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Introduction

Les pathologies cancéreuses sont caractérisées par une prolifération
incontrolée de cellules anormales ayant acquis de nouvelles compétences, avec
notamment la capacité d’envahir les tissus environnants ou de former des
meétastases. Avec les maladies cardiovasculaires, les cancers figurent parmi les
principales causes de mortalité dans le monde, avec une incidence qui augmente
chaque année selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (1). Les modes de
vie, ainsi que les facteurs environnementaux et génétiques, sont responsables de

cette augmentation (2).

Du point de vue épidémiologique, les cancers représentent en France la
premiére cause de mort prématurée, avec 157 400 déces enregistrés en 2018, soit
26 % des déces prématurés (3). En 2023, environ 433 000 nouveaux cas ont été
estimés en France. A I'échelle mondiale, les cancers sont la deuxiéme cause de
déces apres les maladies cardiovasculaires, responsables d’environ 9,7 millions de

décés en 2022, avec pres de 20 millions de nouveaux cas diagnostiqués (4).

Les traitements oncologiques reposent sur trois piliers majeurs avec la
chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie. D’autres approches thérapeutiques
sont également utilisées, selon le type de cancers (par exemple, I’hormonothérapie
pour certains cancers du sein et de la prostate). A ce socle historique s’est
récemment ajoutée I'immunothérapie dans les soins anticancéreux (5). En effet,
'immunothérapie permet au systéme immunitaire de retrouver ses fonctions de
défense et d’élimination des cellules tumorales et de contrer I'échappement
immunitaire, qui peut étre défini comme la capacité des cellules tumorales a éviter la
reconnaissance et la destruction par le systeme immunitaire. Parmi les différentes
stratégies développées figurent les anticorps monoclonaux, les cytokines et, plus

récemment, les inhibiteurs des points de contr6le immunitaire (6).

Il est essentiel de comprendre les mécanismes biologiques responsables de
'échappement immunitaire des cellules tumorales. Parmi eux, les points de contréle
ont été largement étudiés pour leur r6le membranaire dans la régulation de
I'activation du systéme immunitaire. Toutefois, cette approche principalement centrée
sur leur localisation membranaire a laissé inexplorées leurs dimensions intracellulaire
et nucléaire, pourtant susceptibles de jouer un rble en canceérologie (7). Ainsi,
I'’émergence de la recherche de petites molécules ciblant ces points de controle

immunitaire pourrait lever certaines contraintes inhérentes aux anticorps.
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|. L’importance des points de contréle immunologiques

dans le systeme immunitaire : PD-1/PD-L1 et au-dela

Le systéeme immunitaire peut étre défini comme un ensemble d’organes, de
cellules et de substances qui nous protege contre un certain nombre de pathologies,
notamment infectieuses. En effet, lorsque le systeme immunitaire reconnait un
élément anormal, il déclenche une alarme et s’active pour combattre, par exemple,

des bactéries, des virus, des parasites et des cellules modifiées ou altérées.

1. Définition, structure et mécanismes de base :

1.1 Définition, structure et fonction des points de contrdle immunologiques

Les points de contréle immunitaire ou « checkpoints immunitaires » sont des
récepteurs membranaires régulateurs exprimés principalement a la surface des
lymphocytes T, mais également sur d’autres cellules du systeme immunitaire telles
gue les cellules B, les cellules NK et les cellules présentatrices d’antigénes (8). Ces
récepteurs modulent I'activation cellulaire afin de contréler l'intensité, 'amplitude et la
durée de la réponse immunitaire (9). Sur une méme cellule, on retrouve a la fois des
récepteurs co-activateurs et co-inhibiteurs de point de contréle immunitaire. Ainsi,
c'est la balance complexe entre les signaux activateurs et inhibiteurs qui détermine le

seuil d’activation cellulaire.

Sur le plan structural, la majorit¢ des points de contréle immunitaire
appartiennent a la superfamille des immunoglobulines ou a la famille des récepteurs
du TNF (10)(11). Sur ces récepteurs, on retrouve généralement des domaines
extracellulaires impliqués dans la reconnaissance ligand-récepteur, un unique
domaine transmembranaire et des domaines intracellulaires contenant des motifs
spécifiques, tels que les motifs ITIM et ITSM (12), capables de recruter des
phosphatases et de moduler les voies de signalisation intracellulaires. Ces voies
contrélent principalement la prolifération, la production de cytokines, la survie

cellulaire et la différenciation.

Physiologiquement, ces récepteurs jouent un réle central dans le maintien de
la tolérance immunitaire (13) et dans la contraction de la réponse inflammatoire

aprés élimination de l'antigéne. Cependant, dans le contexte tumoral, I'activation
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excessive des lymphocytes T contribue a leur épuisement et a I'’échappement
immunitaire (14)(15).

1.2 Régulation de l'activation des lymphocytes T : équilibre entre tolérance

et réponse immunitaire

L’activation des lymphocytes T repose sur la capacité du systeme immunitaire
a distinguer le « soi » du « non-soi » (16). Cette discrimination s’effectue par la
reconnaissance, via le récepteur des cellules T (TCR), de peptides antigéniques
présentés par les molécules du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) (17).
Les molécules du CMH de classe |, exprimées par la majorité des cellules nucléées,
présentent des peptides endogénes issus du soi ou soi altérés. En présence de
peptides dérivés d’agents pathogénes ou de néo-antigeénes tumoraux, cette

reconnaissance peut déclencher une réponse immunitaire spécifique.

Cependant, la reconnaissance seul des antigenes n’est pas insuffisante. Un
signal de co-stimulation, notamment via l'interaction CD28-B7 (18), est nécessaire
pour permettre une activation compléete des lymphocytes T. Lintégration de ces
signaux activateurs et inhibiteurs permet de déterminer l'intensité, 'amplitude et la
durée de la réponse immunitaire. (10). Ainsi, les points de contrble immunitaire
participent au maintien de la tolérance envers le soi et a la prévention des réponses
auto-immunes (13). En revanche, dans le contexte tumoral, I'activation excessive de
ces voies inhibitrices favorise [inhibition fonctionnelle des lymphocytes T et

I'échappement immunitaire (9).

2. Implication dans les pathologies :

2.1 Roéle dans I'échappement immunitaire tumoral

La progression tumorale résulte en partie d'un processus dynamique
d’interaction entre la tumeur et le systeme immunitaire, décrit dans le concept
« d'immunoediting », comprenant les phases d’élimination, d’équilibre et
d’échappement (19). Au fil du temps, les cellules tumorales ont mis en place une
multitude de mécanismes visant a échapper au systéme immunitaire, dont I'objectif

final est d’altérer la reconnaissance des cellules tumorales ou d’inhiber la réponse
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immunitaire. Ainsi, on retrouve trois grands mécanismes d’échappement tumoral
décrits ci-dessous (Fig. 1) (20) :

1. Altération de la présentation des antigénes, notamment par des
mutations entrainant une diminution de I'expression des antigenes tumoraux ou des

molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe | (CMH 1).

2. Induction d’un microenvironnement immunosuppresseur, avec
'expansion de lymphocytes T régulateurs et la production de cytokines anti-

inflammatoires comme, par exemple, I'lL-10.

3. Expression de ligands inhibiteurs a la surface des cellules tumorales,
qui sont capables de se lier aux récepteurs inhibiteurs des lymphocytes T, tels que

PD-1 ou CTLA-4, responsables de leur inhibition fonctionnelle.

(A) Réponse T antitumorale

Complexe CMH-I /
antigene tumoral %

Cellule

R LT CD8 ~ 7/
cancéreuse

(B) Mécanismes d’échappement de la tumeur

1. Mutations 2. Microenvironnement 3. Activation de
Immunosuppresseur régulateurs négatifs

Ligand Récepteur
inhibiteur inhibiteur

Arrét de expression d’antigénes tumoraux

C?O%OOOO
X 000009
0%0000 . .
, Cibles = checkpoints
Libération de cytokines 2 T
anti-inflammatoires iImmunitaires
Perte de l'expression du CMH-|
Pas de reconnaissance de la Inhibition de la réponse immunitaire

cellule tumorale par le LT CD8

Figure 1: Les mécanismes d’échappement de la tumeur au systéme
immunitaire (adapté de [20])
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La compréhension de ces mécanismes d'échappement a permis le
développement d’une nouvelle classe thérapeutique : les inhibiteurs des points de
contréle immunitaire ou « anti-checkpoints », qui ont valu le prix Nobel, en 2018, a
Tasuku Honjo et James P. Allison. Ces agents, tels que les anticorps dirigés contre
PD-1 ou PD-L1, permettent de restaurer I'activité des lymphocytes T et de rétablir

une réponse immunitaire antitumorale efficace (9).

2.2 Implication dans les maladies auto-immunes et infectieuses

L’équilibre entre signaux activateurs et inhibiteurs constitue un mécanisme
fondamental de régulation, permettant I'élimination des agents pathogénes, tout en
prévenant le développement de phénomenes auto-immuns. Les points de contrble
immunitaire assurent ainsi le maintien de ’homéostasie immunitaire en modulant
l'intensité et la durée de l'activation des lymphocytes T. Si les récepteurs co-
stimulateurs favorisent I'induction d’'une réponse immune efficace en cas d’infection
ou de transformation tumorale, les récepteurs inhibiteurs limitent cette activation afin
d’éviter des réponses excessives, susceptibles d’induire des pathologies auto-
immunes telles que la polyarthrite rhumatoide, le lupus systémique ou I'asthme (Fig.
2) (22).

Prévenir
I'autoimmunite

Elimfner
le path ogéne

- ®
' °
CMH| IFNy, TNFa, I
Q-.’f ; . .. PD-L1 granzyme B CMH|
B L | POt
i ! ]
cD8
L J
Inhibition Activation

Anergie, épuisement, mort Cytokine, lyse, prolifération, migration
Figure 2 : Les points de contrble et la réponse immunitaire (21)

Ces mécanismes participent également a un rétrocontrole négatif, impliquant
notamment la production de cytokines immunosuppressives par les cellules

environnantes, contribuant a la résolution de la réponse immunitaire et au maintien
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de la tolérance périphérique. L'importance physiologique de ces voies régulatrices
est illustrée par I'apparition d’effets indésirables d’origine immunitaire chez certains
patients traités par inhibiteurs des points de contréle immunitaire, tels que des
dermatites inflammatoires, des colites ou des endocrinopathies, confirmant leur role

central dans la prévention de I'auto-immunité (22).
3. Ciblage thérapeutique des checkpoints :

Il existe plus d’'une douzaine de points de contrdle immunitaire, mais nous

n’en aborderons que 4, par mesure de simplification.

3.1 Inhibiteurs de PD-1/PD-L1 : mécanisme d’action et efficacité clinique

PD-1 (« Programmed cell death protein 1 ») est un récepteur inhibiteur de la
superfamille des immunoglobulines exprimé a la surface des lymphocytes T actives.
Son interaction avec PD-L1 ou PD-L2 entraine le recrutement de la phosphatase
SHP-2, inhibant les voies de signalisation du TCR (notamment PI3K/AKT), ce qui
réduit la prolifération, la production de cytokines pro-inflammatoire et les fonctions
cytotoxiqgues des lymphocytes T (Fig 3, a). Afin de restaurer l'activation des
lymphocytes T, on utilise des anticorps anti-PD-1 (nivolumab, pembrolizumab) ou
anti-PD-L1 (atezolizumab, durvalumab) qui bloque les interactions avec les ligands
PD-L1 ou PD-L2, permettant ainsi de restaurer [lactivité antitumorale des
lymphocytes T (Fig 3, b) (23).

a b

Tumour cell
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Tumour cell
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I/ Tumour cell

death
PD-1

Figure 3 : Les mécanismes d’action de PD-1/PD-L1 et ces inhibitions par les

anticorps anti-PD-1/PD-L1 lors de I’activation des lymphocytes T (23)
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Au niveau clinique, les inhibiteurs de PD-1/PD-L1 ont démontré une activité a
large spectre dans les tumeurs solides et, dans une moindre mesure, dans les
tumeurs hématologiques, avec des indications approuvées dans plus de quinze
types de cancers distincts, tels que le mélanome, le lymphome de Hodgkin, les

cancers ORL et le carcinome hépatocellulaire (24).

A ce jour, une quinzaine d’anticorps ciblent 'axe PD-1/PD-L1, mais aucune
petite molécule ni autre médicament que des anticorps ne cible cet axe. Cependant,
des recherches intenses sont en cours, avec plus de 15 molécules biologiques en

développement clinique (anticorps bispécifiques, fragments d’anticorps, ...).

3.2 Inhibiteurs de CTLA-4 : mécanismes d’action et efficacité clinique

Le récepteur CTLA-4 (« Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 ») est exprimé
principalement par les lymphocytes T activés ainsi que par les lymphocytes T
régulateurs (Treg). Les molécules CD28 et CTLA-4, présentes sur les cellules T,
rentrent en compétition pour se fixer aux molécules CD80/CD86 présentes a la
surface des cellules présentatrices d’antigénes (Fig 4, a). Le blocage de CTLA-4 par
un anticorps monoclonal, tel que l'ipilimumab, restaure la co-stimulation dépendante
de CD28, ce qui entraine une expansion des lymphocytes T effecteurs et une
diminution des Treg intratumoraux, restaurant ainsi la réponse inflammatoire (Fig 4,

b) (23).

Inhibition Proliferation
of Tcell ~ = of Tcells
activation H
ANTICTLA-4 {
7 T cell
P CTLA-«{ migrates to

tumour tissue

Figure 4 : Les mécanismes d’action de CTLA-4 et de son inhibition par les

anticorps anti-CTLA-4 lors de I'activation des lymphocytes T (23)
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Lipilimumab est le premier représentant de cette classe, il a démontré une
efficacité dans le traitement du mélanome métastatique (25), ainsi qu’une efficacité
accrue en association avec le nivolumab (anticorps anti-PD-1) (26). Toutefois, les
effets indésirables d’origine immunitaire, notamment les colites et les
endocrinopathies, sont plus fréquents et généralement plus séveres qu’avec les

inhibiteurs de PD-1 utilisés en monothérapie (26).

3.3 Inhibiteurs de LAG-3 : mécanismes d’action et efficacité clinique

LAG-3 (« Lymphocyte Activation Gene-3 ») est un récepteur inhibiteur exprimé
a la surface des lymphocytes T épuisés et se lie aux molécules du CMH de classe Il.
Son activation inhibe la prolifération des lymphocytes T, renforce leur état
d’épuisement et coopére fréquemment avec PD-1 (Fig 5, a). Le blocage de LAG-3
vise ainsi a restaurer les réponses immunitaires T dans les tumeurs résistantes aux
inhibiteurs de PD-1 (Fig 5, b) (27).
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Figure 5: Les mécanismes d’action de LAG-3 et de son inhibition par les

anticorps anti-LAG-3 lors de I’activation des lymphocytes T (27)

Au niveau clinique, le relatlimab est le premier anticorps ciblant LAG-3 a avoir
ete approuvé en bithérapie (2022). L’association du relatlimab (anti-LAG-3) et du
nivolumab (anti-PD-1) a montré une amélioration significative de la survie dans le
mélanome avancé (28). Ainsi, d’'un point de vue clinique, le ciblage combiné des
points de contrdle immunitaire est une stratégie thérapeutique encourageante (mais

aussi tres colteuse).
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3.4 Inhibiteurs de TIM-3 : mécanismes d’action et efficacité clinique

TIM-3 (« T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3 ») est un récepteur
inhibiteur exprimé par les lymphocytes T épuisés, les cellules NK ainsi que certaines
cellules myéloides, notamment les cellules dendritiques et les mastocytes. Ce
récepteur est frequemment co-exprimé avec PD-1 dans les tumeurs résistantes aux

inhibiteurs de points de contréle.

Au niveau extracellulaire, la protéine TIM-3 interagit avec différents ligands,
dont la galectine-9, ce qui induit I'activation des voies de signalisation intracellulaire
via la protéine adaptatrice BAT3. Son activation induit alors une inhibition
fonctionnelle, voire l'apoptose des cellules immunitaires, contribuant ainsi a la

tolérance tumorale (Fig. 6, b).

Ces découvertes ont conduit au développement d’anticorps ciblant TIM-3, tels
que le sabatolimab (MBG453), utilisé dans les syndromes myélodysplasiques et les
leucémies myéloides aigués, dans l'objectif est de restaurer l'activité antitumorale
(Fig. 6, c) (29).
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Figure 6 : Les mécanismes d’action de TIM-3 et de son inhibition par les
anticorps anti-TIM-3 lors de I'activation des cellules immunitaires (adapté de
[29])

Plusieurs anticorps anti-TIM-3 sont actuellement évalués dans des essais
cliniques, avec des résultats préliminaires encourageants, notamment en association

avec les inhibiteurs de PD-1.
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Ces 4 exemples montrent la diversité des points de contréle immunitaire, qui
sont nombreux. Leur expression et leur degré d’implication dans la pathologie varient

d’une tumeur a une autre.

ll. Localisation et fonctions membranaires des points de

controle immunitaire

Apres la présentation et I'analyse des mécanismes fonctionnels des points de
contréle immunitaire, I'étude de leur localisation membranaire est une étape

essentielle, avant I'exploration de leur localisation intracellulaire et nucléaire.

1. Localisation classique :

1.1 Présence sur la membrane plasmique des lymphocytes (T et B) et

autres cellules immunitaires

Les points de contrdle immunitaire sont des protéines transmembranaires dont
I'expression est finement régulée en fonction de I'état d’activation cellulaire et du
contexte immunologique (9)(10). Ainsi, leur présence sur la membrane plasmique est

dynamique.

Pour les lymphocytes T, leur expression membranaire est induite aprés une
stimulation antigénique (10). Certains récepteurs, comme CTLA-4, présentent une
régulation particuliere avec un stockage intracellulaire et un transport vers la
membrane apres activation (31). D’autres, comme PD-1, sont faiblement exprimés
sur les lymphocytes T naifs, mais leur expression devient soutenue lors d’une
stimulation antigénique chronique, notamment dans un contexte de cancer ou
d’infection persistante (32)(33).

Au-dela des lymphocytes T, plusieurs cellules du systeme immunitaire
expriment ces molécules ou leurs ligands a leur surface, notamment les cellules
présentatrices d’antigénes, les cellules NK et les cellules myéloides (cellules
dendritiques, macrophages et monocytes) (10). Ainsi, cette distribution permet

I'établissement d’un réseau régulateur intercellulaire complexe.

La nature transmembranaire des points de contréle immunitaire a

historiguement orienté leur développement thérapeutique vers un ciblage de leur
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domaine extracellulaire par des anticorps monoclonaux (34). Cependant, de
nouveaux travaux montrent I'existence d'une localisation et d'une fonction
intracellulaires de ces points de contréle immunitaire, notamment nucléaires, avec
PD-1/PD-L1 en téte de file. Ces recherches semblent montrer un role dans

I'échappement tumoral et dans la résistance aux traitements (7).

1.2 Fonction dans les interactions cellule-cellule

Les points de controle exercent leur fonction principalement au niveau de la
synapse immunologique, interface spécialisée formée lors du contact entre un

lymphocyte T et une cellule présentatrice d’antigéne ou une cellule tumorale (35)(36).
Au sein de cette structure organisée, on retrouve :

e les récepteurs co-stimulateurs et co-inhibiteurs, qui se redistribuent
dynamiquement au sein de domaines fonctionnels de la synapse

immunologique ;

e certains d’entre eux, tels que PD-1, peuvent se concentrer dans des
microdomaines membranaires spécifiques favorisant des interactions

multiprotéiques ;

e le recrutement de protéines intracellulaires (ex. phosphatases et/ou

kinases) est coordonné dans 'espace.

La figure 7 montre la diversité des interactions ligand-récepteur dans cette

synapse immunologique.
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Figure 7 : Récepteurs de points de contréle immunitaire et leurs ligands

endogeénes respectifs (8)
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Ainsi, l'organisation spatiale d’'une synapse immunologique est dynamique,
unique et multiprotéique. Les différentes interactions ligand—récepteur coexistent et
sont coordonnées, permettant de moduler l'intensité et l'issue fonctionnelle de la
signalisation du TCR (35).

2. Régulation post-traductionnelle de PD-L1

Apres la traduction, la protéine PD-L1 peut subir plusieurs modifications post-
traductionnelles responsables de sa stabilité, de sa localisation et de sa fonction
immunologique. Parmi ces mécanismes, on retrouve principalement la glycosylation,

la phosphorylation, 'ubiquitination et I'acétylation.

La N-glycosylation constitue une modification essentielle de PD-L1. En effet,
cette modification stabilise la protéine en empéchant sa reconnaissance par
certaines ligases E3, notamment [B-TrCP, empéchant ainsi sa dégradation
protéasomale. Les formes non glycosylées de PD-L1, quant a elles, sont
phosphorylées par GSK3[3, ce qui favorise leur ubiquitination et leur dégradation. Un
point intéressant a noter est que la N-glycosylation de PD-L1 peut altérer sa
reconnaissance par les anticorps et donc rendre inefficaces les thérapies
anticancéreuses par anticorps anti-PD-L1, ainsi le ciblage de cette modification
constitue une approche prometteuse en thérapie anticancéreuse mais aussi plus

largement dans le diagnostic clinique (37).

La phosphorylation de PD-L1 peut se faire sur plusieurs résidus d’acides
aminés, responsables de sa stabilité et de ses interactions protéiques. Par exemple,
la phosphorylation sur la Tyr112 par la kinase JAK1 induit le recrutement d’'une N-
glycosyltransférase du réticulum endoplasmique (STT3A), apportant des résidus de

glucose sur PD-L1, responsables de la stabilité de PD-L1 (37).

L'ubiquitination constitue un mécanisme important de régulation de la quantité
de PD-L1. Plusieurs ligases E3, comme SPOP ou B-TrCP, ciblent PD-L1 pour sa
dégradation via le protéasome. Cette régulation est notamment dépendante du cycle
cellulaire, avec des variations d’expression de PD-L1 au cours des différentes
phases. Les enzymes telles que CSN5, USP9X, USP22, OTUB1 ou UCHL1 sont,
guant a elles, responsables de la déubiquitination et stabilisent PD-L1 en empéchant
sa dégradation. L’activation de ces voies contribue ainsi a I'accumulation de PD-L1

dans les cellules tumorales et a 'échappement immunitaire (37).
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Enfin, PD-L1 peut subir aussi une acétylation réversible régulée par
'acétyltransférase p300 et la désacétylase HDAC2. Ces modifications jouent un réle
important dans la translocation nucléaire de PD-L1, établissant un lien direct entre la
régulation post-traductionnelle et les fonctions intracellulaires de la protéine (7) (37).

3. ROle des exosomes et des endosomes dans le trafic des

points de contréle immunitaire :

3.1 Trafic intracellulaire et export via les exosomes

Au-dela de leur localisation membranaire, les points de contrle immunitaire et
leurs ligands sont soumis a un trafic intracellulaire dynamique, qui implique des
compartiments endosomaux et des vésicules extracellulaires (38). Ainsi, ces
mécanismes contribuent a la régulation de I'expression des points de contrdle, de

leur recyclage et de leur localisation intracellulaire.

En effet, apres interaction avec leurs ligands, ou de maniére constitutive,
certains points de contr6le peuvent étre internalisés par endocytose. Ces récepteurs
sont alors dirigés vers des compartiments endosomaux, ou leur devenir dépend de

mécanismes de tri intracellulaire.

Les endosomes peuvent évoluer vers des corps multivésiculaires (en anglais
MVB, pour « Multivesicular Bodies »), qui sont des structures caractérisées par la
présence de petites veésicules internes, formées par invagination de la membrane

endosomale (38). Ces compartiments constituent un carrefour décisionnel (Fig 8) :

e soit ils fusionnent avec les lysosomes, ce qui entraine la dégradation du

récepteur ;

e soit ils fusionnent avec la membrane plasmique, ce qui libére les

vésicules dans le milieu extracellulaire sous forme d’exosomes.

Exosomes

Golgi complex

Figure 8 : Trafic endosomal et biogenese des exosomes (adapte de [38])
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Des travaux ont notamment montré que des ligands tels que PD-L1 peuvent
étre exportés sous forme exosomale, ce qui contribue a une immunosuppression
dépassant le simple contact direct cellule-cellule (39). En effet, les exosomes
tumoraux, qui renferment PD-L1, peuvent de se déplacer dans le flux sanguin
périphérique et interagir avec des lymphocytes T a distance du site de la tumeur
d’origine. Ce mécanisme permet d’étendre [linhibition immunitaire au-dela du
microenvironnement tumoral immédiat et participe a une immunosuppression

systémique, capable d’altérer la réponse antitumorale globale (40).

Ainsi, la présence de PD-L1 exosomal a été corrélée a la progression des
tumeurs et a la résistance aux inhibiteurs de PD-1 (39). La présence de ces
vésicules extracellulaires constitue alors non seulement un mécanisme
d’échappement immunitaire, mais aussi un biomarqueur potentiel de réponse

thérapeutique.

Pour conclure, le trafic endosomal et I'export exosomal, en particulier des
ligands tels que PD-L1, ne sont pas limités a une régulation membranaire locale,
mais participent a une reprogrammation immunitaire a distance, ce qui renforce la

complexité des mécanismes d’évasion tumorale.

3.2 Influence sur la communication intercellulaire et la réponse immunitaire

Les mécanismes décrits précédemment illustrent bien que les points de
contrble ne se limitent pas a une interaction membranaire statique au sein de la
synapse immunologique. Leur trafic endosomal et leur export exosomal participent a
une communication intercellulaire élargie, modulant la réponse immunitaire a
I'échelle du microenvironnement tumoral et au-dela. A cela s’ajoute aussi le clivage
et le relargage (« shedding ») de formes solubles des récepteurs, qui contribuent

également a leur régulation.

Ainsi, la localisation membranaire des points de contréle immunitaire s’inscrit
dans une dynamique subcellulaire complexe, ou leur distribution et leur devenir
intracellulaire conditionnent l'intensité et la portée des signaux immunorégulateurs.
Cette continuité fonctionnelle prépare I'exploration de compartiments plus internes,
notamment cytoplasmiques et nucléaires, pouvant ouvrir la voie a la découverte de

nouvelles stratégies thérapeutiques.
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lll. Localisation intracellulaire et nucléaire des points de

contréle immunitaire

Pendant longtemps, ces récepteurs ont été décrits comme étant
principalement membranaires. Cependant, en reéalité, les points de contrble
immunitaire ont une répartition intracellulaire plus complexe. En effet, des travaux
récents ont mis en évidence la présence de certaines de ces molécules dans
différents compartiments intracellulaires, et parfois méme au niveau du noyau,

montrant que leur role pourrait dépasser les interactions membranaires classiques.

1. Localisation intracellulaire :

1.1 Localisation intracellulaire de PD-L1 en dehors de la membrane

plasmique

Les points de contrble immunitaire ont initialement été décrits comme des
récepteurs exprimés a la surface des cellules immunitaires et impliqués dans des
interactions avec leurs ligands. Cependant, certaines de ces molécules ont
également été identifices dans différents compartiments intracellulaires. Des
observations expérimentales ont notamment mis en évidence la présence de PD-1 et
surtout de PD-L1 dans le cytoplasme, ainsi que dans des compartiments

intracellulaires impliqués dans le trafic des protéines (41).

Ces localisations intracellulaires correspondent en partie aux différentes
étapes de synthése, de maturation et de transport de ces protéines avant leur
expression a la membrane plasmique. Plusieurs études ont également montré que
PD-L1 pouvait étre présent dans des réservoirs intracellulaires dynamiques, et subir
des phénoménes de trafic entre la membrane plasmique et différents compartiments
cellulaires. Ces phénomeénes permettent d’expliquer la stabilité et la disponibilité de
PD-L1 a la surface cellulaire (39).

Par ailleurs, l'accumulation intracellulaire de PD-L1 a été décrite dans
plusieurs types tumoraux et pourrait influencer la quantité de protéine exprimée a la
surface cellulaire. Cette régulation de la distribution intracellulaire de PD-L1 pourrait
ainsi  participer aux mécanismes d’échappement immunitaire des cellules

cancéreuses (39).
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1.2 Approches expérimentales permettant d’identifier ces localisations

Plusieurs approches expérimentales permettent aujourd’hui d’étudier la
localisation subcellulaire des points de contréle immunitaire, et d’analyser leur
distribution au sein des cellules. Parmi les techniques les plus couramment utilisées
figure la microscopie confocale associée a limmunofluorescence. Il permet de
détecter des protéines telles que PD-1 ou PD-L1 a l'aide d’anticorps spécifiques
couplés a des fluorophores. Cela permet I'observation de leur répartition dans les
différents compartiments cellulaires et constitue un outil largement utilisé pour I'étude

de la localisation des protéines dans les cellules immunitaires ou tumorales (42).

Cette technique est souvent couplée au marquage des organites via des
marqueurs spécifiques. La comparaison du signal fluorescent de la protéine étudiée
avec celui de marqueurs du réticulum endoplasmique, de I'appareil de Golgi ou des
compartiments endosomaux permet d’évaluer la co-localisation entre ces structures
et d’identifier plus précisément les compartiments intracellulaires dans lesquels ces

protéines peuvent étre présentes (42).
Green Red Overlay

Complete

Duplicated

Diff. intensities

Partial

Exclusion

Figure 9 : Exemple d’analyse de co-localisation en microscopie confocale (42)
35



Les signaux fluorescents de deux protéines ou structures cellulaires sont
visualisés dans deux canaux distincts : vert (Green) et rouge (Red). L'image de
superposition (Overlay) permet d’identifier les zones de co-localisation apparaissant
en jaune, résultant du chevauchement des deux signaux. Pour chaque expérience
de co-localisation, un gros plan est effectué, cela est représenté par des petits carrés
et rassemblé a droite de la figure 9. Les différents panneaux illustrent plusieurs
situations possibles : (A) co-localisation compléete, (B) co-localisation avec intensités
différentes, (C) co-localisation partielle et (D) absence de co-localisation (exclusion).
Ce type d’analyse est couramment utilisé en microscopie confocale pour déterminer
la distribution subcellulaire des protéines et leur association éventuelle avec des

compartiments intracellulaires spécifiques (adapté de [42]).

D’autres approches peuvent étre aussi mobilisées afin de croiser les résultats.
Parmi elles, la microscopie électronique permet par exemple d’observer
I'organisation structurale des cellules avec une haute résolution, bien supérieure a la
microscopie optique. Dans certaines conditions, cette technique peut étre associée a
des méthodes d'immunomarquage utilisant des anticorps couplés a des particules
d’or (immunogold), ce qui permet de localiser certaines protéines directement au sein

de structures cellulaires spécifiques (43).

Figure 10 : Localisation intracellulaire de protéines par microscopie

électronique avec immunomarquage a I’or (43)
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La microscopie électronique permet d’observer I'organisation ultrastructurale
des cellules avec une résolution nettement supérieure a celle de la microscopie
optique. Dans cet exemple, les particules d’or apparaissent sous forme de points
denses aux électrons et indiquent la localisation de protéines au niveau de structures
telles que I'appareil de Golgi (G), le réseau trans-Golgi (TGN) ou les endosomes (E).
Cette approche permet ainsi d’identifier la distribution subcellulaire de protéines avec

une grande précision structurale (adapté de [43]).

Une troisieme technique peut étre utilisée afin de renforcer ces résultats, avec
le fractionnement cellulaire, qui est basé sur des méthodes biochimiques. Cette
technique consiste a séparer les différents compartiments de la cellule (44), comme
le cytosol, les membranes ou encore le noyau, afin d’en analyser ensuite le contenu
protéiqgue. Les fractions obtenues peuvent ensuite étre étudiées a l'aide de
techniques comme le Western blot ou la spectrométrie de masse afin de confirmer la

présence des protéines d’intérét dans les différents compartiments cellulaires.
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Figure 11 : Analyse de la localisation intracellulaire de PD-L1 par

fractionnement cellulaire et Western blot (7)
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Le fractionnement cellulaire permet de séparer différents compartiments
intracellulaires, notamment les fractions cytosoliques, membranaires et nucléaires.
Dans cette expérience, des cellules BT-549 CD274-KO (dépourvues de PD-L1
endogéne) ont été utilisées afin d’étudier la localisation d’'une forme recombinante de
PD-L1. Les cellules ont été transfectées soit avec une forme sauvage de PD-L1
(WT), soit avec une forme mutée dépourvue de la région intracellulaire C-terminale
(Del C-tail). Apres séparation des fractions cellulaires, les protéines présentes dans
chaque compartiment ont été analysées par Western blot. La détection de PD-L1
dans les fractions cytosolique, membranaire et nucléaire permet d’évaluer sa
distribution intracellulaire. L'utilisation de protéines marqueurs spécifiques, telles que
MEK1/2 pour le cytosol, AIF pour les compartiments membranaires/mitochondriaux
et I'histone H3 pour le noyau, permet de vérifier la qualité du fractionnement et la
pureté des différentes fractions cellulaires. Cette approche biochimique constitue
ainsi une méthode complémentaire aux techniques d’imagerie pour confirmer la

localisation intracellulaire des protéines (adapté de [7]).

L'association de ces différentes approches expérimentales — microscopie,
immunomarquage et analyses biochimiques — permet ainsi de caractériser avec
précision la distribution intracellulaire des protéines étudiées. Ces stratégies
expérimentales ont permis de mettre en évidence la présence intracellulaire et

nucléaire de PD-L1 dans plusieurs types cellulaires tumoraux.

2. Localisation nucléaire :

2.1 Répartition nucléaire de PD-1/PD-L1 et d’autres points de contrdle

immunitaire

Les recherches sur la localisation membranaire des points de contrble
immunitaire ont connu un essor majeur autour de 2018, tandis que la localisation
nucléaire de ces molécules est plus récente, avec des travaux publiés a partir de
2022 et 2023. Parmi ces molécules, PD-L1 est aujourd’hui celle pour laquelle la
localisation nucléaire est la mieux documentée. Des études menées dans différents
types tumoraux ont montré que PD-L1 pouvait étre détecté dans le noyau de cellules
cancéreuses, en plus de sa localisation membranaire et cytoplasmique, suggérant
que cette protéine pourrait exercer des fonctions intracellulaires distinctes de son

rle classique membranaire dans la régulation de 'activation des lymphocytes T (45).
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Cette localisation nucléaire mise en évidence a l'aide de techniques
d’immunohistochimie et d'immunofluorescence montre que PD-L1 pourrait participer
a la régulation de I'expression de génes impliqués dans la prolifération cellulaire, la

survie tumorale ainsi que dans la réponse aux traitements anticancéreux (7).

Méme si PD-L1 représente actuellement 'exemple le plus étudié, la possibilité
que d’autres points de contrble immunitaire présentent également une distribution
intracellulaire plus complexe a été évoquée. Quelques travaux ont montré la
présence intracellulaire de molécules telles que PD-1 ou CTLA-4, mais leurs
présences nucléaires restent encore peu caractérisées et leurs implications

fonctionnelles sont encore mal connues (46)(47).

Ces observations montrent que la localisation nucléaire de certains points de
contrble immunitaire peut représenter un niveau supplémentaire de régulation
cellulaire. L'étude des mécanismes moléculaires responsables du transport de ces
protéines vers le noyau apparait alors importante. La compréhension de ces
processus de translocation permettra de mieux appréhender les fonctions
intracellulaires potentielles de ces molécules, ce qui sera abordé dans la section

suivante.

2.2 Conditions favorisant la translocation nucléaire des points de contréle

immunitaire

La présence de certains points de contréle immunitaire dans le noyau révele
I'existence de mécanismes permettant leur transport vers ce compartiment cellulaire.
Plusieurs travaux montrent que cette redistribution intracellulaire est influencée par

différents signaux cellulaires ou par certaines conditions physiopathologiques.

Parmi les mécanismes décrits, les modifications post-traductionnelles de PD-
L1 jouent un réle important dans la régulation de sa localisation intracellulaire. 1l a
notamment été montré que I'état d’acétylation de PD-L1 influence sa distribution
intracellulaire. En particulier, la déacétylation de PD-L1 par I'histone désacétylase
HDAC2 favorise sa translocation vers le noyau, ou la protéine peut moduler
'expression de génes impliqués dans la progression tumorale et la réponse
immunitaire (7). Ces observations montrent que les modifications post-
traductionnelles participent au contrdle du trafic intracellulaire de PD-L1 et de ses

fonctions au sein des cellules tumorales.
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Le deuxiéme facteur important a prendre en compte est la stabilité de PD-L1.
Des travaux ont montré que la déubiquitination de PD-L1 par la protéine CSN5
contribue a stabiliser la protéine et a réguler son accumulation intracellulaire (48). De
plus, certaines protéines régulatrices, telles que CMTM®6/8, participent également au
maintien de l'expression et de la stabilité de PD-L1, en contrélant son trafic

intracellulaire et en limitant sa dégradation lysosomale (41).

Enfin, la distribution intracellulaire de PD-L1 dépend aussi du
microenvironnement tumoral. En effet, différents signaux présents dans ce contexte
— notamment ceux associés aux réponses inflammatoires ou induits par certains
traitements anticancéreux — peuvent moduler a la fois I'expression et la localisation
intracellulaire de cette protéine. Ces variations pourraient contribuer a I'adaptation
des cellules tumorales aux contraintes du microenvironnement et participer aux

mécanismes d’échappement immunitaire (49).

Ainsi, la translocation nucléaire de PD-L1 est un processus dynamique,
résultant de l'intégration de multiples signaux cellulaires et mécanismes de régulation

post-traductionnelle (Fig. 12).
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Figure 12 : Modéle mécanistique illustrant le trafic intracellulaire de PD-L1 et sa

translocation vers le noyau dans les cellules tumorales (7)
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PD-L1 est initialement exprimé a la membrane plasmique des cellules
tumorales ou son interaction avec PD-1 exprimé par les cellules immunitaires induit
une inhibition de I'activation des lymphocytes T. Une fraction de PD-L1 peut subir une
déacétylation médiée par I'histone désacétylase HDAC?2, constituant un événement
de régulation précoce qui favorise son interaction avec des protéines impliquées
dans l'endocytose, notamment HIP1R. La protéine est alors internalisée puis
transportée dans le cytoplasme le long du cytosquelette, processus auquel
participent des protéines structurales telles que la vimentine. Au cours de ce trafic
intracellulaire, PD-L1 peut interagir avec des importines, notamment KPNA2, qui
permet son transport a travers les pores nucléaires et sa translocation vers le noyau.
Une fois dans ce compartiment, PD-L1 peut agir comme régulateur transcriptionnel
indirect en modulant I'expression de génes impliqués dans la réponse immunitaire et
I'expression d’autres molécules de points de contrdle immunitaire telles que PD-L2,
VISTA ou B7-H3. La présence de protéines d’export nucléaire telles que Exportin-1
montre par ailleurs que cette localisation nucléaire constitue un processus
dynamique et réversible, avec PD-L1 pouvant également étre exportée du noyau
vers le cytoplasme. Ainsi, cette activité nucléaire contribue a I'adaptation des cellules
tumorales au microenvironnement immunitaire et participer aux mécanismes de
résistance acquise aux thérapies ciblant 'axe PD-1/PD-L1. Le schéma illustre bien
les différentes étapes du processus, depuis la fonction membranaire classique de
PD-L1 jusqua ses fonctions nucléaires impliquées dans la régulation

transcriptionnelle et la résistance aux immunothérapies (adapté de [7]).

Ces observations montrent que la localisation nucléaire des points de contréle
immunitaire peut conférer a ces molécules des fonctions biologiques
supplémentaires au sein des cellules tumorales. L'étude de ces rdles nucléaires et
des partenaires moléculaires constitue un enjeu important pour mieux comprendre

les mécanismes d’échappement tumoral.

V. ROles et partenaires nucléaires des points de contrdle

immunitaire

La localisation nucléaire de certains points de contréle immunitaire montre
gu’ils peuvent avoir des fonctions intracellulaires au-dela de leur rdle membranaire
classique. Parmi eux, PD-L1 est aujourd’hui le point de contréle dont la fonction

nucléaire est la mieux documentée, ce qui offre un modeéle pour explorer les
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nouveaux mécanismes impliqgués dans I'échappement tumoral et la résistance aux

immunothérapies.

1. Fonctions au niveau nucléaire :

1.1 Role dans la régulation de la transcription

La présence de PD-L1 dans le noyau ne signifie pas que cette protéine agit
comme un facteur de transcription classique. En effet, PD-L1 ne possede pas de
domaine connu de liaison directe a ’'ADN (50). Les données disponibles indiquent
plutdét qu’elle exerce une fonction de co-régulation transcriptionnelle indirecte, en
modulant I'expression de génes impliqués dans la réponse immunitaire et

I'échappement tumoral (7).

Dans 'étude de Gao et al., 'analyse du séquencgage de 'ARN a montré que la
déplétion de CD274, géne codant PD-L1, diminuait 'expression de plusieurs génes
de points de contrdle immunitaire, notamment PDCD1LG2 (PD-L2), VSIR (VISTA) et
CD276 (B7-H3) (7). Ces résultats ont ensuite été validés expérimentalement par RT-
gPCR et Western blot dans des cellules CD274-KO ou « knockdown », confirmant
gue I'expression de ces trois molécules dépend, au moins en partie, de la présence
de PD-L1 (7). De plus, I'expression de PDCD1LG2 et de VSIR était positivement
corrélée a celle de CD274 dans des cellules de cancer du sein humain (7). Ces
résultats soutiennent donc l'idée que le PD-L1 nucléaire favorise I'expression
d’autres checkpoints immunitaires non ciblés par le blocage PD-1/PD-L1, ce qui

fournit un mécanisme plausible de résistance acquise a I'immunothérapie anti-PD-1
(7).

D’autres travaux plus récents montrent également que PD-L1 nucléaire peut
participer a la régulation transcriptionnelle de génes impliqués dans l'inflammation
tumorale. Dans des cellules de cancer de I'ovaire stimulées par I'lFN-y, une cytokine
pro-inflammatoire, 'expression de PD-L1 est fortement induite, et cette protéine a été
retrouvée associée aux régions promotrices des genes codant pour IL-8, BCL3 et
STAT1. En effet, PD-L1 favorise I'acétylation des histones et le recrutement de 'ARN
polymérase Il (RNA Pol Il), conduisant & une augmentation de la transcription de ces
genes (50). Linterleukine 8 (IL-8, codée par le géne CXCL8) est une chimiokine pro-
inflammatoire impliquée dans le recrutement de cellules immunitaires. Elle posséde
aussi des propriétés pro-angiogéniques et pro-tumorales, favorisant la prolifération,
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la migration et I'invasion des cellules cancéreuses. BCL3, membre de la famille kB
et co-régulateur transcriptionnel de la voie NF-kB, est quant a lui associé a la survie
cellulaire, a la prolifération tumorale et a la résistance a I'apoptose. L'induction de
ces genes par PD-L1 nucléaire montrent que cette protéine participe a des
programmes de transcription qui favorise la progression tumorale et la survie des

cellules cancéreuses (50).

Ces observations montrent que, au-dela de son role de ligand immunitaire
membranaire, PD-L1 participe a des mécanismes de signalisation intracellulaire en

faveur de la survie cellulaire et de la progression tumoral.

D’autre part, l'inhibition de la protéine HDAC2, conduit & une diminution de
PD-L1 nucléaire et augmente I'expression de génes associés a la reconnaissance
des ARN double brin (réponse antivirale), ainsi que de genes impliqués dans la
présentation antigéniqgue du CMH de classe | (HLA-A, HLA-B, HLA-C) (7)(51). En
d’autres termes, la diminution du PD-L1 nucléaire s’accompagne d’'une augmentation
de la capacité des cellules tumorales a signaler un état de danger immunitaire et a

présenter leurs antigenes aux lymphocytes T CD8+ cytotoxiques.

Ce point est particulierement important pour les genes du HLA de classe |, car
il relie directement la fonction nucléaire de PD-L1 a la présentation antigénique.
Quand cette voie est rétablie, les cellules tumorales deviennent en théorie plus
visibles pour les lymphocytes T cytotoxiques. Ainsi, les données de Gao montrent
que le PD-L1 nucléaire ne se contente pas de soutenir I'expression de checkpoints
alternatifs ; il participe aussi a un état transcriptionnel qui influence la visibilité

immunologique de la tumeur via la régulation de genes liés au CMH | / HLA (7).

Une étude encore plus récente montre que PD-L1 est impliquée dans la voie
Hippo, une voie clé de régulation négative de la croissance cellulaire. En effet,
lorsqu’elle est active, elle bloque la croissance cellulaire et la progression tumorale,

tandis que lorsqu’elle est inactive, la croissance est maintenue.

Les principaux effecteurs de cette voie sont la protéine TEAD, qui est un
facteur de transcription, ainsi que les protéines YAP/TAZ, qui sont des coactivateurs
transcriptionnels dépendants de TEAD.

Concrétement, I'activation de la voie Hippo (« Hippo ON ») induit une cascade
de kinases (MST1/2 et LATS1/2), stabilisées par des protéines adaptatrices (SAV1 et
MOB1). Ces kinases phosphorylent les protéines YAP/TAZ, qui sont alors retenues
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dans le cytoplasme ou dégradées. Elles ne peuvent donc plus interagir avec TEAD
dans le noyau, dont linteraction est indispensable pour [l'activation de génes

impliqués dans la prolifération et la survie cellulaire (Fig. 13) (52).

A Tinverse, lorsque la voie Hippo est inactive (« Hippo OFF »), les protéines
YAP/TAZ sont libérées et peuvent étre transloquées dans le noyau, ou elles
interagissent avec TEAD et induisent I'activation de génes de prolifération cellulaire,
de survie cellulaire et de type pro-oncogénique. Parmi ces génes, on peut citer
CCND1 (« Cyclin D1 »), un régulateur majeur du cycle cellulaire, BCL-2 et BIRC5 («
Survivin »), qui inhibent la mort cellulaire, ainsi que CYRG61, impliqué dans
'angiogenése (Fig. 13) (52). Dans ce contexte, la régulation de YAP/TAZ est

particulierement importante, car leur activité nucléaire peut étre modulée par PD-L1.
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Figure 13 : Schéma du fonctionnement de la voie Hippo (52)

L'étude de Satapathy et al. montre que PD-L1 intervient dans la voie Hippo
jusqu’au noyau, via 'axe PGE2-EP4-YAP-importine-a3 dans les tumeurs solides. En
effet, la prostaglandine E2 (PGE2), dérivée de l'acide arachidonique et synthétisée
par la cyclo-oxygénase 2 (COX-2), est capable de moduler la voie Hippo via un
récepteur majeur couplé aux protéines G (EP4) dans la prolifération tumorale.
L’activation du récepteur EP4 par la PGE2 favorise I'expression et la translocation de
PD-L1 dans le noyau via l'interaction avec la protéine YAP associée a I'importine-a3.
lls ont aussi montré que la translocation nucléaire de PD-L1 dépend de YAP, mais

que YAP peut entrer indépendamment en utilisant I'importine-a3 pour son transport
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nucléaire. La présence combinée de PD-L1 et YAP dans le noyau associée a TEAD
amplifie 'expression des génes pro-oncogeniques (CCND1, BCL-2, BIRCS5, etc.) par
rapport a YAP seul associé a TEAD (Fig 14, a). Ainsi, l'interaction de PD-L1 et de
YAP est particulierement importante dans le noyau pour amplifier le signal de
transcription de TEAD (53).
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Figure 14 : Schéma de la translocation nucléaire de PD-L1 via I’axe
PGE2-EP4-YAP-importine-a3 et de son implication dans la voie Hippo (adapté
de [53])

Ainsi, le blocage de cet axe PGE2-EP4-YAP-importine-a3 par des inhibiteurs
du récepteur EP4, de la COX-2 et de la protéine YAP bloque la translocation
nucléaire de PD-L1 via cette voie et induit une diminution de I'expression de génes
responsables de la progression tumorale par TEAD (Fig 14, b). On comprend donc

'importance de PD-L1 nucléaire et des stratégies qui peuvent étre mises en ceuvre
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pour diminuer sa translocation vers le noyau dans la lutte de la prolifération

cancéreuse.

Ainsi, la protéine PD-L1 nucléaire apparait comme un régulateur
transcriptionnel indirect qui agit a trois niveaux : d’une part en favorisant I'expression
de molécules immunosuppressives telles que PD-L2, VISTA et B7-H3 ; d’autre part
en s’inscrivant dans des programmes transcriptionnels qui modulent la
reconnaissance et la présentation antigénique (7); et troisitmement dans la
régulation de I'expression des genes pro-oncogéniques dépendants de I'axe
YAP/TAZ de la voie Hippo (53).

2. Partenaires moléculaires identifiés :

2.1 Protéines associées : structure, role et implication dans la fonction

nucléaire

Les fonctions nucléaires de PD-L1 ne semblent pas reposer sur une activité
directe de la protéine, mais agissent en synergie avec d’autres molécules au niveau
de 'ADN. Ce point est important, car PD-L1 ne posséde pas de domaine connu de
liaison directe a 'ADN. Il est donc plus juste de la considérer comme une protéine
capable de s’insérer dans des complexes de signalisation et de régulation, plutdt que

comme un facteur de transcription classique (7)(54).

Dans l'article d’Escors et al., cette idée est abordée a travers la notion de
signalosome intracellulaire de PD-L1. Les auteurs ne décrivent pas seulement une
protéine isolée, mais un ensemble d’associations protéiques construites a partir de
données d’interaction, puis organisées par une analyse bioinformatique de réseau.
Autrement dit, il s’agit d’'un modéle d’interactome qui regroupe autour de PD-L1
plusieurs protéines appartenant a des voies biologiques communes (54). Cette
approche est intéressante, car elle permet de visualiser rapidement quels types de
fonctions cellulaires peuvent étre connectés a PD-L1, méme si toutes les interactions

ne correspondent pas forcément a des liaisons directes démontrées une par une.

L'analyse proposée par Escors et al. fait ressortir trois ensembles fonctionnels
particulierement intéressants pour comprendre la signalisation intracellulaire de PD-
L1 : la signalisation des interférons, la régulation de I'apoptose et la réponse aux
dommages de 'ADN (54).
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Le premier module, lié aux interférons, est probablement le plus facile a relier
a la fonction nucléaire de PD-L1. En effet, la voie JAK-STAT contrble directement des
programmes transcriptionnels impliqués dans l'inflammation, la réponse antivirale et
la présentation antigénique. Le fait que PD-L1 soit connectée a STAT1, STAT2 et
STAT3 montre qu’elle se situe au croisement de plusieurs réponses cellulaires
majeures. Ce point est cohérent avec les données de Gao et al., qui montrent qu’en
réduisant la localisation nucléaire de PD-L1 par inhibition de HDAC2, on observe une
induction de IFNL2 et IFNL3, une activation de la signalisation JAK-STAT, ainsi

gu’une augmentation de génes liés a la présentation antigénique de classe | (7).
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Figure 15 : Réseau des principaux partenaires moléculaires associés au
signalosome intracellulaire de PD-L1 dans les cellules tumorales immunitaires

(adapté de [54])
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Ainsi, méme si l'article d’Escors ne démontre pas a lui seul une fonction
nucléaire directe de PD-L1 via chacune de ces protéines, il soutient I'idée que PD-L1
s’insére dans un environnement moléculaire compatible avec une modulation

indirecte de voies transcriptionnelles dépendantes des interférons.

Le deuxieme module concerne les caspases, en particulier CASP3, CASP7 et
CASP9 (54). Ici, I'intérét est de montrer que PD-L1 est aussi associée a des voies
impliquées dans la mort cellulaire programmeée. Cela rejoint plusieurs observations
selon lesquelles les signaux intracellulaires lies a PD-L1 participent a la résistance
aux stimuli pro-apoptotiques, notamment ceux induits par les interférons (54). Dit
autrement, PD-L1 ne sert pas seulement & freiner les lymphocytes T a la membrane :
elle peut aussi aider la cellule tumorale & mieux tolérer un environnement hostile.
Méme si ce point releve davantage de la survie cellulaire que de la transcription au
sens strict, il reste pertinent ici, car une cellule qui résiste mieux a I'apoptose est
aussi une cellule qui maintient plus facilement ses programmes transcriptionnels pro-

tumoraux.

Le troisieme module, souvent moins commenté, est celui de la réponse aux
dommages de 'ADN. La présence de ATM, ATR et STAG1 dans le réseau proposé
par Escors et al. est particulierement intéressante, car elle élargit le rdle potentiel de
PD-L1 au-dela des seules voies immunitaires (54). ATM et ATR sont des kinases
centrales de la réponse au stress génotoxique, activées notamment lors de cassures
de 'ADN ou de stress réplicatif. STAG1, de son c6te, intervient dans I'organisation
chromatinienne et la cohésion des chromatides. On ne peut pas conclure, a partir de
cette seule figure, que PD-L1 joue un réle direct dans la réparation de 'ADN. En
revanche, on peut dire que PD-L1 apparait associée a un environnement moléculaire
compatible avec les mécanismes d’adaptation au stress génomique, ce qui est
particulierement intéressant dans les cellules tumorales exposées a une forte

instabilité génétique ou a des traitements cytotoxiques.

Au centre de ce réseau, la place de AKT1/mTOR mérite d’étre soulignée. Si
ces protéines apparaissent comme un point de convergence, c’est parce qu’elles
relient des signaux de nature différente : inflammation, survie, métabolisme, stress
cellulaire. Cette centralité a du sens biologiguement. La voie AKT/mTOR est un axe
majeur de la prolifération tumorale et de I'adaptation métabolique. Le fait qu’elle se
situe au coeur du signalosome de PD-L1 montre que PD-L1 n’est pas simplement

associée a une voie immunitaire isolée, mais qu’elle s’'intégre dans un réseau plus
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large qui aide la cellule tumorale a coordonner plusieurs réponses en méme temps
(54). C’est probablement ce point qui donne a PD-L1 un intérét particulier : sa
localisation nucléaire ne doit pas étre comprise séparément du reste de sa
signalisation intracellulaire, mais comme une extension d'un systéme plus global

d’adaptation tumorale.

Au total, les partenaires moléculaires associés a PD-L1 montrent que cette
protéine s’inscrit dans un réseau fonctionnel complexe, a [linterface entre
signalisation inflammatoire, le contrble de l'apoptose et la réponse au stress
génomique. Dans le cadre de la fonction nucléaire, ces données renforcent l'idée
que PD-L1 agit surtout comme un co-régulateur indirect, dont les effets dépendent de
protéines partenaires et de voies déja actives dans la cellule, plutdt que comme un

facteur de transcription autonome (7)(54).

2.2 Effets épigénétiques et modulation de la chromatine

Les données disponibles sur les effets épigénétiques de PD-L1 nucléaire
restent encore limitées, mais elles montrent un réle dans la modulation locale de la
chromatine plutdt que dans une régulation transcriptionnelle directe et autonome. A
ce jour, deux niveaux de régulation sont surtout documentés : d’'une part, le contréle
de la localisation nucléaire de PD-L1 par des enzymes impliquées dans les
mécanismes aceétylation/désacétylation ; d’autre part, l'association de PD-L1
nucléaire a certains promoteurs accompagnés de modifications de I'environnement
chromatinien compatible avec l'activation transcriptionnelle. Par ailleurs, des travaux
récents montrent que I'expression de PD-L1 et PD-L2 est également influencée par
I'organisation tridimensionnelle du génome, notamment via la formation de domaines
topologiques (TAD) impliquant les loci CD274 (codant pour PD-L1) et CD273 (codant
pour PD-L2), ainsi que par la présence d’enhancers et de super-enhancers (Fig.16)
tels que le super-enhancer PD-L1L2-SE (Super-Enhancer-C), qui favorisent une
transcription intense et coordonnée des deux génes (37)(55). Ainsi, ces mécanismes
montrent l'importance de l'architecture 3D de la chromatine dans la régulation

coordonnée de genes impliqués dans I'échappement immunitaire tumoral.
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Figure 16 : Organisation tridimensionnelle de la chromatine et régulation
coordonnée des loci CD274 (PD-L1) et CD273 (PD-L2) via des domaines TAD,
des enhancers et des super-enhancers (adapté de [37] et [55])
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Le premier élément repose sur I'étude de Gao et al.,, qui montre que la
translocation nucléaire de PD-L1 dépend de son état d’acétylation. Dans ce modele,
I'hnistone désacétylase HDAC2 favorise l'entrée nucléaire de PD-L1, tandis que
I'acétyltransférase p300 s’oppose a ce processus en maintenant un état d’acétylation
plus élevé (7). Ce point est important pour cette sous-partie, non pas seulement
parce qu’il explique un mécanisme de trafic intracellulaire, mais parce qu'il relie
directement la présence nucléaire de PD-L1 a des enzymes classiquement
impliquées dans la régulation épigénétique. Autrement dit, 'accés de PD-L1 au
compartiment nucléaire dépend lui-méme d’'un équilibre enzymatique appartenant a

la régulation spatiale de la chromatine.

Le second élément, plus directement liée a la chromatine, a été montré dans
des cellules de cancer de I'ovaire stimulées par I'lFN-y. Comme vu précédemment,
les expériences de ChIP (« Chromatin Immunoprecipitation ») ont mis en évidence
un enrichissement de PD-L1 au niveau des régions promotrices de I'lL-8, BCL3 et
STAT1, a proximité du site d’initiation de la transcription ainsi qu’en amont des
promoteurs. Surtout, cette occupation des promoteurs s’accompagne d’une
augmentation de I'acétylation de I'histone H3 (Lys9/Lys14) et d’'un recrutement accru
de 'ARN polymérase Il, qui sont deux marqueurs compatibles avec un état de
chromatine transcriptionnellement actif (50). Ces résultats montrent ainsi que PD-L1
nucléaire n’est pas seulement présente dans le noyau, mais qu’elle est aussi
associée a un remodelage local de [I'environnement transcriptionnel. Ces
observations sont cohérentes avec un mécanisme dans lequel PD-L1 est recrutée
dans des régions chromatiniennes déja ouvertes et actives, potentiellement sous

I'influence d’interactions enhancer/promoteur (37).

De plus, les auteurs soulignent que les promoteurs étudiés sont riches en
sites de liaison pour d’autres facteurs de transcription, notamment NF-kB, IRF1,
STAT1 et STAT3, ce qui montre que PD-L1 agit plutét comme un co-régulateur
recruté au sein d’'un complexe transcriptionnel déja actif (50). Son effet sur la
chromatine parait donc indirect, via son association a des promoteurs ou l'on
observe une augmentation de l'acétylation de I'histone H3 et du recrutement de
'’ARN polymérase Il (50).

Ainsi, les données actuellement ne permettent pas d’attribuer a PD-L1 un rdle
épigénétique au sens strict, mais elles soutiennent I'idée d’'une modulation locale de

la chromatine sur certains genes cibles impliqués dans l'inflammation et I'adaptation
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tumorale. Ces mécanismes s’intéegrent dans une régulation globale impliquant
I'architecture chromatinienne, les domaines TAD et les super-enhancers, qui
participent a I'expression coordonnée de PD-L1 et de PD-L2 dans les cellules
tumorales et a la régulation d’autres génes impliqués dans les processus

oncogéniques et 'adaptation tumorale (37).
V.Perspectives thérapeutiques et recherche future

A ce jour, la grande majorité des données disponibles concernant la
localisation et les fonctions nucléaires des points de contrble immunitaire concerne
PD-L1, qui constitue le modele le mieux documenté. Cette prédominance refléte a la
fois limportance biologique et thérapeutique de cette molécule, mais souligne
également un déséquilibre dans la littérature, les données concernant d’autres
checkpoints tels que PD-1, CTLA-4, LAG-3 ou TIM-3 restant encore limitées. Cette
situation constitue a la fois une limite et une opportunité de recherche, en suggérant
que d’autres points de contréle immunitaire pourraient également présenter des

fonctions intracellulaires et/ou nucléaires encore inexplorées.

1. Implication clinique des découvertes :

1.1 Ciblage des points de contréle au niveau nucléaire pour moduler la

réponse immunitaire

Les travaux récents montrent que la localisation nucléaire de PD-L1 ne
correspond pas a une simple redistribution intracellulaire, mais qu’elle peut modifier
la réponse tumorale a I'immunothérapie. L'étude de Gao et al. montre que cette
translocation dépend de I'état d’acétylation de PD-L1 et qu’elle influence I'efficacité
du blocage de PD-1 (7). Linhibition de HDAC2 réduit I'accumulation nucléaire de PD-
L1, diminue I'expression de checkpoints alternatifs comme PD-L2, VISTA et B7-H3,
et favorise en paralléle des programmes liés a la signalisation des interférons et a la

présentation antigénique de classe | (7).

L'étude de Satapathy et al. montre, quant a elle, que la translocation de PD-L1
vers le noyau dépend également de 'axe PGE2-EP4-YAP—importine a3, impliqué

dans la voie Hippo, et que le ciblage du récepteur EP4, de la COX-2 et/ou de la
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protéine YAP par des inhibiteurs peut ralentir la transcription de genes pro-
oncogéniques (CCND1, BCL-2, BIRC5, CYR61, etc.)(53).

Ces résultats montrent que le ciblage de PD-L1 a la membrane ne neutralise
pas forcément ses fonctions nucléaires. Empécher sa translocation vers le noyau
pourrait donc représenter une stratégie complémentaire aux anticorps déja utilisés.
Cette hypothése est soutenue par des expériences in vivo montrant qu’un inhibiteur
de HDAC2 associé a un anti-PD-1 ralentit davantage la croissance tumorale que
lanti-PD-1 seul, avec augmentation de Tlinfiltration en lymphocytes T CD8+
cytotoxigues et amélioration de la survie dans des modeles murins

immunocompétents (7).

Méme si ces données restent précliniques, elles montrent que certaines
résistances aux inhibiteurs classiques pourraient dépendre non seulement de
mécanismes membranaires, mais aussi de fonctions intracellulaires et nucléaires de
PD-L1 encore non ciblées (7)(50)(54)(53).

1.2 Implications pharmacologiques et nouvelles stratégies de ciblage

La localisation nucléaire de PD-L1 ouvre des perspectives pharmacologiques
nouvelles, distinctes des approches classiques reposant sur les anticorps
monoclonaux ciblant PD-L1 a la surface cellulaire. En effet, en raison de leur
structure macromoléculaire, les anticorps monoclonaux ne permettent pas d’atteindre
les compartiments intracellulaires et nucléaires. A linverse, les petites molécules
présentent plusieurs avantages, notamment une meilleure pénétration cellulaire avec
la capacité de cibler des interactions protéigues et des enzymes intracellulaires, une
meilleure diffusion au sein des tissus tumoraux, la capacité de traverser certaines
barrieres biologiques comme la barriere hémato-encéphalique (BHE), un co(t de
production généralement plus faible, une administration par voie orale, une
pharmacocinétique plus modulable, ainsi que des conditions de conservation moins
contraignantes, ne nécessitant pas de chaine du froid. Elles permettent ainsi de
cibler directement les fonctions intracellulaires de PD-L1, ouvrant la voie a de

nouvelles stratégies thérapeutiques.

D'un point de vue pharmacologique, plusieurs stratégies peuvent étre
envisagées, notamment l'inhibition des voies impliquées dans le transport nucléaire

via les importines, le ciblage de régulateurs épigénétiques tels que les HDAC ou
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p300, ou encore linhibition de cofacteurs transcriptionnels comme YAP. Des
exemples de petites molécules illustrent ces approches, tels que les inhibiteurs de
HDAC (par exemple la vorinostat ou la romidepsine), les antagonistes du récepteur
EP4 (’E7046 ou le L0O01), les inhibiteurs de COX-2 tels que le célécoxib, ou encore
les inhibiteurs de YAP (la vertéporfine ou le CA3). Ainsi, le blocage notamment de
'axe PGE2-EP4-YAP—-importine a3 par ces inhibiteurs permet d’empécher la
translocation nucléaire de PD-L1 et entraine une diminution de I'expression de genes
pro-oncogéniques dépendants de YAP et TEAD (53)(56)(57)(58)(59). Ces approches
pourraient ainsi limiter certains mécanismes de résistance aux immunothérapies
actuelles en ciblant des fonctions intracellulaires de PD-L1. De plus, le
développement de thérapies combinées multicibles apparait particulierement
pertinent ici afin de limiter les mécanismes de résistance et d’échappement tumoral

lies a PD-L1 en potentialisant la réponse antitumorale.

Ainsi, le développement de petites molécules capables de moduler le trafic
intracellulaire de PD-L1, sa translocation nucléaire ou ses interactions avec des

partenaires nucléaires représente une stratégie innovante et prometteuse.

Une autre approche considérée depuis quelques années consiste a cibler
directement PD-L1 (et éventuellement PD-1) avec des petites molécules, en général
synthétiques, capables de pénétrer a lintérieur des cellules et d’atteindre le
compartiment nucléaire. Les premiéres séries de petites molécules inhibitrices de
PD-L1, notamment celles développées par Bristol Myers Squibb (telles que BMS-
202), ont joué un rdle déterminant dans la validation du concept de ciblage de
l'interaction PD-1/PD-L1 par des composés de faible poids moléculaire. Ces
molécules ont permis de démontrer, pour la premiére fois, qu'une inhibition directe de
cette interaction protéine—protéine était possible, notamment via un mécanisme
original de dimérisation de PD-L1, bloquant ainsi son interaction avec PD-1 (60).
Cependant, ces premiéres séries présentent certaines limites, notamment en termes
de propriétés pharmacocinétiques, de solubilité et de sélectivité, qui ont freiné leur
développement clinique. De plus, la majorité des données disponibles repose sur
des modéles précliniques, et la transposition de ces résultats chez ’'Homme reste
encore a démontrer. L’ensemble de ces limites a conduit au développement d’autres
composés plus récents, tels que Evixapodlin, MAX-10181 ou encore INCB086550
(Fig. 17).

54



.COOH

N
10 wd
Y% N ¢
HO"'O\J _N

INCB086550

Hoﬂﬁ ]

MAX-10181

R Rer o

Evixapodlin

Figure 17 : Structures chimiques des inhibiteurs de petites molécules de PD-L1
(61)

Les essais réalisés par Slota et al. sur ces composés confirment les données
de la littérature : ils présentent une forte puissance, avec des concentrations
d’activité de I'ordre du nanomolaire, aussi bien pour l'inhibition de l'interaction PD-
1/PD-L1, reflétée par I'ICso, que pour la restauration de 'activation des lymphocytes T
CD4+ et CD8+, reflétée par I'ECso. On retrouve notamment des résultats
remarquables observés pour INCB086550 (61). Ces valeurs témoignent du fort
potentiel de ces molécules par rapport aux anticorps monoclonaux et les positionnent

comme de possibles alternatives.

Au niveau préclinique, différentes séries chimiques ont été proposées avec
des résultats encourageants, notamment sur des modeles tumoraux cellulaires et
animaux, incluant les composés développés par Bristol Myers Squibb, tels que BMS-
202 (62), ainsi que des inhibiteurs plus récents tels que Evixapodlin et INCB086550
(63)(64). Toutefois, le niveau de documentation reste variable selon les composés,

avec des données encore limitées pour MAX-10181.

Des essais cliniques sont en cours pour certaines de ces molécules. Par
exemple, INCB086550 fait actuellement I'objet d’études de phase | et Il visant a
évaluer sa sécurité, sa tolérance et sa pharmacocinétique (NCT05101369 et
NCT04674748), ainsi que son efficacité et son innocuité chez des patients atteints de

BN

tumeurs solides, notamment dans le cancer du poumon non a petites cellules, le
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cancer urothélial, le carcinome a cellules rénales, le carcinome hépatocellulaire et le
meélanome (NCT04674748). Concernant MAX-10181, des essais de phase | sont en
cours en Australie et en Chine (NCT04122339 et NCT05196360). De méme, I'essai
clinique de phase | (NCT04049617) de I'Evixapodlin a également montré une bonne
tolérance et un profil de sécurité acceptable chez des patients atteints de tumeurs

solides avancées.

Les preuves d’efficacité clinique de ces molécules restent encore limitées a ce
jour. Néanmoins, cette approche apparait prometteuse, notamment en raison de sa
capacité potentielle a cibler difféerentes formes de PD-L1 (membranaires,
intracellulaires et circulantes). Par ailleurs, ces petites molécules pourraient
permettre une meilleure pénétration dans le systéme nerveux central et ainsi
contribuer a la prise en charge des métastases cérébrales. Cependant, plusieurs
défis persistent, en particulier en termes de validation clinique, de spécificité d’action

et de tolérance a long terme.

1.3 Stratégies pour contourner les résistances aux inhibiteurs classiques

Pour contourner certaines résistances, une piste complémentaire serait de ne
pas cibler seulement PD-L1 a la membrane, mais aussi les mécanismes qui
permettent son trafic intracellulaire et son accés au noyau. Dans le modéle proposé
par Gao et al., plusieurs protéines pourraient ainsi représenter des cibles
potentielles, notamment HIP1R dans I'endocytose, la vimentine dans le transport
cytoplasmique, ainsi que les importines et exportines qui contrlent ses échanges

avec le noyau (7).

L'intérét de cette approche serait d’agir plus en amont, en limitant la
redistribution intracellulaire de PD-L1, plutdét qu’en bloquant uniquement sa fonction
membranaire. A ce stade, il s’agit encore d’une hypothése préclinique, mais elle
montre que certaines résistances aux inhibiteurs classiques pourraient aussi
dépendre du trafic intracellulaire, et pas seulement de son expression a la surface

cellulaire.

2. Défis et opportunités de larecherche :

2.1 Difficultés méthodologiques pour étudier les points de contrble

nucléaires
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L’étude des points de contrdle immunitaire au niveau nucléaire reste difficile.
La mise en évidence d’'une protéine membranaire dans le noyau exige d’écarter les
artefacts techniques, notamment les chevauchements optiques en microscopie et la
contamination des fractions cellulaires. Cela impose de croiser plusieurs méthodes,
comme I'immunofluorescence, le fractionnement cellulaire, le Western blot et parfois
la ChIP (7)(50).

L'interprétation fonctionnelle est également délicate. Pour PD-L1, 'absence de
domaine connu de liaison directe a ’ADN suggeére plutdt un réle indirect, au sein de
complexes de régulation transcriptionnelle, qu'un role de facteur de transcription
classique (50)(54).

Enfin, les résultats varient selon le type tumoral, le contexte inflammatoire, la
stimulation par I'lFN-y et le modéle expérimental, ce qui limite leur généralisation a

'ensemble des cancers humains.

2.2 Une thérapie émergente a explorer

Il est encore trop tét pour parler d’une véritable thérapie nucléaire des points
de contrdle immunitaire. En revanche, les données disponibles montrent que la
fonction nucléaire de PD-L1 pourrait influencer I'expression d’autres checkpoints, les
voies IFN/STAT1, la présentation antigénique et certaines résistances aux anti-PD-

1/anti-PD-L1, ce qui justifie d’explorer ce champ plus en profondeur (7)(50).

L'intérét principal n’est pas de remplacer les immunothérapies actuelles, mais
de mieux comprendre leurs limites et d’en améliorer [l'efficacité. Dans cette
perspective, les stratégies combinées paraissent les plus plausibles, par exemple en
ciblant les mécanismes de translocation nucléaire et/ou certains partenaires

régulateurs de PD-L1, en association avec les traitements anti-PD-1/anti-PD-L1.

Plus largement, ce champ ouvre une nouvelle voie de recherche intéressante :
il montre que les points de contréle immunitaire, et PD-L1 en particulier, ne doivent
plus étre vus uniqguement comme des protéines de surface, mais comme des
molécules a fonctions multiples, impliquées aussi dans I'adaptation intracellulaire et

la régulation nucléaire.
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Conclusion

Au départ, les points de contréle immunitaire ont surtout été étudiés comme
des protéines de membrane, ce qui est logique puisque c’est sur cette base qu’ont
été développées les principales immunothérapies. Mais les données analysées dans
ce travail montrent que cette vision est probablement incomplete. Dans certains
contextes tumoraux, et surtout pour PD-L1, ces molécules ne se limitent pas a la
membrane plasmatique. Leur présence dans d’autres compartiments, notamment
dans le noyau, laisse penser qu’elles peuvent participer a des mécanismes

intracellulaires plus larges que la simple interaction PD-1/PD-L1 & la membrane.

Les résultats disponibles restent encore partiels, mais ils vont globalement
dans le méme sens. Pour PD-L1, plusieurs travaux montrent un role dans la
régulation indirecte de I'expression génique, avec des effets possibles sur d’autres
checkpoints immunitaires, sur certaines voies inflammatoires comme IFN/STATL, et
sur la présentation antigénique. Cela peut contribuer a expliquer pourquoi certaines
tumeurs répondent mal, ou finissent par échapper, aux inhibiteurs classiques de PD-
1/PD-L1.

Cependant, il faut quand méme rester prudent. Cette thématique reste
récente, les preuves sont inégales selon les modéles, et I'étude d’une localisation
nucléaire demande une vraie rigueur méthodologique pour éviter les artefacts. On
n’en est donc pas a une application clinique directe. En revanche, cette approche a
un réel intérét, parce qu’elle permet de mieux comprendre certaines limites actuelles
de I'immunothérapie. Au fond, ce travail montre surtout une chose : pour comprendre
pleinement le r6le des points de contr6le immunitaire en cancérologie, il ne faut sans
doute plus les regarder seulement a la membrane, mais aussi dans leur dynamique

intracellulaire et nucléaire.

Dans cette perspective, le développement de petites molécules capables de
cibler les fonctions intracellulaires et nucléaires de PD-L1 représente une piste
thérapeutigue prometteuse. Contrairement aux anticorps monoclonaux, ces
approches peuvent permettre d’interférer directement avec les mécanismes de
translocation nucléaire et les interactions intracellulaires de PD-L1, et ainsi contribuer

a dépasser certaines limites des immunothérapies actuelles.
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