 

1/ Expression prédominante de PD-1 par les T I L de cancers du rein 

Ce travail a montré que les lymphocytes T infiltrant les tumeurs du rein expriment différentes 

MCI (PD-1, Tim-3, Lag 3, CTLA-4). Parmi -1 est prédominante 

car cette molécule est détectée sur tous les prélèvements analysés avec une moyenne 

-1 par cellule est variable avec une MFI 

entre 3 et 26. Comme précédemment décrit, nous avons observé chez certains patients deux 

populations de LT-PD1 identifiés par une densité basse ou haute de PD-1 (Fig 2c). 

est continue et ne permet 

que les LT exprimant de fort niveau de PD-1 pouvaient correspondre à des LT régulateurs 

[68] -1 et le phénotype 

Treg, il nous faudra réaliser un co-marquage PD1-FoxP3. 

 

2/ Analyse  

importante que Lag3 et que CTLA-4. N

-1.  

-3 ou de CTLA-4 sans détection de PD-1 avait été 

de cancers 

[69,70]. Dans le sang de patients atteints de mélanomes, la 

majorité des LT- -ESO1 qui expriment Tim-3 sont 

également positifs pour PD-1 [71]. Au contraire, une activation in vitro des lymphocytes T 

ou CTLA-4 sans détection associée de PD-

le entre une activation in vitro et un 

-4, IL- - -

-  ou le VEGFA [72-74] 

ces MCI  [75-77] 

comparaison à celui observé par une stimulation des lymphocytes T.  
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pression de CTLA-4 membranaire. En effet, il a été montré 

-4 sur les LT est inductible en réponse à une fixation 

du complexe CMH- -

transcriptionnel faisant inte

un niveau non détectable en CMF sur la population LT totale [78]

et de dégradation du CTLA- -2, ce 

recyclage peut être inhibé par la Wortmannin. Nous pourrons utiliser cette drogue pour 

observer une expression membranaire sur les TIL. Après avoir montré que les enzymes 

clivage du CTLA-4 membranaire, nous avons privilégié un marquage intracellulaire reflétant 

-

en IF in situ sur un échantillon de TIL nous a confirmé une expression intracellulaire et péri-

membranaire du CTLA-4. Cette expression intracellulaire peut interroger sur le mécanisme 

- -4 membranaire induisant son 

recyclage rapide. 

 

3/ Analyse et propriétés de la population de T I L co-exprimant PD-1 et T im-3 

Afin de comprendre la signification de cette co-expression, nous nous sommes focalisés sur 

les 2 MCI membranaires prédominantes : PD-1 et Tim-

deux populations de TIL : les TIL PD-1+ Tim-3+ et les TIL PD1+Tim3-. La présence de ces 

deux populations a été confirmée par deux techniques, la cytométrie de flux et 

in situ

deux techniques, quelques 

in situ (détection 

laser pour la CMF). Par ailleurs, les anticorps sont directement couplés à un fluorochrome lors 

in situ. 

 

Différents arguments suggèrent que cette population de TIL co-exprimant PD-1 et Tim-3 

serait un biomarqueur péjoratif et un critère de gravité pour le patient. Ainsi, lorsque nous 

avons trié une population de TIL chez un patient atteint de cancer du rein ; les lymphocytes T-

PD-1+Tim3+  , tandis que les LT-PD1neg ou PD1+Tim-3neg en 

sécrétaient (Fig 7). Les tumeurs chromophobes du rein 
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-3. Parmi les tumeurs 

rénales à cellules claires, la taille des tumeurs et le grade Fürhman sont plus faibles chez les 

patients présentant des lymphocytes T ne co-exprimant pas Tim-3 avec PD-1 (Fig 5b).  

Une corrélation entre la co-expression de PD- -CD8 

anti-tumoraux et la perte de fonctionnalité de ces cellules avait été retrouvée chez des patients 

atteints de mélanomes et dans différents modèles murins  [68,70, 71, 79]. Il semble donc que 

-

la fonctionnalité des cellules. 

 

4/ Anergie des T I L et co-expression des M C I 

Une perte de la fonctionnalité des lymphocytes T infiltrant les tumeurs du rein avait été 

rapportée dans un nombre important de cas. Différents mécanismes ont été émis pour 

[80],  

-10 dans le stroma des cancers du rein [81], infiltration des tumeurs par des 

cellules suppressives de type MDSC ou LT reg [82]. Nos résultats montrant une fréquente co-

expression de MCI par les LT infiltrant les tumeurs du rein peuvent aussi constituer un 

 

 

5/ 

 

-1 et de son ligand PDL-1 

était associée à un mauvais pronostic clinique et ce rôle défavorable 

-1 est un facteur prédictif avéré de réponse au traitement 

par anticorps anti-PD1 [61,67,83]. Néanmoins, notre groupe e

-1 par les TIL de patients atteints de cancers ORL, de cancers du côlon 

et de lymphomes était associée à un pronostic favorable [57,84,85]. Il se peut que suivant que 

PD-1 soit exprimée seule ou associée 

PD-1 peut en effet refléter une activation cellulaire et nous avons montré chez des patients 

atteints de cancers ORL que les LT -PD-1+ exprimaient plus fortement des marqueurs 

 -3 [57]. Au contraire, chez 

des patients co- -expression de PD-1 et 

Tim3 corrèle avec une plus grande sévérité de lésions hépatiques [86]. Les LT de patients 

atteints de lymphomes folliculaires et co-exprimant PD-1 et Tim3 ont un plus mauvais 

pronostic que les patients exprimant PD-1 seul [87]. Le groupe de Rosenberg et de Coukos  

-tumoraux étaient enrichis 
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dans la population de TIL exprimant PD-

expression reflète une activation initiale de ces cellules possiblement dirigées contre la tumeur 

nt « exhausted » [69,88].  

-1 et une réponse naturelle endogène anti-tumorale 

peut aussi expliquer le bon pronostic parfois associé à son expression. 

 

Conclusion et perspectives. 

Lors de ce travail, nous avons analysé la co-expression de MCI sans analyser 

ligands (PDL-1, CD80, MHC classe II) [66,67]  a déjà été rapportée dans les tumeurs du rein, 

il serait important lors de la 

molécules.  

imm

cliniques objectives ont été observées chez 25-30% de patients atteints de cancers du rein 

métastatiques traités par un anti-PD- -1 par la tumeur constitue le seul 

biomarqueur associé à la réponse sur une série limitée de patients [60,89]. Nos résultats 

préliminaires suggèrent que le groupe de patients dont les TIL co-expriment de nombreuses 

molécules de costimulation pourrait être résistant à ces traitements en raison de la perte de 

fonction de ces cellules. 

-4, Tim-3, PD-1, Lag3) avec leurs ligands est plus 

n seul couple ligand-récepteurs dérivés de ces MCI pour traiter des 

infections chroniques ou des cancers [68,70,79].  

Le profil de co-expression de MCI chez des patients atteints de cancer pourrait donc prédire la 

réponse à des monothérapies ciblant ces MCI et guider des combinaisons thérapeutiques de 

façon rationnelle.  
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