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Titre : Etude du role des fibroblastes associés au mélanome dans la modulation de la réponse
immune anti-tumorale : influence de la sécrétion de métalloprotéinases matricielles sur la lyse
tumorale dépendante des cellules NK et de I’hypoxie sur leur potentiel immunosuppresseur
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Résumé : Les fibroblastes associés au cancer (CAF) jouent un réle central dans un processus
complexe d'interaction entre les tumeurs et le stroma et favorisent la croissance tumorale. Des
preuves émergentes suggérent que ces fibroblastes sont impliqués dans I'altération de la réponse
immune anti-tumorale. Cependant, les mécanismes immuno-modulateurs sous-jacents dépendants
de ces fibroblastes ne sont encore que trés particllement définis. Au cours de ma thése, j’ai mis en
évidence que les fibroblastes associés au mélanome diminuent la susceptibilité des cellules
tumorales de mélanome a la lyse induite par les cellules Natural killer (NK) par un mécanisme
dépendant de la sécrétion de métalloprotéinases matricielles (MMPs) actives. Cette sécrétion de
MMPs réduit I'expression de deux ligands du récepteur activateur NKG2D, MICA/B, a la surface
des cellules tumorales et diminue par conséquent l'activité cytotoxique des cellules NK
dépendante de NKG2D contre les cellules tumorales de mélanome. D’autre part, grice a une
approche génomique globale, mon travail a montré que 1’hypoxie au sein du stroma tumoral
pourrait augmenter les capacités immuno-modulatrices des CAFs en modifiant I’expression d’un
ensemble de génes qui codent pour des protéines immunosuppressives. L’ensemble de ces
résultats démontrent donc que les CAFs sont des déterminants essentiels modifiant la
susceptibilité¢ des cellules tumorales aux cellules tueuses mais qu’il existerait également un
dialogue entre le microenvironnement hypoxique et les CAFs leur permettant d’augmenter leur
potentiel immunosuppresseur.

Title : Role of melanoma-associated fibroblasts in the modulation of anti-tumor immune response:
influence of matrix metalloproteinases secretion on NK cell-dependent tumor lysis and hypoxia on
their immunosuppressive potential

Keywords : cancer-associated fibroblasts, natural killer cells, matrix-metalloproteinases, MICA/B,
melanoma, hypoxia.

Abstract : Cancer-associated fibroblasts (CAF) play a central role in a complex process of
interaction between tumors and stroma and promote tumor growth. Emerging evidence suggest
that these fibroblasts are involved in the alteration of the anti-tumor immune response. However,
the underlying immunomodulatory mechanisms dependent on these fibroblasts are still only
partially defined. During my thesis, | demonstrated that melanoma-associated fibroblasts decrease
the susceptibility of melanoma tumor cells to Natural killer (NK) cell lysis through a mechanism
dependent on the secretion of active matrix metalloproteinases (MMPSs). This secretion of MMPs
reduces the expression of the two NKG2D ligands, MICA/B at the surface of the tumor cells and
consequently decreases the NKG2D-dependent cytotoxic activity of NK cells against melanoma
tumor cells. On the other hand, using a global genomic approach, my results suggested that
hypoxia within the tumor stroma could increase the immunomodulatory capacities of CAFs by
modifying the expression of a set of genes that encode for immunosuppressive proteins. Together,
our results show that CAFs are essential determinants modifying the susceptibility of tumor cells
to killer cells but that there is also a crosstalk between the hypoxic microenvironment and the
CAFs allowing them to increase their immunosuppressive potential.
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AVANT-PROPOS

Il est communément admis que 1’une des fonctions physiologiques du systéme immunitaire est de
prévenir D’expansion de cellules transformées et de détruire ces cellules avant qu’elles ne
deviennent des tumeurs, ce phénoméne étant nommé «immunosurveillance anti-tumorale».
Toutefois, I’induction d’une réponse immunitaire anti-tumorale est souvent inefficace. Pour pallier
a ce manque d’efficacité, plusieurs nouvelles stratégies thérapeutiques ont vu le jour ces dernieres
décennies afin de potentialiser cette réponse immune antitumorale. Ainsi, 1’immunothérapie
continue a prendre une place de plus en plus importante dans le traitement des cancers aux cotés du
trio thérapeutique classique que constituent la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie.
L’objectif de I’'immunothérapie est d’induire ou de potentialiser une réponse immunitaire
spécifiquement dirigée contre les cellules tumorales permettant ainsi a 1’organisme de lutter plus
efficacement contre la tumeur maligne et in fine la détruire. Néanmoins, malgré les progrés de
I’immunothérapie, les résultats cliniques demeurent encore limités dans de nombreux cas, en
particulier a cause de I’insuffisance de la réaction immunitaire locale et de la résistance des cellules
tumorales a I’action cytotoxique des cellules effectrices. L’étude encore plus poussée de la réponse
immunitaire anti-tumorale et de sa potentialisation est donc nécessaire afin d’améliorer 1’efficacité
des approches d’immunothérapie actuelles et donc la survie des patients atteints de cancers.

Dans ce contexte, il est devenu clair au cours des derniéres années que la progression tumorale n’est
pas seulement dépendante des cellules néoplasiques. En effet, les cellules qui composent le stroma
(ou microenvironnement) tumoral sont a I’heure actuelle reconnues comme une composante
critique de cette progression en favorisant notamment la survie et la prolifération des cellules
tumorales, 1’angiogenése, le processus d’invasion conduisant a la formation de métastases mais
aussi I’immunosuppression. Deux composantes majeures du microenvironnement tumoral
auxquelles nous nous sommes plus particulierement intéresses sont les fibroblastes présents au sein
de la tumeur et possédant un phénotype dit « activé », appelés fibroblastes associés aux tumeurs
(Cancer-Associated Fibroblasts; CAFs) et I’hypoxie tumorale. En effet, 1’étude des différents
éléments du microenvironnement tumoral impliqués dans le contrdle de la réponse immune anti-
tumorale est primordiale afin d’améliorer les traitements actuels. C’est dans ce contexte que se sont
inscrits les axes principaux de mes travaux de thése qui ont visé a étudier d’une part 1’effet des
CAFs sur la susceptibilité des cellules de mélanome a la lyse induite par les effecteurs cytotoxiques
et a identifier les mécanismes moléculaires sous-jacents impliqués, et d’autre part a étudier I’effet
du dialogue entre I’hypoxie et les capacités immunosuppressives des CAFs.

La premiére partie de ce manuscrit présente les connaissances actuelles sur le mélanome et ses
traitements, sur la réponse immune anti-tumorale, ainsi que sur le microenviroennement tumoral et
notamment les deux composantes « cellulaire et métabolique » majeures: les fibroblastes associés
aux cancers et I’hypoxie respectivement. Dans la seconde partie de cette thése, je présenterai
I’ensemble des résultats obtenus et des travaux en cours avant de terminer par une discussion
concernant I’ensemble de ces travaux et de leurs applications potentielles.
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I. Le mélanome

1. Généralités

Le mélanome représente un probléme de santé publique majeur en raison de son incidence qui
double environ tous les dix ans dans les pays qui la mesurent. En France, celle-ci est estimée entre
cing a huit nouveaux cas par an pour 100.000 habitants, ce qui est proche de I’incidence observée
dans la plupart des pays d’Europe (Bajetta et al., 2002).

Le mélanome est une tumeur cutanée particulierement agressive, décrite pour la premiére fois en
1787, qui se développe a partir des mélanocytes épidermiques qui sont les cellules pigmentaires
présentes essentiellement de maniere isolée dans la couche basale de la peau entre I’épiderme et le
derme. Le mélanome peut ainsi se développer au niveau de n’importe quelles zones anatomiques
comportant des mélanocytes. Méme si le melanome représente le cancer de la peau le moins
fréquent par rapport aux autres cancers cutanés beaucoup moins invasifs tels que les carcinomes
baso-cellulaires et épidermoides (plus de 90% des cancers de peau) (Mortier et al., 2004) et en dépit
d’un dépistage de plus en plus précoce de la maladie et de I’exérése compléte de la 1€sion primitive,
le mélanome reste un cancer dont la Iétalité reste élevée, notamment du fait de sa forte capacité a
métastaser dans différents organes distants. Cette forte capacité métastatique est a mettre en relation
avec le fait que les cellules cancéreuses se developpent profondément dans 1’épiderme, ce qui
augmente leur proximité avec les vaisseaux sanguins. Dans I'ensemble 20% des patients atteints de
mélanome développeront une maladie métastatique dont le pronostic est extrémement mauvais
(Balch et al., 2001). La dissémination des cellules tumorales d’origine cutanée se fait
principalement par voie lymphatique (Xu et al., 2012). Les métastases a distance sont le plus
souvent localisées au niveau pulmonaire, hépatique, osseux et du cerveau (Sleeman, 2012).
Finalement, les mélanomes de peau exposée au soleil, sont des tumeurs hétérogénes, qui peuvent
étre classées en sous-types sur la base de leurs niveaux cumulatifs d'exposition aux rayons
ultraviolets (UV). Les néoplasies méelanocytaires peuvent également étre classées selon leur niveau
de progression, allant d'une tumeur bénigne, tel un naevus, a un néoplasme malin, comme un
mélanome métastatique. Chaque sous-type de mélanome peut évoluer selon des trajectoires

distinctes, en passant par différentes étapes de transformation (Shain and Bastian, 2016).
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2. Le développement du mélanome

2.1. Généralités

Les mélanomes sont associés a différents types de 1ésions précurseurs allant d’un navus bénin a un
nevus dysplasique et a un mélanome in situ et invasif (figure 1). Les mélanomes sont appelés
métastatiques une fois que leurs cellules ont diffusé au-dela du site local de la tumeur primaire et
colonisé d'autres tissus/organes. Semblables a de nombreuses tumeurs solides, les métastases de
mélanome apparaissent généralement en premier au niveau des ganglions lymphatiques des aires de
drainage de la tumeur primaire, tandis que les métastases a distance impliquent des sites viscéraux
et ont tendance a apparaitre plus tard, ce qui a conduit a I'nypothése que la dissémination
métastatique progresse en série a partir de la tumeur primaire vers des métastases régionales et enfin
vers des métastases distantes. Le retrait préventif de la région ganglionnaire lymphatique est ainsi
assuré de facon réguliere avec des intentions curatives (Pasquali et al., 2012).

Normal skin Naevus Dysplastic naevus Melanoma in situ Invasive melanoma

iagrar

Epidermis

Melanocyte

3mm

S50um SRS

Figure 1: Spectre morphologique des néoplasmes mélanocytaires. Ligne du haut: Des images cliniques montrent un
naevus autonome, un naevus dysplasique, un mélanome in situ et un mélanome invasif. Deuxiéme ligne: schémas
illustrant les caractéristiques architecturales pour chaque type de lésion. Lignes 3-5: photo-micrographies illustrant les

caractéristiques histopathologiques représentatives de chaque type de lésion. D’aprés (Shain and Bastian, 2016).

2.2. Physiopathologie moléculaire
Le passage d’un navus bénin a un nevus dysplasique est caractérisé par une expansion clonale, une
réduction de I’apoptose et une diminution de la sénescence des mélanocytes (Slominski et al.,
2001). Cette phase est ainsi caractérisée par des altérations génétiques ou épigéenétiques affectant la
régulation du cycle cellulaire, la prolifération et I’apoptose (Gray-Schopfer et al., 2007). Les genes
mutés sont pour la plupart des oncogenes ou des suppresseurs de tumeurs (comme NRAS,

CDKN2A, PTEN, p53...) et sont impliqués dans plusieurs voies de signalisation (table 1). La
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mutation la plus fréquente dans le mélanome cible la kinase BRAF et est présente dans 50 a 70%
des cas. Parmi ces mutations, le remplacement de la valine en position 600 par un acide glutamique
(V600E) est particulierement important puisqu'il est présent dans 50% des mélanomes. Cette
mutation de BRAF entraine une activation anormale de la signalisation des MAPK (mitogen-
activated protein kinase) en aval de la kinase BRAF conduisant a une activation de la prolifération
et une augmentation de la capacité de survie des cellules tumorales. Il existe également d'autres
mutations plus rares de la valine 600 remplacée dans certains cas par une lysine (V600K) ou une
arginine (V600R) (Arkenau et al., 2011; Scolyer et al., 2011). La présence de BRAF muté est
également détectée dans les navi bénins et dysplasiques montrant qu'il sagit d'un évenement
précoce dans la progression du mélanome. De plus, les souris transgeniques mutées BRAF V600E

forment spontanément des mélanomes (Dhomen et al., 2009).

Type de géne Geéne Type d'altération et fréquence dans les mélanomes (%6)
Proto-oncogenes BRAF muté dans50-70% des cas
NRAS muté dans 15-30% des cas
AKT3 surexprimé
Suppresseurs de tumeurs CDKN2A supprimé, perdu ou sous-exprimé dans 30-70% des cas
PTEN supprimé ou perdu dan 5-20% des cas
APAF-1 sous-exprimé dans40% des cas
P53 perdu ou muté dans10% des cas
Autres Cycline D1 amplifié dans 6-44% des cas
MITF amplifié dans 15-20% des cas

Table 1: Fréquence des mutations au cours du développement du mélanome. Plusieurs genes, oncogeénes,
suppresseurs de tumeurs ou autres sont dérégulés dans le mélanome. La fréquence et le type d'altérations rencontrées

pour chacun d'entre eux sont indiqués dans le tableau. D’aprés (Gray-Schopfer et al., 2007).

2.3. La vie d'une métastase de mélanome
Les métastases de mélanome ont tendance a avoir l'indice de prolifération le plus élevé de toutes les
étapes de progression du mélanome (Straume et al., 2000). De plus, I'nétérogénéité génétique d'une
métastase individuelle devrait étre inférieure a celle de la tumeur primaire en raison de la diversité
réduite de sa population lors de I'expansion clonale d'une petit nombre de cellules fondatrices.
Néanmoins, des sous-clones sont détectables au niveau des metastases (Sanborn et al., 2015). Les
mutations affectant les protéines mutantes BRAF V600E, peuvent ainsi conduire a I'émergence
simultanée de clones résistants a différentes thérapies ciblées au niveau de nombreux sites
métastatiques distants (Wagle et al., 2011). Des modéles de dissémination métastatique sont

présentés dans la figure 2.

15



Ja— o — —
a J @ Brain /o) /@ Brain b Sl J )
1 s 1 4 1 ' metastasis e e
. _ R R
- ™ Fa \ N
&——Lung | © .. | e—Lung

[ | metastasis

1 { \ | | | | ‘_\
fi O e | 44 i 44 Uiy .'-I a2 i
' 1| 'Lymph I Tymph I ymph 111 1| 'Melanoma

| | / node I /  node \ / node || 1/ ofunknown

AN R .I: metastasis ' A metastasis |1 primary

|| | @ Primary || [e)

V) melanoma Vv
Les cellules de mélanomes En raison de leur Les métastases a distance Les navi mélanocytaires Un sous-ensemble de patients
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Figure 2: Modeéles de dissémination métasatique du mélanome. a. les cellules de mélanome primaire diffusent en
parallele & des sites locaux et distants a travers le corps. Les métastases sont d'abord évidentes dans les ganglions
lymphatiques locaux, en raison de leur connexion directe au mélanome primaire par des vaisseaux lymphatiques, qui
pourrait permettre a l'ensemencement répété des ganglions lymphatiques, ce qui accélére la croissance des métastases
ganglionnaires. Les cellules tumorales circulantes peuvent se distribuer dans différents sites métastatiques existants et
au niveau de la tumeur primaire. b. Une petite proportion de métastases apparait sans tumeur primaire apparente.
L'histoire de 1'évolution de ces mélanomes d’origine primaire inconnue reste encore mal étudiée, mais il semblerait que
certains peuvent représenter des mélanomes primaires qui ont surgi a partir de cellules diffusées de précurseurs bénins
tels que les naevi et acquierent leurs altérations oncogéniques secondaires et tertiaires aprés la colonisation d'autres
sites. D’aprés (Shain and Bastian, 2016).

3. Les traitements
Environ 90% des mélanomes diagnostiqués sont des tumeurs primaires sans signe évident de la
présence de métastases (stade 1) et sont systématiquement traités par exérese chirurgicale. La survie
a 5 ans des patients atteints de ce type de tumeur est de 75 a 85% (Garbe et al., 2010). Le probleme
du traitement se pose lorsque les patients présentent des signes de dissémination métastatique
puisque dans ce cas la survie n'excede pas les 10%. Des thérapies ciblées prometteuses sont ainsi
développées comme I’utilisation d’inhibiteurs de BRAF. Cependant de nombreux cas de résistance
a ces composes sont déja recensés. Plus récemment, des traitements par immunothérapies pour les

stades Il et I11 ont été développés et ont révolutionné la prise en charge thérapeutique du mélanome.
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3.1. Lachirurgie

La chirurgie est le principal traitement des cancers cutanés. La chirurgie de la tumeur primaire
s'effectue en deux fois avec une premiere intervention visant a retirer la lésion afin qu'elle soit
analysée par un anatomopathologiste. Suite a cette analyse, I'excision est reprise en enlevant une
bande de peau saine (appelée marge de sécurité) plus ou moins importante suivant la taille de la
lesion. L'exérese du ganglion sentinelle n'est pas pratiquée de maniére systématique mais est assez
fréquente dans le cas de tumeurs profondes. Pour localiser les ganglions sentinelles, le chirurgien
injecte un produit coloré ou radioactif au voisinage de la tumeur. Lors de l'opération, un a deux
ganglions lymphatiques sont habituellement enlevés. Ils sont ensuite analysés par
anatomopathologie. Dans le cas ou des micro-metastases sont détectées, on procede au curage total
des ganglions situés dans la zone de drainage du mélanome primaire (Garbe et al., 2010; Testori et
al., 2009). L'exérése des métastases est également réalisée lorsqu'elles sont accessibles. En cas de

métastases trop nombreuses ou trop étendues, la chirurgie n'est plus prioritaire.

3.2.  Lachimiothérapie

La chimiothérapie n'est pas I'approche la plus utilisée pour le mélanome. En effet, les mélanomes
tres avancés répondent assez mal a la chimiothérapie. Au fil des derniéres décennies, différents
régimes de chimiothérapie ont néanmoins été utilisés. Plusieurs antinéoplasiques ont été étudiés,
parfois en monothérapie, parfois en combinaison. Malheureusement, aucune étude clinique de phase
Il n’est parvenue a démontrer une amélioration de la survie globale, et ce, pour aucun régime de
chimiothérapie (Agarwala, 2009; Eggermont and Kirkwood, 2004; Petrella et al., 2007; Trinh,
2008). Par exemple, la dacarbazine et son pro-médicament, le témozolomide, sont les plus
largement employés mais le taux de réponse obtenu varie de 8 a 20 %, et la durée médiane de cette
réponse est de 4 a 6 mois (Lee et al., 1995). De plus, et dans la majorité des cas, il s’agit d’une
réponse partielle. La plus grosse étude de phase 111 menée sur la dacarbazine dans le traitement du
mélanome métastatique a révélé des résultats encore moins satisfaisants, les patients ayant recu la
dacarbazine & raison de 1000 mg/m? par voie intraveineuse tous les 21 jours ont montré un taux de
réponse objective de seulement 7,5% (Bedikian et al., 2006). D’autres études a répartition aléatoire
rapportent également une survie sans progression de 1’ordre de 1,5 a 2 mois seulement (Falkson et
al., 1998; Middleton et al., 2000). De facon générale, I’ensemble de ces travaux rapportent que la
survie globale des patients traités avec de la dacarbazine varie de 6 a 9 mois. Ces valeurs,
superposables a celles observées lors de 1’évolution naturelle d’un mélanome métastatique,
soulignent une fois de plus le manque d’efficacité de ce traitement (Korn et al., 2008). Pourtant,
faute de meilleures alternatives, ces résultats ont suffi a positionner durant des dizaines d’années la

dacarbazine comme le traitement standard. Le témozolomide est quant a lui un pro-médicament qui
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subit une transformation en MTIC (5-[3-méthyltriazen-1-yl] imidazole- 4-carboxamide), le
métabolite actif de la dacarbazine (Stevens et al., 1987). Cependant, et contrairement a la
dacarbazine, le témozolomide traverse la barriere hématoencéphalique et peut potentiellement agir
contre les métastases cérébrales. Malgré cela, deux études cliniques qui I’ont comparé a la
dacarbazine ne sont pas parvenues a démontrer une amélioration significative de la survie sans

progression et de la survie globale.

3.3. Laradiothérapie

La radiothérapie est relativement peu utilisée dans le cas du mélanome car le mélanome est
communément admis comme une tumeur radio-résistante. Elle est prescrite dans le cas de tumeurs
primaires, de ganglions lymphatiques envahis ou de métastases quand les lésions sont peu ou pas
accessibles et donc inopérables par chirurgie. C'est notamment le cas des métastases osseuses et
cerébrales. La radiothérapie est en général utilisée de facon palliative pour soulager les symptdmes
comme par exemple dans le cas de métastases osseuses venant comprimer la moelle épiniére (Garbe
etal., 2010; Khan et al., 2011; Testori et al., 2009).

3.4.  Lesthérapies ciblées

La stratégie de thérapies ciblées est de plus en plus explorée dans de nombreux cancers. Il s'agit de
cibler spécifiqguement des protéines ou des voies de signalisation connues pour étre mutées et/ou
dérégulées dans un cancer donné et ainsi épargner les cellules saines de lI'organisme. Dans le cas du
mélanome, les voies MAPK et PI3K/AKT sont particulierement dérégulées (80% des cas) et de
nombreux inhibiteurs spécifiques ciblant ces voies ont été testés avec parfois des résultats tres
encourageants (Davies and Samuels, 2010; Seetharamu et al., 2009; Singh et al., 2008). Plusieurs
inhibiteurs de la kinase BRAF ont été testés pour le traitement du mélanome car comme cela a été
évoqué précédemment cette voie de signalisation conduisant & la prolifération et la survie des

cellules est tres fréguemment dérégulée dans ce type de pathologie (Arkenau et al., 2011).

3.5.  L’immunothérapie

3.5.1. Genéralités

L'immunothérapie est souvent utilisée comme traitement adjuvant (en complément de la chirurgie)
pour les mélanomes de stade Il et 1l (Agarwala and O'Day, 2011). Il est bien documenté que le
mélanome est une tumeur immunogeéne, et cette hypothése est étayée par les observations cliniques,
telles que des rémissions complétes et des régressions spontanées des lésions de mélanome

(McCardle et al., 2009). L'interface entre la réponse immunitaire et le mélanome représente une
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tentative de I'hdte de supprimer la croissance tumorale, mais constitue également un parameétre clé
dans [l'histoire naturelle de la maladie. Les thérapies adjuvantes systémiques, telle que
I’administration d'interféron (IFN-a2b), ont validé les mérites de l'activation de la réponse
immunitaire qui s’oppose au développement tumoral (Hansson et al., 2011) et le traitement & hautes
doses d'interleukine-2 (IL-2) a été pendant longtemps la seule immunothérapie approuvée pour les
mélanomes de stade IV par la FDA (Food and Drug Administration). On a ainsi constaté au cours
de ce traitement une réponse objective de 15,5 a 20% avec une rémission compléte dans 5 a 15%
des cas (Phan et al., 2001; Tarhini et al., 2007). Des traitements par injection intra-tumorale d’IL-2
ont également montré des résultats encourageants pour des patients présentant des métastases
cutanées sans atteinte des ganglions lymphatiques et sans métastases viscerales, avec un taux de
réponses objectives de 40 et 30% respectivement pour les stades Il et IV (Weide et al., 2011).

A T’heure actuelle, les efforts de recherche en ciblant les points de contrdle immunitaires (ou
«immune checkpoints ») des cellules T, tels que CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4) avec I’ipilimumab, visant & surmonter la tolérance et & améliorer les réponses
immunitaires contre le mélanome, ont permis de revolutionner la prise en charge thérapeutique du
mélanome (Mortier et al., 2004). Ces derniéres années, l'approbation par la FDA et I'Agence
Européenne des Médicaments (EMA) d’anticorps anti-« immune checkpoints » a ainsi
considérablement amélioré les résultats cliniques pour les patients atteints de mélanome avancé
(table 2). Ces anticorps monoclonaux antagonistes sont capables de « booster » I'immunité anti-
tumorale dormante ou épuisée, ce qui a conduit a des réponses partielles et completes durables chez
un grand nombre de patients (figure 3). Le nivolumab et le pembrolizumab ciblent PD-1
(Programmed cell death protein 1) et se sont révélés supérieurs a l'ipilimumab seul. La combinaison
d'ipilimumab et de nivolumab a donné des taux de réponse plus élevés, une régression tumorale
plus importante et une survie sans progression plus longue que la monothérapie seule. En effet, les
approches anti-CTLA-4 et anti-PD-1 montrent une efficacité augmentée par rapport a
I’administration systémique d’IL-2 et peuvent produire des taux de réponse supérieurs a 50%
lorsqu'ils sont administrés en combinaison (Redman et al., 2016). D'autres immunothérapies
prometteuses pour le mélanome font également 1’objet d’essais cliniques, dans le but de définir le
role et I’efficacité d’autres inhibiteurs des points de contréle immunitaires comme traitement
adjuvant, d’identifier les stratégies de combinaison optimales et de développer des biomarqueurs
prédictifs fiables pour guider la sélection de traitements individuels pour chaque patient (Redman et
al., 2016).
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Drug Target Antibody class Producer Clinical stage completed in melanoma
Ipilimumab CTLA-4 19gG1 human Bristol-Myers Squibb FDA approved 2011
Nivolumab PD-1 1gG4 fully human Bristol-Myers Squibb FDA approved 2014

Pembrolizumab PD-1 1gG4 humanized Merck FDA approved 2014
Pidilizumab PD-1 1gG1 humanized Curetech Phase 11
Atezolizumab PD-L1 19G1 engineered fully human Roche Phase II
BMS-935559 PD-L1 1gG4 fully human Bristol-Myers Squibb Phase |
Durvalamab PD-L1 1gG1 engineered fully human | MedImmune/AstraZeneca Phase I/11
IMP321 LAG3 LAG3-Ig fusion Prima Phase 1 ongoing

Table 2: Liste des principaux inhibiteurs des points de contr6le immunitaires développés en clinique pour le mélanome

métastatique. D’aprés (Herzberg and Fisher, 2016).

3.5.2. Les anticorps monoclonaux anti-CTLA-4

La protéine CTLA-4 est un récepteur exprimé a la surface des lymphocytes T. Il s'agit d'un
compétiteur naturel de CD28 pour la liaison au ligand B7/CD80 situé sur la surface des cellules
présentatrices d'antigenes. L'activation de CTLA-4 par son ligand a un effet inhibiteur sur
I'activation des lymphocytes T et donc sur la réponse immune (alors que CD28 a un effet
activateur). L’intérét de 1’utilisation d'un anticorps monoclonal anti-CTLA-4 en clinique est donc de
supprimer I’inhibition de I’activation des lymphocytes T en espérant induire une meilleure réponse
immunitaire contre la tumeur (figure 3) (Robert and Ghiringhelli, 2009). Comme mentionné
précedemment, il existe a I’heure actuelle deux anticorps monoclonaux thérapeutiques ciblant
CTLA-4 sur le marché: le tremelimumab et l'ipilimumab. Alors que lipilimumab augmente
I'activité immunitaire contre les cellules tumorales, il peut également rompre la tolérance
immunitaire au soi et engendrer des effets secondaires auto-immuns. De tels événements
indésirables se manifestent le plus souvent sous forme de dermatite, colite, hépatite, hypophysite et
thyroidite (Hodi et al., 2010). Une méta-analyse (chez des sujets présentant diverses tumeurs
malignes, notamment le mélanome) a calculé une incidence globale d’événements indésirables chez
72% des patients traités par ipilimumab, avec une augmentation de 24% d'incidence des effets
indésirables de haut grade (Bertrand et al., 2015). Néanmoins, ces effets secondaires peuvent étre
contr6lés par corticothérapie ou grace a des agents immuno-suppressifs (Hodi et al., 2010; Weber et
al., 2012). De plus, environ 10% des patients qui recoivent I’ipilimumab présentent initialement une
phase dite de « pseudo-progression », ou les tumeurs semblent grossir et les Iésions se développent,
potentiellement en raison d’une infiltration de cellules immunitaire améliorée, cette phase précéde

une diminution de la taille de la tumeur (Wolchok et al., 2009).
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3.5.3. Les anticorps monoclonaux anti-PD-1/PD-L1

Peu de temps aprés le développement de l'ipilimumab, des données décrivant I'activité clinique d’un
anticorps monoclonal anti-PD-1 (nivolumab) chez les patients atteints de néoplasmes avancées sont
apparues (figure 3) (Brahmer et al., 2010; Topalian et al., 2012). PD-1 est un récepteur exprime a la
surface des lymphocytes T activés et sa liaison avec son ligand PD-L1 exprimé a la surface des
cellules tumorales bloque la prolifération des cellules T. Chez les patients atteints de mélanome
avancé, de cancer du poumon non a petites cellules (CPNPC) et des carcinomes a cellules rénales,
des réponses de 17 a 34% avec une durée de réponse médiane de 13-24 mois ont été observées
apres traitement. Le nivolumab engendre également certains effets secondaires, avec des toxicités
de grade 3-4 reliées au traitement se produisant chez néanmoins moins de 15% des patients
(Topalian et al., 2012; Topalian et al., 2014).

En ce qui concerne le mélanome, le taux de survie globale pour les patients atteints de mélanome
traités par nivolumab est a I’heure actuelle de 62% a 1 an, 43% a 2 ans et de 41% a 3 ans (Topalian
et al., 2014). De plus, un essai cliniqgue de phase | utilisant un autre anticorps anti-PD-1
(pembrolizumab) a également montré une forte activité clinique. Le pembrolizumab produit ainsi
une réponse durable a la fois chez des patients atteints de mélanome (sans autre traitement
préalable) avec un taux de réponse objective (ORR) de 33% (Hamid et al., 2013). Les traitements
avec des anticorps anti-PD-L1 en monothérapie chez les patients atteints de mélanome avancé sont
pour I’instant limités et toujours en cours d’analyse. Néanmoins, un patient sur huit atteints de
mélanome lors de d'essai clinique de phase | avec du durvalumab (anti-PDL1) présente une réponse
partielle (Carbognin et al., 2015).

PD-1
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Figure 3: Utilisation d’anticorps bloquants, les « immune checkpoints » en immunothérapie antitumorale. Cette

approche d'immunothérapie utilise des anticorps dirigés contre CTLA-4, qui bloquent I'immunosuppression dépendante
de l'interaction entre les membres de la famille B7 (sur les cellules présentatrices d'antigene) et CTLA-4 (sur les cellules
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T CD8" et CD4%). Un deuxiéme point de controle important dépendant de l'interaction entre PD-1 exprimés sur les
lymphocytes T et son ligand PD-L1 exprimé par les cellules présentatrices d'antigéne ou les cellules tumorales, fait

l'objet de plusieurs essais cliniques récents. D’aprés (Drake et al., 2014).

Il. Laréponse immune anti-tumorale

1. Le concept d’immunosurveillance

Le concept d’immunosurveillace anti-tumorale a été initialement émis par Paul Ehrlich en 1909. A
partir des connaissances acquises en transplantation et en immunité anti-tumorale, en particulier
grace a la découverte d’antigénes associés aux tumeurs (TAA), les bases fondamentales de ce
concept ont été formellement établies dés les années 1970 par Macfarlane Burnet et Lewis Thomas
(Burnet, 1970). Ce concept repose sur 1’idée que le systéme immunitaire, grace a sa capacité a
reconnaitre les cellules tumorales, pourrait intervenir pour prévenir I’apparition des tumeurs et
limiter leur croissance. Ainsi le caractére immunogene d’une tumeur fut-il démontré a 1’aide de
modeles expérimentaux dans lesquels la capacité a rejeter une tumeur pouvait étre transmise a un
receveur syngénique naif par les lymphocytes T d’un animal qui a rejeté la méme tumeur. Depuis,
de nombreuses preuves expérimentales se sont accumulées pour soutenir ce concept (Smyth et al.,
2001).

2. Déroulement de la réponse immunitaire : généralités

Notre corps est continuellement exposé a de nombreuses maladies et pathogénes. Pour se défendre
et les combattre, il est doté d’un mécanisme de résistance nommé 1I’immunité (du latin immunitas,
signifiant « I’exemption de »). La lutte contre les agents infectieux et les cellules tumorales par
notre systtme immunitaire dépend d’une premiére ligne de défense qui est I’immunité innée
(également appelée immunité naturelle, native ou non spécifique), cette réponse n’impliquant pas la
reconnaissance spécifique d’antigéne et ne nécessitant donc pas une sensibilisation préalable. Cette
réponse innée est assurée par plusieurs effecteurs dont les plus importants sont les granulocytes, les
macrophages ainsi que les cellules tueuses naturelles ou « Natural Killer » (NK) et les cellules
NKT, et qui précede et régule le développement de la réponse immune spécifique.

Cette reconnaissance immunitaire innée est notamment basée sur la détection de signatures
moléculaires invariantes (lwasaki and Medzhitov, 2010). Des récepteurs de surfaces appelés
« pattern recognition receptors » (PRR) sont exprimés par certaines cellules de I’immunité innée. Il
existe plusieurs classes de PRR, les principaux et les plus décrits étant les TLR (Toll-Like
Receptors) capables d’activer directement les cellules immunitaires. Ces récepteurs reconnaissent

des molécules conservées par les cellules hotes appelées motifs moléculaires associés a des
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pathogenes (PAMP) (Medzhitov and Janeway, 1997) qui sont suceptibles d’étre exprimés par les
cellules tumorales. Ces récepteurs sont principalement exprimés par les macrophages et les cellules
dendritiques (DC/dendritic cell) (Ray et al., 2013) et participent a leur activation et a 1’induction de
la sécrétion d’interférons de type I (IFN o et B) qui sont cruciaux pour la réponse immune

antitumorale notamment en activant différentes populations leukocytaires de I’immunité innée.

Comme décrit précédemment, la réponse innée fait notamment intervenir les macrophages qui
proviennent de précurseurs se trouvant initialement dans la moelle osseuse avant de les retrouver
dans la circulation sanguine sous la forme de monocytes. Ces macrophages sont considérés comme
des cellules effectrices majeures de I’'immunité innée car ils sont stratégiquement situés sous les
surfaces épithéliales. Lors de 1’activation des macrophages, ceux-ci-sécretent différentes cytokines
telles que l’interleukine (IL)-1, I’IL-6, I’IL-8 et le TNF (Tumor Necrosis Factor). Ces cytokines
peuvent agir localement pour induire une réponse inflammatoire correspondant a un élément clé des
réponses immunitaires innees et adaptatives (Snyder et al., 2016). Dans un contexte tumoral, les
macrophages qui sont recrutés au sein des sites tumoraux grace aux chimiokines chimioattractives,
représentent une composante majeure de l'infiltration de la plupart des tumeurs et sont impliqués

dans la phagocytose des cellules tumorales.

Une autre composante cellulaire importante qui intervient au cours de la réponse immunitaire innée,
les cellules NK, qui jouent un rdle clé et incontournable dans la lyse des cellules tumorales de
maniere spontanée en l'absence diimmunisation spécifique préalable, la lyse est suivie par la
libération de TAA qui seront capturés par les DC immatures qui subissent un processus de
maturation suite a cette capture d’Ag et a la réception de signaux de danger (Hsp, calreticulin,...)
ainsi qu’a leur sécrétion d’IFNa qui participe a 1’activation d’autres cellules de I’immunité innée et
a leur propre activation. Ce processus est essentiel pour I’activation des cellules de 1I’immunité
adaptative (figure 4) (Mantovani et al., 1992). En effet, les cellules dendritiques sont a I’interface
entre I’'immunité innée et I’'immunité adaptative car elles jouent le role de CPA (cellules
présentatrices d’antigénes), pour présenter les antigénes tumoraux aux cellules de I’immunité

adaptative.

L’immunité adaptative (également appelée immunité acquise ou spécifique) se développe plus
lentement et surtout plus tardivement que I’immunité innée et peut assurer une protection a long
terme. Elle a 1’avantage d’étre beaucoup plus efficace car elle est plus spéecifique. En effet, les
cellules de I’immunité adaptative reconnaissent spécifiquement les antigénes (Ag) et mettent en

place un systéme de mémoire immunologique. Il existe deux types d’immunité adaptative, appelés
23



immunité humorale et immunité a médiation cellulaire faisant intervenir respectivement les
lymphocytes B, qui sécrétent des anticorps (Ac) et les lymphocytes T qui tuent directement les
cellules infectées ou les cellules tumorales. Cette réponse immunitaire comprend plusieurs étapes
successives incluant une reconnaissance de 1’Ag, une activation du lymphocyte qui lui permettra
d’éliminer la source de cet Ag et une phase de déclin qui est suivie de la mise en place d’une

mémoire vis a vis de ce méme Ag (Gajewski et al., 2013).
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Figure 4: La réponse immune anti-tumorale. Les cellules de I'immunité innée (macrophages (Mg@), NK, NKT) sont
la premiére ligne de défense contre la progression des cellules cancéreuses. Les précurseurs des DC tout comme les Mg,
NK, NKT reconnaissent des molécules PAMPs a la surface des cellules tumorales par le biais de leurs récepteurs PRR.
Les DC sécrétent alors de I'IFNa, qui active les cellules de I'immunité innée qui vont induire la lyse des cellules
tumorales. Par la suite des TAA sont libérés dans le milieu extracellulaire et vont étre internalisés par les DC. Les DC
subissent un processus de maturation suite a la capture de ces antigénes et a la réception de signaux de danger. Ce
processus de maturation est essentiel pour I’activation des cellules T. L’activation des lymphocytes T cytotoxiques
conduit ainsi potentiellement a la lyse spécifique (TCR/CMH-I-peptide dépendant) des cellules tumorales apres

migration au site tumoral. D’aprés (EIl Hage et al., 2008).

2.1. Les cellules dendritiques
Les cellules dendritiques ont été décrites pour la premiére fois par Ralph Steinman il y a prés de
trente ans. Ses travaux ont mis en évidence une population de cellules dendritiques dans la rate. Peu
apres, il est devenu clair que les DC existaient dans tous les tissus lymphoides et la plupart des
tissus non lymphoides. Au cours des années 1970, la plupart des immunologistes considéraient les
24



macrophages comme les principales CPA. Par rapport aux DC, les macrophages sont plus
abondants, sont distribués uniformément dans tout le corps, et sont connus pour avoir des capacités
de présentation d'Ag. Il a fallu attendre les années 1980 pour que les DC soient considérées comme
des "CPA professionnelles”. Alors que la rareté des DC était un obstacle pour les étudier, dans les
années 1990, les chercheurs ont appris comment générer un grand nombre de DC a partir des
précurseurs CD34" de la moelle osseuse ou a partir de monocytes CD14" in vitro (Lipscomb and
Masten, 2002). Les DC sont aujourd’hui considérées, a juste titre, comme des sentinelles de
I’immunité permettant d’initier une réponse immunitaires adaptative. En effet, les Ag circulants
sont phagocytés par les DC, circulantes ou résidantes dans les ganglions lymphatiques, puis sont
apprétés afin d’étre présentés, sous forme de peptides antigéniques aux lymphocytes T naifs se
trouvant dans les organes lymphoides secondaires. Ces lymphocytes T migrent a leur tour vers le

site tumoral pour assurer I’éradication potentielle des cellules cancéreuses (figure 4).

Les DC immatures ont une forte capacité de phagocytose et expriment faiblement les molécules du
CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) et de co-stimulation lymphocytaire (CD40, CD80,
CD86) (Banchereau and Steinman, 1998; Hart, 1997). Lors de leur activation, les DC immatures
vont subir un processus de maturation suite a la réception de signaux de danger (Hsp, calreticulin,
PAMP...) et a la capture d’antigénes tumoraux. Cette maturation va leur permettre d’initier une
réponse immune adaptative en stimulant les lymphocytes T naifs grace a une augmentation de leur
capacité de présentation antigénique, a I’expression de molécules de co-stimulation et a leur
migration vers les organes lymphoides secondaires (Gabrilovich, 2004).

Il est important de noter que des antigenes vont étre internalisés par les DCs au cours de ce
processus et dégradés afin d'étre présentés aux lymphocytes T naifs sous forme de peptides sur le
CMH, induisant une réponse immune impliquant a la fois les lymphocytes T-CD4" et T-CD8". En
ce qui concerne I’immunité antitumorale, la voie la plus probable par laquelle se produit ’activation
de la réponse T-CD8" spécifique des TAA est celle dite de la “présentation croisée” (ou cross-
presentation), qui est une caractéristique propre aux DC correspondant a leur capacité a présenter
par la voie des molécules de classe | du CMH des antigenes exogeénes. Plusieurs sources de TAA
exogenes ont été identifiées et caractérisées, comme par exemple des cellules tumorales
nécrotiques, des corps apoptotiques, des peptides chaperonnés par des protéines Hsp ou encore des
exosomes libérés par les cellules tumorales (den Haan et al., 2000). Enfin, on distingue 2
principales populations de DC, les mDC (myeloides) et les pDC (plasmacytoides). Les deux sous-
types de DC reconnaissent différents agents pathogénes en exprimant des répertoires distincts de
TLR et induisent différents types de réponses immunitaires innées et adaptives en fonction de

facteurs environnementaux (Kadowaki, 2009).
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2.2. Les lymphocytes T

Les Lymphocytes T (LT) sont les cellules effectrices et régulatrices de la réponse immunitaire. Ils
représentent 65 a 80% des lymphocytes circulants. Il a été montré que la présence de lymphocytes
infiltrant les tumeurs (TIL) posséde une valeur pronostique prédictive (postive ou négative) pour
plusieurs tumeurs solides (de Jong et al., 2009; Tomsova et al., 2008). Parmi les lymphocytes T, on
distingue les lymphocytes T CD4" (lymphocytes T auxiliaires) et les lymphocytes T CD8"
(lymphocytes T cytotoxiques ou CTL) qui se distinguent par leur mode d’action. Les lymphocytes
expriment tous les récepteurs TCR (T Cell Receptor) associés aux molécules CD3 pour la
transduction du signal, et des protéines membranaires comme des immunoglobulines, des intégrines
(ex. CD103), des sélectines, des récepteurs aux cytokines et d’autres clusters de différenciation.

L’engagement du TCR suite a la reconnaissance du complexe peptide/CMH, I’interaction entre les
molécules d’adhésion ICAM1 (intercellular cell adhesion molecule) et LFA1, ainsi que 1’interaction
entre la molécule de costimulation CD28 et ses ligands B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86)) au niveau de
la synapse immunologique aboutissent a 1’activation, la prolifération et la différenciation des

cellules T (figure 5).

Figure 5: Représentation schématique de la synapse immunologique entre lymphocyte T et cellule cible. Cette vue
d’ensemble montre une sélection de ligands/recepeurs clés et de molécules de signalisation impliqués dans I’activation
des lymphocytes T. En rouge, le complexe peptide/CMH. En bleu, les molécules activatrices/co-stimulatrices. En jaune,
les molécules inhibitrices. La fleche indique des sighaux qui conduisent a l'activation des lymphocytes T. D’aprés
(Huppa and Davis, 2003).
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2.2.1. Les lymphocytes T CD4"
La reconnaissance d’Ag spécifiques présentés dans un contexte de CMH de classe Il par les CPA
conduit a la prolifération des lymphocytes T CD4 (LT CD4") naifs et en leur différenciation en
cellules effectrices initialement définies comme « lymphocytes T helper » (Th) sous les
désignations de Thl et Th2. Cette classification premiére est fonction de I’implication de ces
cellules effectrices dans la réponse immune contre des antigénes intra (Thl) ou extra (Th2)
cellulaires et du profil cytokinique qui leur est associé, favoriseraient respectivement une réponse
cellulaire ou humorale. L’identification subséquente d’autres lignages a conduit a la révision du
paradigme Th1/Th2 et a élargir I’éventail des sous-populations de LT CD4 aux sous-populations T
régulatrices (Treg), T helper 17 (Th17) et T follicular helper (Tfh) (Luckheeram et al., 2012). La
polarisation des LT CD4 effecteurs en 1’un de ces lignages distincts est déterminée au cours de
’activation par des facteurs solubles caractéristiques d’un contexte environnemental donné. Cette

polarisation est orchestrée par un panel singulier de facteurs de transcription.

Les LT CD4" régulent la réponse immune adaptative suite a ’interaction entre le complexe CMH
de classe Il/peptide exprimé par la DC et le TCR de la cellule T-CD4", ce qui permet a la DC
d’induire 1’expression de CD40L sur la cellule T-CD4". L’interaction CD40/CD40L va induire la
maturation terminale de la DC, en augmentant son expression de CD80 et CD86, et induire sa
sécrétion d’IL-12. Cette stimulation des DC via CD40 est ainsi un facteur critique pour rendre les
DC pleinement compétentes pour 1’activation des cellules T-CD8" (Zhu and Paul, 2008). Les
cellules T CD4" de type Th1l se caractérisent également par la sécrétion d’IL2, d’TIL12, d’IFN-y et
de TNF-o qui sont impliqués dans 1’activation des lymphocytes T CD8" et dans 1’induction d’une

réponse T cytotoxique.

L’orchestration de la réponse immune par les LT CD4 « helper » ne se limite pas aux seules cellules
de I’immunité adaptative. Les LT CD4 « helper » Thl et Th2 ont en effet, la capacité d’activer
I’immunité innée anti-tumorale. La sécrétion d’IFNy par les Thl favorise le recrutement au sein de
la tumeur de macrophages et 1’augmentation de leur production d’espéces réactives oxygeénées
(ROS) et azotées impliquées dans la lyse des cellules tumorales. Les LT CD4 Th2 vont eux
permettre le recrutement de polynucléaires éosinophiles (Hung et al., 1998). Par ailleurs, les LT

CD4 spécifiques d’Ag pourraient jouer un role dans I’initiation de 1’activation des cellules NK.
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2.2.2. Les lymphocytes T cytotoxiques CD8": les effecteurs clés de la réponse immune
anti-tumorale

Les lymphocytes T CD8" cytotoxiques (CTL) sont les principaux acteurs de la réponse immunitaire
anti-tumorale spécifique. lls exercent leur fonction suite a la reconnaisse par leur TCR de fragments
antigéniques présentés a la surface des cellules tumorales par les molécules de CMH-1. Pour
accomplir leurs fonctions cytotoxiques, les lymphocytes T CD8" subissent une différenciation au
cours de laquelle ils acquiérent leur fonction cytotoxique et sécrétrice de cytokines comme I’TFN-y.
En effet, les lymphocytes T CD8" naifs migrant dans les tissus lymphoides, peuvent rencontrer un
peptide antigénique présenté spécifiquement par les CPA professionnelles via les molécules du
CMH-I (figure 4). D¢s lors, ils sont activés grace a I’interaction engageant leur TCR et le complexe
CMH-I/peptidique antigénique entrainant alors leur expansion (Kaech et al., 2002). De plus, cette
activation conduit a 1’acquisition de fonctions cytotoxiques par les CTL. En effet l'induction des
génes impliqués dans la cytotoxicité des lymphocytes T CD8" (perforine, granzymes...) nécessite
non seulement une activation via leur TCR, mais également une co-stimulation qui est fortement
augmentée par les CPA, les IFN de type I, I’IL-1 et I’IFN-y. La combinaison de ces signaux conduit
a la production d'IL-2 et d'autres cytokines (IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21) qui sont nécessaires

pour activer I’expression des génes cytotoxiques.

La majorité des TAA identifiés chez 1’homme reconnus par ces lymphocytes T CD8" peuvent étre
classés en six grandes catégories en fonction de leur profil d’expression et/ou de leur origine (Boon
et al., 1997). On retrouve les Ag «cancer-testis» ou CTA, les antigenes d'expression aberrante, les
antigenes de différenciation, les antigénes mutés (ex. RAS, CDKA4...), les antigénes surexprimés
(RAGE...) et les antigénes viraux. Les CTA sont des Ag exprimés spécifiquement par des cellules
tumorales et non par les tissus sains, a 1’exception des cellules germinales males, ou encore des
ovaires, de I'utérus et du placenta (ex. MAGE-A/B/C, BAGE, CAGE, NY-ESO-1, LAGE, PAGE,
XAGE). En particulier, MAGE-1 code pour un antigéne reconnu par des lymphocytes T
cytolytiques autologues dans le mélanome (Boon and Lucas, 1996). Les particularités importantes
de ces CTA sont leur forte expression dans les cancers et leur fréquence élevée d’expression dans
différents types de tumeurs ce qui fait d’eux de bons candidats en vaccination anti-tumorale
(Gjerstorff et al., 2015). D’autre part, plusieurs groupes ont tenté d'identifier des antigénes de rejet
tumoral potentiels issus de peptides qui sont entierement absents au niveau des tissus humains
normaux, dits « néoantigenes ». De tels néoantigénes sont uniquement créés par des altérations
d'ADN spécifiques des tumeurs qui conduisent a la formation de nouvelles séquences de protéines.
En comparaison avec les antigénes non mutés, ces néoantigenes sont particulierement intéressants

pour le contrdle des tumeurs, car les cellules T qui sont spéecifiques pour ces néoantigénes ne sont
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pas affectées par la tolérance centrale. En conséquence, les néo-antigénes semblent représenter des
cibles idéales pour l'immunothérapie anticancéreuse basée sur les cellules T (Schumacher and
Schreiber, 2015).

De plus, on distingue quatre sous-populations différentes de lymphocytes T CD8" : les lymphocytes
T naifs, effecteurs, effecteurs/mémoires et mémoires. Chacune de ces sous-populations se distingue
par des propriétés fonctionnelles et phénotypiques différentes leur attribuant des fonctions
distinctes. Ce processus de différenciation résulte en un changement de profil d’expression génique
qui permettra au lymphocyte T CD8" d’acquérir des fonctions différentes (Champagne et al., 2001;
Romero et al., 2007; Takata and Takiguchi, 2006). La population de cellules T mémoires
circulantes est généralement divisée en deux sous-types: les cellules T effectrices mémoires (Tgm)
et les cellules T centrales mémoires (Tcm). Ces deux sous-types peuvent étre distingues par leur
localisation, étant donné que les Tcy Se trouvent dans les organes lymphoides secondaires et les
Tewm circulent dans les tissus non lymphoides. Plus récemment, des études ont identifié un troisieme
sous-type, appele cellules T mémoires résidant dans les tissus (Trw), basées sur leurs propriétés

migratoires (Shin and Iwasaki, 2013).

2.3. Les cellules tueuses naturelles (Natural Killer ; NK)

2.3.1. Historique
L’existence de lymphocytes possédant une capacité cytotoxique spontanée a €té découverte par R.
Kiessling et R.B. Herberman en 1975 (Kiessling et al., 1975). Il a été en effet isolé un sous-type de
lymphocytes a partir des ganglions lymphatiques, de la rate et du sang périphérique de différents
modeles murins. Par la suite, il a été montré que durant leur maturation au niveau des souris, ces
cellules n’étaient pas capables de réarranger les récepteurs aux antigénes ce qui les différentient des
cellules B et T dont la fonction est dépendante de I’interaction TCR/BCR -peptide/CMH qui initie
leur fonction. Ces cellules sont capables de tuer des cellules cibles (et notamment tumorales) sans
préalable immunisation et sont complétement tolérantes envers les cellules normales de 1’hote. Le

terme « Natural Killer » a été choisi par R. Kiessling (Woll et al., 2005).

2.3.2. Definition
Les cellules NK sont une des composantes cellulaires majeures du systeme immunitaire inné et
constituent le troisieme type de lymphocytes, a coté des lymphocytes B et T. Elles sont présentes
dans le sang ainsi que dans de nombreux organes comme le foie, la rate, les poumons, les ganglions

lymphatiques, le placenta et les intestins. Ces cellules dérivent d’un précurseur médullaire commun
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aux lymphocytes T (Spits et al., 1995). Contrairement aux lymphocytes B et T, les cellules NK se
développent normalement dans les souris déficientes pour les genes de rearrangement des
récepteurs de I’antigéne (souris SCID et Rag”). Phénotypiquement, les lymphocytes NK se
caractérisent par 1’absence des récepteurs spécifiques de 1’antigéne des lymphocytes B (BCR, B
Cell Receptor) et des lymphocytes T (TCR/CD3). Chez ’homme, les cellules NK expriment un
récepteur de basse affinité pour le fragment Fc des 1gG, appelé CD16 (FcyRIIIA), ainsi qu’une
isoforme des molécules d’adhérence du systéme nerveux, CD56 (neural cell adhesion molécule
(NCAM)). La définition des cellules NK est a la fois morphologique, phénotypique et fonctionnelle.
Ce sont de grands lymphocytes granulaires (de Villartay et al., 2003). Les cellules NK représentent
5 a 20% des lymphocytes totaux (Cooper et al., 2001). En raison de leur capacité cytotoxique, ils
interviennent dans les premiéres étapes de la réponse immunitaire et jouent un role essentiel dans la
surveillance immunitaire contre les cellules infectées ou tumorales (Lanier, 2008). Les cellules NK
peuvent également sécréter différentes cytokines inflammatoires et possédent un mécanisme de lyse
similaire aux lymphocytes T CD8 qui est dépendant de la présence dans leur cytoplasme de
granules cytotoxiques ou de 1’expression de ligands permettant I'engagement de la voie dite des

récepteurs a domaine de mort (Robertson et al., 1990) (voir chapitre Il partie 2.4).

2.3.3. Developpement et differenciation des cellules NK
Les cellules NK dérivent de cellules souches hématopoiétiques CD34". La moelle osseuse est
I’organe principal du deéveloppement des cellules NK chez les adultes en raison de son
microenvironnement riche composé de diverses cytokines, facteurs de croissance et de cellules
stromales. Néanmoins, le thymus, les ganglions lymphatiques, le foie et la rate sont egalement des
sites de développement des cellules NK (Di Santo and Vosshenrich, 2006). A travers la perte et
I’acquisition séquentielles de certains marqueurs, ce précurseur s’engage dans la lignée NK puis
acquiert progressivement les fonctions et le phénotype des cellules NK matures. Un modéle de
développement et de différenciation des cellules NK a été proposé par Freud et Caligiuri (figure 6).
Ce modeéle comporte cing stades de différenciation basés sur I’expression séquentielle des
molécules CD34 (molécule d’adhésion exprimée sur les cellules souches), CD117 (C-Kit receptor),
CD94, CD16 (Fc gamma RIII) et CD56: stade 1/ pro-NK, stade 2/ pré-NK, stade 3/ iNK (NK
immature) et en fin les stades 4 et 5 marqués par I’acquisition de CD56 et correspondant aux NK
CD56™9™ et NK CD56%™ respectivement. Un sixiéme stade de développement peut étre proposé et
correspondrait aux cellules « NK mémoire » (figure 6). Cette entité cellulaire et ce concept sont
sujets a controverse. Cependant, plusieurs travaux récents suggerent que les cellules NK sont
capables d’acquérir des fonctions mémoires. D’une manicére schématique, I’engagement dans la

lignée NK se fait progressivement jusqu’au stade 3/ INK. La maturation fonctionnelle et

30



I’expression du répertoire NK se font d’une maniere progressive et ordonnée au cours des stades
tardifs de leur développement (entre le stade 3 et 5). Ainsi, CD161 apparait en premier, suivi de
CD56, CD94/NKG2A, NKp46, NKG2D, et enfin des récepteurs KIRs (killer cell immunoglobulin-
like receptors) et de CD16. L’expression de certains récepteurs, tels que CD56 ou CD94/NKG2A,
diminue au cours du stade final du développement NK. L’acquisition de fonctions effectrices telles
que la production d’interféron gamma (IFN-y) et la cytotoxicité constitue un événement assez tardif
dans le développement des cellules NK et s’effectue entre le stade 4 et 5 (Yu et al., 2013).

Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 4 Stage 5
(coss""!"') (cp56%™)
CD34(+) CD34(+) CD34(+) CD34(-) CD34( -) CD34(-)
CD38(lo) CD117(-) CD117(+) CD117(+) CD117(+/-) CcD117(-)
CD45RA(-) CD94(-) CD94(-) CcD94(-) CD94(hi) CD94(+/-)
CD10(-) CD16(-) CD16(-) CD16(-) CD16(-) CD16(+)
CDASRA(+) CD45RA(+) LFA-1(+) LFA-1(+) KIR(+/-)
CD10(+) CD10(-)
N
Stage 6 (?)
(Memory NK)
Y4
)
NKG2C(?)
CD57(?)

Figure 6 : Modéle de développement in vivo des cellules NK humaines. Cette figure illustre les différents stades
supposés de développement et de maturation des cellules NK humaines a partir d’une cellule souche hématopoiétique.
D’aprés (Yu et al., 2013).

Comme mentionné précedemment, les cellules NK ont été caractérisées par I'expression
phénotypique de CD56 et l'absence I'expression de CD3 (Spanholtz et al., 2010). Le niveau
d'expression de CD56 a la surface des cellules NK permet leur classification en deux sous-
populations fonctionnellement distinctes. Les cellules NK CD56"™™ produisent beaucoup de
cytokines mais leur cytotoxicité est moindre. Au contraire, les cellules NK CD56%™ qui
représentent la majorité des cellules NK (90%), ont une faible densité d’expression de CD56 et un
fort taux d’expression du récepteur de type IIT du fragment Fcy (ou CD16) et sont caractérisées par
un trés forte activité cytotoxique. En revanche leur production de cytokines immunorégulatrices

peut étre considérée comme négligeable, méme apres stimulation (figure 7) (Cooper et al., 2001).
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Figure 7: Schéma des sous-types de cellules NK. (a) les cellules NK CD56™9™ produisent des niveaux élevés de
cytokines aprées stimulation. Ce sous-groupe représente 5 a 10 % des cellules NK du sang périphérique et exprime
faiblement CD16, ce qui explique leur faible activité cytotoxique et la faible cytotoxicité cellulaire dépendante de
I'anticorps (ADCC) comparé aux cellules NK CD56"™ Ce sous-type exprime fortement le récepteur inhibiteur
NKG2A/CD94 et le récepteur lectine de type-C (NKR), mais posseéde un faible niveau d’expression des récepteurs Ig-
like (KIR). lls expriment constitutivement un certain nombre de récepteurs de cytokines et de chimiokines, comme le
récepteur a I'IL2 (IL-2RaBy), c-kit et le récepteur de la chimiokine 7 (CCRY7). Les cellules NK CD56"" expriment
également la molécule d'adhérence L-sélectine, qui, en combinaison avec CCR7 est impliquée dans le trafic vers les
ganglions lymphatiques secondaires. (b) En revanche, les cellules NK CD56"™ représentent environ 90 % des cellules
NK du sang périphérique et produisent des niveaux faibles de cytokines mais sont de puissants médiateurs de I'ADCC,

de Tactivité LAK (lymphokine-activated Killer) et de la cytotoxicité naturelle et ont une morphologie plus granulaire.

Le sous-type CD56%™ a un haut niveau d’expression de KIR. Ces cellules expriment de maniére distincte des récepteurs

de cytokines (ex. IL-2RRy) et des chimiokines (ex. CXCR1 et CX3CR1) et n’expriment pas la L-sélectine, mais
expriment fortement le P-selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL-1). D’apres (Cooper et al., 2001).

2.3.4. Education des cellules NK: la tolérance du soi
Plusieurs modeles ont été proposés pour expliquer les différents aspects de I'éducation des cellules
NK par les molécules du CMH de classe I. En dépit du fait que chaque modéle possede des
caractéristiques uniques, ils partagent également diverses fonctionnalités clés (Joncker and Raulet,
2008; Yokoyama and Kim, 2006). A I’heure actuelle, le modéele qui prévaut pour expliquer
I’éducation des cellules NK et leur tolérance au soi est dénommé « théorie du licencing ». Ce
modele propose qu’une cellule NK doit s’engager avec le CMH-I du soi au cours de son
développement afin de pouvoir s’activer grace a des stimuli ultérieurs, cette condition étant appelée
"licencing™ (Hoglund and Brodin, 2010). Cette selection est d’autre part essentielle pour eliminer
les cellules NK autoréactives. Malgré cela, des cellules NK qui n'ont pas été en contact avec le
CMH-I, définies comme «unlicenced», peuvent subsister. En effet, environ 10% de cellules NK
CD56%™ (unlicenced) n'expriment pas de récepteurs NKG2A ou KIR spécifiques du CMH-I du soi.

Ces cellules NK KIR" NKG2A™ qui ont été isolées a partir du sang périphérique aprés stimulation
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par les cellules leucémiques K562, expriment un niveau inférieur de CD107a a la membrane et un
niveau deux fois plus faible d’IFN-y par rapport aux cellules NK KIR® NKG2A", démontrant
qu’elles possedent des activités sécrétoires et cytotoxiques moindres (Anfossi et al., 2006).

2.3.5. Activation des cellules NK
Les cellules NK sont équipées d'un ensemble de récepteurs qui peuvent soit stimuler la réactivité
des cellules NK (récepteurs activateurs) ou diminuer leur réactivité (récepteurs inhibiteurs). Ces
récepteurs exercent leur fonction (inhibitrice ou activatrice) lorsqu’ils reconnaissent leurs ligands
sur les cellules cibles (notamment tumorales). L’intégration de la somme des signaux activateurs et
inhibiteurs transmis par ces récepteurs suite a leur interaction avec des molécules de surface des
cellules tumorales régule 1’état d’activation de la cellule NK (figure 8). En effet, la balance de ces
signaux détermine si la cellule NK va exercer ou non ses fonctions de cytotoxicité et/ou de sécrétion

de cytokines vis-a-vis de la cellule cible (Bryceson et al., 2006; Vivier et al., 2004).

Tumor Cell

TRAILR] or TRAILR2

Fe fragment of IgG
B7-HE or BAT3 or BAGE
HLA-E

MICAJE or ULBP1-6
CcD48

CD112 or CD155

HLA-E

LLLE

MHC Class | Ligands

cD70

N

Figure 8: Les principaux récepteurs des cellules NK. La transition des cellules NK de 1’état non activé a un état
activé est induite par un réseau de récepteurs activateurs et inhibiteurs et l'intégration des signaux d'activation et
d'inhibition détermine 1’¢tat des cellules NK. D’aprés (Chester et al., 2015).

Les récepteurs activateurs comprennent aussi des récepteurs qui interagissent avec des ligands
solubles tels que des cytokines. Des récepteurs de cytokines qui sont couplés a la chaine commune
gamma (6c¢), tels que I’IL-2R, I'IL-15R, IL-21R, sont impliqués dans I’activation des cellules NK et
leur acquisition de fonctions effectrices. En effet, L’IL2 et I'IL-15 sont nécessaires pour la
prolifération des cellules NK (Caligiuri, 2008). Des récepteurs de cytokines qui sont liés a la

protéine adaptatrice MyD88 (Myeloid differenciation primary response gene 88) sont également
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importants pour la maturation des cellules NK, a savoir IL-1R chez I'nomme (Hughes et al., 2010)
et I'lL-18R chez la souris (Chaix et al., 2008).

2.3.5.1. Les récepteurs activateurs
Les lymphocytes T et B possedent un seul récepteur antigénique qui domine leur développement et
leur activation. Les signaux engendrés par ces récepteurs antigéniques sont augmentés par des
molécules de co-stimulation. En revanche, les cellules NK ne possédent pas de récepteur dominant,
mais s‘appuient plutdét sur une combinaison de récepteurs pour initier des fonctions effectrices.
Outre I’expression des molécules de CMH de classe 1 par les cellules tumorales, les cellules NK
surveillent I’expression des ligands de leurs récepteurs activateurs a la surface des cellules cibles.
Méme si I’expression des molécules du CMH de classe I est normale, ’apparition ou la
surexpression de ces ligands bouleverse 1’équilibre des signaux activateurs/inhibiteurs, et conduit a
I’activation des cellules NK (Lanier, 2008). Les cellules NK possédent un ensemble de récepteurs

activateurs dont certains sont détaillés ci-dessous.

1. Le récepteur NKG2D (Natural-Killer Group2, member D)

a) Structure, signalisation, et réle de NKG2D dans I’'immunité antitumorale

Le récepteur NKG2D joue un r6le important dans la réponse immune anti-tumorale et par
conséquent a été largement étudié. La plupart des cellules NK (ainsi que des cellules T CD8", et
dans certaines conditions les cellules CD4") expriment ce récepteur. NKG2D est un récepteur
activateur codé par un gene localisé au niveau du chromosome 12. Ce récepteur a tres peu
d’homologie avec les autres membres de la famille NKG2 (Nausch and Cerwenka, 2008). NKG2D
est une glycoprotéine transmembranaire de type Il, de la famille des lectines de type-C, qui agit
comme un homodimere et est associée a la protéine adaptatrice DAP12 ou DAP10 au niveau des
cellules NK ou des cellules T CD8" respectivement. L'association de NKG2D avec la protéine
adaptatrice DAP12 au niveau des cellules NK conduit a phosphorylation d'I'TAM (Immunoreceptor
tyrosine-based activatory motif) et déclenche la cascade de signalisation Syk et/ou Zap70 (Zeta-
chain associated protein kinase 70). En revanche, au niveau des lymphocytes T CD8", I’association
avec la protéine adaptatrice DAP10 suite a I’engagement de NKG2D avec son ligand, conduit a la
phosphorylation de la tyrosine au niveau du motif YINM, au recrutement de la proteine PI3K
(phosphoinositide 3-kinase ) ou la protéine Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) et active
par la suite différentes voies de signalisation. Il est également important de noter que le récepteur
NKG2D exprimé par les cellules T CD8" induit un signal de co-stimulation participant a leur
activation qui néceéssite le TCR (figure 9) (Slavuljica et al., 2011).
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Figure 9: NKG2D agit comme un récepteur activateur et de co-stimulation. NKG2D est un homodimere
transmembranaire de type 2 qui induit la signalisation via l'association avec les molécules adaptatrices DAP10 ou
DAP12. Au niveau des cellules NK, l'association avec DAP12 conduit a la phosphorylation des motifs ITAM de cette
derniere et déclenche la cascade de signalisation Syk et/ou Zap70. Le récepteur NKG2D sur les cellules NK sert de
signal d'activation et son engagement avec son ligand est suffisante pour déclencher la cytotoxicité et la production de
cytokines induites par les cellules NK. Au niveau des cellules T CD8", l'association avec DAP10 conduit a la
phosphorylation de tyrosine au niveau du motif YINM et le recrutement de PI3K et Grb2. NKG2D sur les cellules T
CD8" agit comme un récepteur co-stimulateur et nécéssite le TCR pour ’activation compléte des lymphocytes T CD8" .
D’aprés (Slavuljica et al., 2011).

I a été bien démontré que les cellules NK a travers 1’engagement du récepteur NKG2D, peuvent
éliminer les cellules tumorales in vitro et in vivo (Deguine et al., 2012; Nausch and Cerwenka,
2008) et que le polymorphisme du gene qui code pour la protéine NKG2D est corrélé a une
sensibilité aux cancers. En effet, les alléles avec une forte activité (HNK1) sont plus protecteurs
comparés aux alleles avec une faible activité (LNK1) (Hayashi et al., 2006; Imai et al., 2012).
L’expression de NKG2D peut étre régulée par les cytokines du microenvironnement. Par exemple,
I’'IL-15 ou le TNF-o augmentent 1’expression de NKG2D a la surface des cellules NK
contrairement au TGF-f qui la diminue (Crane et al., 2010).

b) Les ligands de NKG2D
Le récepteur NKG2D posséde plusieurs ligands (NKG2DLs), qui sont des membres éloignés de la
famille du CMH de classe I. Chez I'nomme, NKG2D est un récepteur pour les molécules MIC
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(MHC class | chain-related protein), a savoir MICA et MICB, et ULBP (HCMV UL16-binding
proteins), notamment UBLP1-6 (figure 10) (Cosman et al., 2001). Ces ligands de NKG2D sont
exprimés de maniere restreinte par les cellules saines pour éviter une auto-immunité, mais sont
fréqguemment surexprimés dans les cellules infectées et transformées, agissant ainsi comme un
signal de danger favorisant I'élimination des cellules tumorales (Bacon et al., 2004; Chalupny et al.,
2003; Radosavljevic et al., 2002).
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Figure 10: Les deux familles génétiques des ligands des récepteurs NKG2D. Les ligands de NKG2D appartiennent a
deux familles génétiques présentes au niveau de différents bras du chromosome 6. Les ligands MICA/B sont hautement

polymorphiques contrairement aux ULBPs. D’aprés (Fernandez-Messina et al., 2012).

Les mécanismes régulant les génes qui codent pour ces ligands du récepteur NKG2D connus a
I’heure actuelle et susceptibles de modifier 1’expression de ces ligands sont représentés dans la table
3. Par exemple les dommages a I’ADN ou le stress oxydatif induisent 1’expression des ligands
MICA/B et ULBP1-4.

Voie de signalisation Modele cellulaire Ligands de NKG2D
Voies de stress
Dommages a 'ADN Lignées de cellules de myelome Ligands humains et murins
Stress thermique Lignées de cellules épithéliales MICA/B
Stress oxydatif Lignées de cellules épithéliales bronchiques MICA/B, ULBP1-4
Voies de prolifération/oncogénes
c-Myc Lymphome primaire Rae-1¢
H-RasV12 Lignées de cellules humaines et murines Rae-1a, Rae-1pB, ULBP1,3
HER2/HER3 Lignées de cellules de cancer du sein MICA/B
BCR-ABL Cellules LMC MICA/B
PI3K Multiples Ligands humains et murins
Suppresseurs de tumeur
P53 Lignées de cellules épithéliales ULBP1,2
Progression tumorale et métastases
EMT Lignées de cellules épithéliales MICA/B, ULBP1-3

Table 3: Voies de signalisations majeures régulant ’expression des ligands de NKG2D. Rae-1 (Retinoic acid early

inducible 1) : ligands murins de NKG2D. D’aprés (Huergo-Zapico et al., 2014).




Finalement, la présence de ligands solubles de NKG2D dans le sérum des patients atteints de cancer
et I'engagement persistant des récepteurs NKG2D ont éte liés a une altération des fonctions
cytotoxiques médiée par les récepteurs NKG2D (Salih et al., 2008). Ainsi, les mécanismes sous-
jacents de la libération des ligands de NKG2D ont été largement étudiés ces derniéres années et des
similitudes et différences entre les ligands de NKG2D qui ne correspondent pas a la méme famille
génétique ont été observées. Par exemple, les molécules MICA avec un long domaine
transmembranaire (Salih et al., 2002), MICB (Boutet et al., 2009), et ULBP2 (Waldhauer and
Steinle, 2006) sont clivés apres protéolyse par des métalloprotéinases sécrétées par les cellules
tumorales, alors que MICA*008 avec un court domaine transmembranaire et les molécules ULBP3
sont libérées en tant que protéines avec une forme entiére et localisées dans des exosomes (Ashiru
et al., 2010; Fernandez-Messina et al., 2010).

2. Les récepteurs de cytotoxicité naturelle (NCRS)
Les récepteurs NCR sont constitués de quatre récepteurs activateurs: NKp30, NKp44, NKp46 et
NKp80 (qui est moins bien connu). NKp30, NKp44 et NKp46 sont des membres de la super famille
des immunoglobulines et NKp80 est un membre des lectines de type-C (Biassoni et al., 2001; Koch
et al., 2013) Les NCR jouent un réle important dans I'activité anti-tumorale des cellules NK et leur
diminution d’expression a eté détectée dans différentes pathologies associées a des fonctions
altérées des cellules NK. Presque toutes les cellules NK expriment NKp30 et NKp46 tandis que
seules les cellules NK activées par I'IL- 2 et un sous-type de lymphocytes T expriment NKp44
(Vitale et al., 1998). En revanche, les ligands de ces récepteurs n’ont pas encore été clairement

identifiés.

NKp46 est une glycoprotéine de 46 KDa avec un domaine transmembranaire qui interagit avec
CD3-( et transfére un signal d'activation di a son domaine ITAM. La transmission du signal
mobilise le calcium dans les cellules NK et active par conséquent leur activité cytotoxique et leur
production de cytokines (Moretta and Moretta, 2004). NKp46 est d’ailleurs un meilleur marqueur
que CD56 pour identifier ces cellules NK (Walzer et al., 2007).

NKp30 est une glycoprotéine de 30 KDa dont I’expression a la surface des cellules NK est corrélée
avec celle de NKp46, qui s’associe a CD3-( et FceRI-y et coopére avec d'autres NCR pour
I'activation des cellules NK et favorise leur activité cytotoxique (Moretta and Moretta, 2004).
NKp30 est également impliqué dans la communication entre cellules dendritiques et cellules NK
(Reschner et al., 2008).

37



NKp44 est une glycoprotéine de 44 KDa. L'expression de ce récepteur est limitée aux cellules NK
activées capables d'initier une réponse cytotoxique immeédiate. La liaison de ce récepteur avec son
ligand conduit a la libération de granules cytotoxiques, d’TFN-y et de TNF-a et par conséquent a
une augmentation de la lyse de nombreuses lignées de cellules tumorales par les cellules NK
(Horton and Mathew, 2015).

3. Le récepteur DNAM-1

Le récepteur DNAM-1 (CD226) (DNAX accessory molecule-1) est une molécule d'adhésion
constitutivement exprimée a la surface des cellules NK, des lymphocytes T, des cellules
dendritiques et des macrophages (Zingoni et al., 2012). Les ligands des DNAM-1 sont CD112
(également connu sous le nom de nectine 2 ou PVRL2) et CD155 (connu sous le nom de PVR)
(Bottino et al., 2003). Les cellules tumorales expriment ces ligands qui pourraient augmenter la
cytotoxicité des NK in vitro. Ainsi, des études récentes ont montré une activité anti-tumorale réduite
des cellules NK chez les souris knock-out pour DNAM-1 (Lakshmikanth et al., 2009).

4. Le récepteur CD16

Les cellules NK ainsi que d’autres cellules (les LT, les monocytes et les macrophages) expriment le
récepteur CD16 (Ancuta et al., 2006; Ziegler-Heitbrock, 2007). CD16 existe sous une forme
transmembranaire (FcyRIIIA) et une forme fixe avec un ancrage membranaire de type glycosyl-
phosphatidyl-inositol (GPI) a la surface des neutrophiles (FcyRIIlb) (Williams et al., 2000). Le
récepteur CD16 a un rble important dans la liaison entre I'immunité innée et adaptative connue sous
le nom de cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ou ADCC) qui est un mécanisme de
destruction des cellules tumorales aprés opsonisation par des anticorps (Lanier, 2005). 1l est le seul
récepteur, capable de stimuler les cellules NK au repos sans signal supplémentaire (Bambard et al.,
2010).

5. Les KIR activateurs

Les KIR activateurs different des KIR inhibiteurs par la présence de petites queues cytoplasmiques.
Ils possédent une partie transmembranaire qui contient une charge d’acides aminés qui permet
I'interaction de protéines adaptatrices avec des motifs ITAM (Srivastava et al., 2003). Les KIR
activateurs reconnaissent les molécules de CMH-I non classiques avec une affinité dix fois
supérieur a celle des KIR inhibiteurs. 1l existe plusieurs couples de KIR activateurs/ligands que je
ne vais pas détailler. Néanmoins, il convient de noter que KIR2DL4 (qui reconnait HLA-G) peut
délivrer a la fois un signal inhibiteur a travers son domaine intracellulaire ITIM (Immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif) et également un signal activateur en recrutant KARAP/DAP12
avec un domaine ITAM (Miah et al., 2008).
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2.3.5.2.  Les récepteurs inhibiteurs
Les cellules NK expriment un répertoire de récepteurs inhibiteurs qui régulent négativement leur
activation. Certains récepteurs inhibiteurs sont spécifiques du CMH de classe I, tandis que d'autres
lient des ligands de type « non-CMH ». Certains de ces récepteurs inhibiteurs des NK, tels que les
KIR et les LILR (leukocyte immunoglobulin-like receptors), sont des glycoprotéines monomériques
de type I de la superfamille des immunoglobulines, alors que d'autres, comme les récepteurs Ly49
et CD94/NKG2A, sont des glycoprotéines de type Il de type lectine. Bien qu’ils se différencient
dans leurs domaines extracellulaires, ces récepteurs inhibiteurs des NK ont un motif de signalisation
commun dans leurs régions cytoplasmiques, appelé motif ITIM (Lanier, 2008). Je vais détailler ici

et brievement les récepteurs KIR inhibiteurs et les récepteurs apparentés aux lectines de type C.

1. Les récepteurs KIR inhibiteurs
Les cellules NK (et les cellules T mémoires) expriment ces récepteurs qui sont codés par une
douzaine de genes complexes mais avec une expression combinatoire plus diversifiée. Ainsi,
chaque cellule NK d'un individu n'exprime qu'une fraction des KIR avec un niveau de combinaison
différent. Les KIR sont une famille de récepteurs dont la nomenclature est basée sur le nombre de
domaines d’immunoglobuline extracellulaires (2D ou 3D) suivie de la lettre L (Long) pour ceux qui
ont des queues cytoplasmiques (Borrego et al., 2002). La queue cytoplasmique contient un ou deux
ITIM qui recrute(nt) des phosphatases comprenant la phosphatase contenant un domaine de la
région 2 d'homologie Src (SHP-1) et SHP-2 qui inhibent l'activité lytique des NK et la production
de cytokines. Ces différents KIR reconnaissent différentes molécules du CMH-I et distinguent
méme les différents alleles (Lanier, 2005). La diversité de l'expression des KIRs est acquise au
cours du développement des cellules NK, le niveau d'expression et le pourcentage de cellules

positives restent stable chez un individu (Shilling et al., 2003).

2. Les récepteurs apparentés aux lectines de type C: récepteurs CD94/NKG2
Ces récepteurs sont exprimés a la surface des cellules NK sous la forme d’hétérodimeres composés
de 2 lectines de type C. lls reconnaissent les molécules non conventionnelles du CMH-I
correspondant & Qa-1° chez la souris et HLA-E chez I’homme. La molécule CD94 est une sous-
unité invariante qui se lie de fagcon covalente avec chacune des sous-unités codées par un gene de la
famille NKG2. Le géne codant pour la molécule CD94 ne présente pas ou peu de polymorphisme
allélique (Chang et al., 1995), alors que la famille NKG2 comprend quatre génes NKG2A, NKG2C,
NKG2E (et son variant NKG2H) et NKG2D/F codant pour différentes protéines. NKG2A et
NKG2B (qui est un variant de la protéine NKG2A) sont des récepteurs inhibiteurs alors que

NKG2C et NKG2E sont des récepteurs activateurs (Lanier, 2005)
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2.3.6. Les cytokines et les chimiokines secrétées par les cellules NK

Selon le stimulus du microenvironnement, les cellules NK sont capables de sécréter rapidement de
multiples cytokines avec diverses fonctions telles que 'IFN-y, le TNF-a, la lymphotoxine alpha
(LT-a), I’IL-1PB, I’IL-2, I’IL-5, I’IL-6, I’IL-8, I'IL-10 et I’'IL-13 (Reefman et al., 2010). Ces
cytokines peuvent agir directement sur les cellules tumorales, ou indirectement sur d’autres
populations immunitaires. Par exemple, 'IFN-y produit par les cellules NK peut moduler non
seulement la réponse immune antitumorale innée en favorisant l’activation des macrophages
(phagocytose), et en favorisant la maturation des cellules dendritiques mais aussi la réponse
adaptative en favorisant la polarisation des cellules T CD4" vers la voie Thl (Harizi, 2013;
Schroder et al., 2004).

Les cellules NK sont également capables de produire différentes chimiokines telles que MIP1-a,
MIP1-B (macrophage inflammatory protein 1), RANTES (CCLS5) et IP10 (Fauriat et al., 2010) qui
participent a l'attraction de différents types cellulaires au niveau des sites inflammatoires et a la
génération d'une réponse immunitaire spécifique de l'antigene (Rot et al., 1992). En effet, les
cellules NK du sang périphérique au repos peuvent produire du CCL4, CCL5 et CCL22 sans aucune
stimulation mais la stimulation in vitro de ces cellules NK augmente leur production de CCL4,
CCL5, CCL22 et CXCLS8, suggérant que les cellules NK activées peuvent attirer des cellules T, des
cellules B, d’autres cellules NK et des neutrophiles vers le site tumoral. De la méme manieére, il a
été montre que les cellules NK stimulées avec de I'lL-2 activent la chimiotaxie d'autres cellules NK
(Robertson, 2002).

2.3.7. Implication des cellules NK dans la réponse immunitaire dirigée contre le
mélanome

Il est bien documenté que le mélanome est une tumeur immunogéne et l'interface entre la réponse
immunitaire et le mélanome représente une tentative par I'nGte pour supprimer la croissance
tumorale. Les cellules NK peuvent participer a la réponse immunitaire précoce contre le mélanome
et contribuer a la réponse immunitaire adaptative par la sécrétion de cytokines. En effet, de
nombreuses €tudes suggerent 1’implication des cellules NK dans la réponse immune contre le
mélanome. Par exemple, la lyse de lignées cellulaires de mélanome est diminuée en présence
danticorps bloquants NKp30, NKp44 ou NKp46 (Pende et al., 1999; Sivori et al., 1999). Des
expériences ont montré que les souris déficientes en NKp46 développent plus de métastases
pulmonaires apres injection intraveineuse de lignées cellulaires de mélanome, ce qui met en
évidence le role de ces NCR dans le contréle de la progression tumorale (Lakshmikanth et al.,
2009). DNAM-1 et NKG2D sont des récepteurs clés dans la reconnaissance des cellules de

mélanome (Carrega et al., 2009; Casado et al., 2009). En effet, des études ont montré que les souris
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déficientes en NKG2D ou DNAM-1 ne peuvent pas contenir la croissance de mélanome induite par
le méthylcholanthréne (Guerra et al., 2008; Iguchi-Manaka et al., 2008). De plus, différents ligands
de NKG2D sont exprimés a la surface de lignées cellulaires de mélanome dérivés de tissus a
différents stades (Fuertes et al., 2008; Pende et al., 2002; Schwinn et al., 2009; Vetter et al., 2002).

Cependant, méme si les cellules de mélanome sont souvent reconnues efficacement et tuées par les
cellules NK in vitro, les mélanomes ont développé plusieurs stratégies élaborées pour échapper a la

destruction induite par les cellules NK in vivo (Burke et al., 2010; Tarazona et al., 2015).

2.3.8. L’immunothérapie basée sur les cellules NK
Les cancers développent des mécanismes d’échappement aux cellules NK ou induisent ’apparition
de cellules NK défectueuses. L'immunothérapie anti-tumorale actuelle basée sur les cellules NK
vise a surmonter ces mécanismes d’échappement immunitaires en utilisant plusieurs approches

(Cheng et al., 2013).

2.3.8.1.  Les cellules NK autologues
Les premieres études ont tenté d'augmenter la capacité cytotoxique des cellules NK en stimulant les
cellules NK endogenes et en augmentant leur prolifération chez les patients par I'administration de
différentes cytokines telles que I'IL-2, I’IL-12, 1’IL-15, I’'IL-18, I’'IL-21 et I’'IFN-a. Bien que
I'administration systémique améliore la fonction lytique des NK par différents mécanismes,
seulement une activité anti-tumorale limitée a été observée chez des patients cancéreux. Une étude
de transfert adoptif de cellules LAK (Lymphokine-activated killers cells) avec des doses élevées
d'IL-2 a montré peu d’effets cliniques (Cheng et al., 2013). De plus, les doses élevées d'IL-2
améliorent également I'expansion de lymphocytes T régulateurs et par conséquent diminuent
I’activité des cellules NK, conduisant a la mort cellulaire induite par activation des cellules NK
(AICD). Dans une autre étude, des doses élevées d'IL-2 ont été remplacées par I'administration
quotidienne de faibles doses de cytokines, mais les résultats ont eu un succés limité.
L'administration d'autres cytokines comme 1’IL-12, I’'IL-15 ou I’IL-18 a montré des résultats
satisfaisants dans des essais précliniques dans le cadre de diverses stratégies de vaccination. Il a été
démontré que la combinaison d'hydrocortisone (HC) et d'IL-15, améliore 1’expansion des cellules
NK du sang périphérique. Cette combinaison montre son efficacité contre les métastases de poumon
dans des modéles murins, mais des doses trés élevées d'IL-15 sont nécessaires pour des résultats
détectables. La culture de cellules NK en présence d'IL-15 et d'HC ameéliore la production de
cytokines, cependant les cellules conservent le méme niveau de cytotoxicité. Bien que dans
différentes pathologies, le transfert adoptif de cellules effectrices autologues activées ex vivo ait

montré de bons résultats sans effets secondaires contrairement a I'administration de cytokines,
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plusieurs autres études ont soulevé quelques questions quant a l'efficacité et aux capacités
cytotoxiques de ces cellules NK contre les cellules cancéreuses. Les cancers de stade avancé et
I’expression du CMH-I a la surface des cellules tumorales sont des raisons qui peuvent expliquer
l'inefficacité de I’administration de NK autologues (Cheng et al., 2013).

2.3.8.2.  Lescellules NK allogéniques
Les cellules NK allogéniques ont montré plus d’efficacité en immunothérapie anti-tumorale des
leucémies, représentant une thérapie avec un minimum de toxicité. Ces cellules NK peuvent
également proliférer chez les patients atteints de diverses tumeurs malignes, notamment le
mélanome métastatique, le carcinome a cellules rénales, la maladie de Hodgkin et les leucémies
aigués myéloides (LAM) de mauvais pronostic (Miller et al., 2005). Le transfert adoptif de cellules
NK allogéniques activées en présence d’IL-15/HC in vitro a montré des résultats potentiellement
efficaces dans un essai clinique de phase | lorsque ces NK allogéniques sont transférées en
combinaison avec un traitement de chimiothérapie standard chez les patients atteints de cancer de
poumon non a petites cellules avanceé (lliopoulou et al., 2010). De plus, il a été récemment démontré
que les cellules NK syngéniques de souris, les cellules NK humaines autologues et les cellules NK
allogéniques provenant de donneurs sains ont la capacité intrinseque de cibler les cellules de
mélanome malin (Lakshmikanth et al., 2009). De maniere intéressante, les NCRs et DNAM-1 ont
émergé comme des récepteurs clés dans la cytotoxicité des cellules NK contre les cellules de
mélanome, ce qui indique que les NK exprimant ces récepteurs pourraient étre de bons candidats
pour le transfert adoptif chez les patients atteints de mélanome (Burke et al., 2010). L’inconvénient
de cette approche thérapeutique est que l'utilisation des cellules NK allogéniques incompatibles

conduit a un rejet immunitaire par incompatibilit¢ de CMH (Lundgvist et al., 2007).

2.3.8.3.  Les lignées de cellules NK
En raison de leur facilité d'entretien et d'expansion in vitro, ainsi que de leur activité anti-tumorale,
les lignées de cellules NK représentent un élément thérapeutique altérnatif dans I’immunothérapie
du cancer. La capacité anti-tumorale et I'innocuité des cellules NK92 ont été démontrées chez des
patients atteints de carcinomes a cellules rénales ou de mélanome dans les essais de phase I. Ces
cellules NK sont la seule lignée de cellules NK ayant obtenu I'approbation de la FDA pour les essais
cliniques. La capacité cytotoxique des autres lignées de cellules NK telles que KHYG-1, NKL et
NKG a été également bien étudiée. 1l a été ainsi montré que les cellules KHYG-1 irradiées gardent
leur méme niveau de cytotoxicité et peuvent étre des candidates utiles dans des protocoles

d'immunothérapie anticancéreuse. Les transferts adoptifs réussis de cellules NKG contre des
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cellules tumorales humaines ont été récemment démontrés dans des modéles de xénogreffe de
souris (Cheng et al., 2013).

2.4. Mecanismes de cytotoxicité des effecteurs cytotoxiques
Differentes études in vitro ont montré que les effecteurs du systeme immunitaire (CTL et cellules
NK) sont capables de detruire leurs cellules cibles en quelques minutes, méme si les études in vivo
suggerent que le temps nécessaire a la destruction des cellules cibles est plus long (Bossi et al.,
2002). La formation de conjugués entre les cellules tumorales et les cellules effectrices ainsi que la
formation d’une synapse immunologique dite « lytique » permet aux cellules NK et aux CTL de
délivrer les signaux induisant la mort par deux voies principales : (1) la voie d’exocytose des
granules cytotoxiques (encore appelée voie perforine et granzymes) et (2) la voie des récepteurs a

domaine de mort (figure 11).
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Figure 11: Les deux voies d’apoptose induites par les cellules effectrices. Les CTL utilisent deux types de
mécanismes de cytotoxicité pour tuer leur cellule cible spécifique : I’engagement de récepteurs de mort (Fas, TNFRI,
DR4, DR5) exprimés a la surface de la cellule cible, et 'exocytose du contenu de granules cytotoxiques (Perforine,
Granzymes). Les cellules NK utilisent des mécanismes de cytotoxicité similaires. D’aprés Dorothée G. et al,
Hématologie, 2004.

2.4.1. Lavoie perforine/granzymes
Les cellules NK et CTL induisent I'apoptose de leurs cellules cibles par la libération de médiateurs
cytotoxiques grace a I’exocytose du contenu de granules cytotoxiques présents dans leur cytoplasme
au niveau de la synapse immunologique formée avec leur cellules cibles (Lieberman, 2003). Les

granules cytotoxiques sont des lysosomes sécrétoires complexes qui contiennent a la fois des
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protéines lysosomales (i.e. CD107/Lampl) et des molécules effectrices responsables de
I’élimination des cellules cibles (Krzewski and Coligan, 2012), notamment la perforine (PFN) et
une famille de sérine-protéases trés spécifiques, connues sous le nom de granzymes (Gzms)
(Rousalova and Krepela, 2010; Thiery and Lieberman, 2014).

La PFN est une protéine formant des pores en présence de Ca®" dans les membranes riches en
cholestérol. Elle est exprimée uniquement par les cellules tueuses et est impliquée dans la
I’internalisation des Gzms dans le cytoplasme de la cellule cible (Thiery et al., 2011; Thiery and
Lieberman, 2014). Chez I'homme, cinq Gzms ont été identifiés (Gzm A, B, H, K et M). Une fois
dans les cellules cibles, ces Gzms activent indépendamment plusieurs voies d’apoptose par le
clivage de protéines cibles spécifiques situées dans le cytoplasme, les mitochondries et/ou le noyau,
ou de nombreux substrats protéiques clés des Gzms résidents (Anthony et al., 2010). Le GzmB est
I'un des principaux médiateurs de la mort cellulaire médiée par la voie des granules cytotoxiques et
est le Gzm le plus largement étudié (Rousalova and Krepela, 2010). Les mécanismes d'action des
autres granzymes, dits Gzms «orphelins», sont moins connus, méme si plusieurs substrats ont été
identifiés au cours des derniéres années (Bovenschen and Kummer, 2010).

Le GzmB humain (hGzmB) induit préférentiellement I'apoptose des cellules cibles d'une maniére
dépendante des mitochondries, par un processus hautement régulé qui implique les protéines de la
famille Bcl-2. Le GzmB clive un membre de la famille pro-apoptotique de Bcl-2, nommé Bid
(Heibein et al., 2000; Sutton et al., 2000). La forme tronquée de Bid (ou tBid), perturbe la
membrane mitochondriale externe d'une maniére Bax et/ou Bak dépendante, induisant la
perméabilisation de cette membrane mitochondriale externe (MOMP), la libération de facteurs pro-
apoptotiques tels que le cytochrome ¢, HtrA2/Omi et Smac/Diablo, conduisant a I'activation de la
procaspase-9 dans un complexe appelé « apoptosome » suivie de l'activation de la caspase-3 qui va
induire le clivage de l'inhibiteur de la DNase activée par la caspase (ICAD) pour libérer la DNase
activée par la caspase (CAD) et par conséquent la fragmentation de I'ADN (Wang et al., 2001). Le
GzmB peut également cliver directement ICAD pour libérer CAD et induire 1’apoptose des cellules
cibles (Chowdhury and Lieberman, 2008) (figure 12). Le GzmB peut également induire la mort
cellulaire de maniére dépendante des ROS (Reactive Oxygen Species). En effet, le GzmB induit une
augmentation de la production de ROS dans la cellule cible en attaquant directement plusieurs sous-
unités de la chaine de transport d’électron, ce qui conduit & la production mitocentrique de ROS, qui
est nécessaire pour la libération de facteurs apoptogéniques des mitochondries en réponse au GzmB
(Jacquemin et al., 2015). Cette voie est bloquée par la surexpression de la famille de protéines anti-
apoptotiques Bcl-2, notamment Bcl-2 ou Bel-xL (Pinkoski et al., 2001). Il a aussi été montré que le
GzmB humain peut induire directement I’activation des caspases effectrices, mais ne peut pas cliver

la pro-caspase-3 sans la libération de Smac/Diablo et HtrA2/Omi qui facilitent I’activation de la
44



caspase-3 en bloquant 1I’action inhibitrice des protéines inhibitrices de 1’apoptose (IAPs) (Sutton et
al., 2003).

De plus, il a été décrit dans notre équipe une relation entre la protéine suppresseur de tumeur p53 et
I’apoptose induite par le GzmB humain. En effet, les cellules tueuses et le GzmB humain induisent
une stabilisation rapide et une activation de p53 dans les cellules cibles (Meslin et al., 2007). Plus
récemment, les travaux de notre équipe ont montré que p53 activé par le GzmB humain migre vers
la membrane mitochondriale externe de la cellule cible et interagit avec la protéine anti-apoptotique
Bcl-2 (Ben Safta et al., 2015) afin de faciliter I’apoptose induite par cette voie (voir article et review

en annexe 3 et 4).
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Figure 12: La voie d’apoptose induite par le granzyme B. Le GzmB peut déclencher la mort cellulaire en clivant la
protéine Bid. tBid favorise I'oligomérisation de Bax et/ou Bak dans la membrane externe mitochondriale (qui peut étre
inhibée par la protéine anti-apoptotique Bcl-2), conduisant & la libération de cytochrome c et la formation de
I'apoptosome, suivie de l'activation de la caspase 3 et le clivage de différents substrats comprenant ICAD, l'inhibiteur de
I'endonucléase CAD. Le GzmB peut également cliver directement la procaspase 3 ou ICAD et induit une production
mitocentrigue de ROS pour favoriser l'apoptose. Le GzmB humain opere préférentiellement par la voie
Bid/mitochondriale, alors que le GzmB de souris induit I'activation directe de la caspase 3. D’apres (Thiery et al.,
2015).
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2.4.2. Lavoie des récepteurs a domaine de mort
Bien que la voie perforine/granzymes soit la voie principale pour I’induction d’apoptose des
cellules cibles par les effecteurs NK et CTL, la voie de récepteurs & domaine de mort peut participer
au processus de lyse a travers différents récepteurs de la superfamille du récepteur de type | au
TNF, a savoir FAS (CD95/APO-1), le récepteur | de TNF (TNF-R1/p55/CD120a), les récepteurs a
TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) TRAIL-R1/DR4 et TRAIL-R2/DR5 (Wilson et al.,
2009). Ces récepteurs de mort sont activés par leurs ligands respectifs: Fas ligand (FasL / CD95L),
TNF-0 et TRAIL (Ashkenazi and Salvesen, 2014). Ces ligands sont exprimés sous forme de
protéines transmembranaires de type 2 homotrimériques a la surface des cellules tueuses activées,
mais peuvent également étre libérés sous forme de ligands solubles par I'action de protéases de
surface cellulaire spécifiques (Ehrlich et al., 2003; Mohan et al., 2002).
La liaison des récepteurs FAS, DR4 et DR5 avec leurs ligands déclenche I'apoptose dans les
cellules cibles mais peut éventuellement activer dautres voies (NF-kB, JNK/c-Jun, p38/
MAPK/AP-1) qui induisent d’autres processus comme la survie cellulaire ou 1’inflammation
(Neumann et al., 2010; Varfolomeev et al., 2005). La voie du récepteur TNF-R1 induit ainsi
principalement l'activation des cascades de signalisation NF-kB, JNK/c-Jun, p38/MAPK/AP-1,
mais peut aussi induire la mort cellulaire dans certaines conditions (Micheau and Tschopp, 2003;
Walczak, 2011).
La transduction du signal apoptotique par FAS, DR4 et DR5 se fait par des étapes communes
(figure 13). Lors de la liaison avec leurs ligands, FAS, DR4 ou DR5 se multimérisent a la
membrane cellulaire conduisant & un changement conformationnel dans le domaine intracellulaire
du récepteur (Mohan et al., 2002). Ceci conduit au recrutement d'une protéine adaptatrice, a savoir
la protéine FADD (Fas-associated protein with death domain Fas), qui contient a la fois un domaine
de mort (DD) et un domaine effecteur de mort (DED). Ce DED va permettre le recrutement de
caspases initiatrices (caspase-8 et Caspase-10) qui contiennent également un DED (Sprick et al.,
2000). Le complexe résultant est appelé DISC (Death inducing signaling complex). Au sein du
DISC, les caspases initiatrices vont s’auto-activer par rapprochement et du fait de leur concentration
élevée a ce niveau. Une fois les caspases initiatrices actives libérées dans le cytoplasme, elles
peuvent cliver des substrats en aval, soit directement par I’activation des caspases effectrices 3 ou 7,
soit indirectement par des mécanismes dépendant des mitochondries, induisant ainsi 1’apoptose des
cellules cibles (Kischkel et al., 1995).
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Figure 13: La transduction du signal apoptotique par les récepteurs & domaine de mort FAS, DR4 et DR5 se
déroule par des étapes partagées. Lors de la liaison avec leurs ligands, FAS, DR4 ou DR5 se multimérisent a la
surface cellulaire conduisant a un changement conformationnel dans le domaine intracellulaire du récepteur. Ceci
conduit au recrutement de la protéine adaptatrice FADD, qui contient un domaine de mort (DD) qui interagit avec le un
domaine effecteur de mort (DED) qui recrute la pro-caspase 8. Le complexe résultant est appelé DISC. Dans le DISC,
des concentrations locales élevées des caspases initiatrices conduisent a la formation d'homodimeres impliqués dans
leur activation avant leur libération dans le cytoplasme ou elles peuvent cliver des substrats en aval, soit par activation
directe des caspases effectrices 3 (cellules de type 1) soit indirectement via Le clivage de la protéine Bid en Bid tronqué,
qui relie la caspase 8 a la voie mitochondriale (cellules de type I1). La protéine cFLIP est un homologue de la caspase 8

qui agit comme un inhibiteur compétitif de I'activation de la caspase 8. D’aprés (Thiery et al., 2015)

I11. Echappement a ’immunosurveillance

La résistance tumorale au systéme immunitaire est une consequence majeure de I'immunoediting
(voir ci-dessous) chez un individu immunocompétent dans la plupart des cancers et surtout au cours
du stade métastatique (Dunn et al., 2002; El Hage et al., 2008). En effet, les tumeurs qui se
développent jusqu'a un stade cliniqguement détectable ont nécessairement acquis des caractéristiques

leur permettant de réesister a lI'immunosurveillance ou de créer un microenvironnement favorable a
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leur développement. L'importance de ce processus a permis son intégration dans les caractéristiques

de base (ou « hallmarks ») permettant la progression tumorale (figure 14) (Quail and Joyce, 2013).
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Figure 14: Les dix propriétés du cancer. Hanahan et Weinberg ont décrit dix propriétés importantes qu’acquiert une
tumeur pour son développement. Parmi ces caractéristiques, 1’échappement a I’immunosurveillance joue un réle

important dans I’acquisition du phénotype tumoral. D’aprés (Hanahan and Weinberg, 2011).

1. La théorie de ’'immunoediting: les trois E
Les observations in vitro et in vivo suggerent que le systeme immunitaire peut avoir un réle
protecteur contre le développement tumoral mais que parallelement, ce systeme immunitaire
participe également a la sélection de variants tumoraux associés a une faible immunogénicité,
permettant ainsi aux tumeurs de mettre en place des mécanismes d’échappement a la détection
immunologique et a leur élimination se traduisant in fine par I’appariation d’une tumeur
cliniquement détectable. Toutes ces observations ont conduit ainsi a une évolution du concept
d’immunosurveillance vers le concept d’immunoediting. Cette théorie de 1I’immunoediting des
cancers, ou théorie des trois E, a été émise par Schreiber et ses collégues qui ont décomposé la
progression tumorale en trois phases distinctes : une phase d’élimination, une phase d’équilibre et
une phase d’échappement (Dunn et al., 2004) (figure 15). La phase d’¢élimination correspond au
concept d’immunosurveillance et correspond donc a la phase durant laquelle le systéeme
immunitaire combat efficacement la tumeur. Durant cette phase, la tumeur devient invasive et son
microenvironnement se met en place engendrant des signaux inflammatoires qui aboutissent au
recrutement des cellules du systeme immunitaire telles que les cellules NK, les lymphocytes T, les
macrophages et les DC (Girardi et al., 2001; Matzinger, 1994; Smyth et al., 2001). Les TAA

exprimés par les cellules tumorales, vont stimuler les cellules de I'immunité innée (comme les

48



cellules NK) aboutissant a la production d’IFN, qui pourrait ainsi détruire quelques cellules
tumorales (Cerwenka et al., 2000; Diefenbach et al., 2001; Yokoyama, 2000). Cette production
d’IFN peut aboutir a la production de différentes chimiokines par les cellules tumorales elles-
mémes. Ces chimiokines vont bloquer 1’angiogénése et détruire encore plus de cellules tumorales
(Cole et al., 1998; Liao et al., 1995; Luster and Ravetch, 1987). Les debris cellulaires tumoraux
vont étre ingérés par les DC qui vont retourner au niveau des ganglions lymphatiques et activer les
lymphocytes T CD8" naifs qui pourront par la suite, rejoindre le site tumoral et lyser la tumeur
(Ferlazzo et al., 2002; Gerosa et al., 2002; Piccioli et al., 2002). Durant la phase d’équilibre, les
cellules tumorales qui n’auront pas été éradiquées par les cellules de I’immunité vont entrer dans un
état « d’équilibre » durant lequel elles se trouvent dans un état de « dormance ». Cette phase, est la
plus longue et peut durer jusqu’a 20 ans avant que la tumeur ne devienne cliniquement détectable
(Loeb et al., 2003). Durant cette phase, une pression de sélection est exercée par les lymphocytes T
sur les cellules tumorales génétiquement instables et qui subissent des modifications épigénétiques
entrainant la sélection de clones tumoraux avec une immunogénicité réduite. Apres la phase
d’équilibre, une tumeur peut completement échapper a la pression exercée par le systeme
immunitaire aboutissant a la troisieme et derniere phase « I’échappement ». Ainsi, les nouveaux
variants tumoraux qui ont été selectionnés durant la phase précédente, peuvent se développer dans
un environnement immunologiquement intact. Ces variants tumoraux sont résistants a la lyse et
peuvent ainsi échapper a la détection et a I’élimination par les cellules immunitaires. Une des
conséquences importantes du concept d’immunoediting est 1I’immunorésistance intrinséque de la
plupart des tumeurs se développant chez un individu immunocompétent apres acquisition des

caractéristiques leur permettant d’échapper a I’immunosurveillance.
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Figure 15: Le concept d’immunoediting. La théorie de I’immunoediting comporte 3 phases : I’élimination,
I’équilibre et 1’échappement. La phase d’élimination (1) correspond a la défense mise en place par les cellules de

I’immunité innée et adaptative a I’encontre des cellules tumorales dans le but d’éliminer ces cellules et d’empécher le
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développement d’une tumeur. Si les cellules de I'immunité ne parviennent pas a détruire toutes les cellules tumorales, le
systéme immunitaire et les cellules cancéreuses atteignent un état d’équilibre durant lequel les cellules immunitaires
gardent le dessus sur les cellules tumorales sans pour autant éradiquer la tumeur. Durant cette phase, qu’on appelle
I’équilibre (2), les cellules immunitaires exercent une pression sélective qui aboutira a I’émergence de variants
résistants. Ceci aboutissant a la derniére phase qu’est I’échappement (3), ou les cellules tumorales vont pouvoir elles-

mémes inhiber le systéme immunitaire et croitre indéfiniment. D’aprés (Strausberg, 2005).

2. Les mécanismes d’échappement immunitaire
Comme mentionné précédemment, les cellules tumorales peuvent échapper a la réponse immune
anti-tumorale. De nombreux travaux ont ainsi mis en évidence différents mécanismes moléculaires
permettant a la tumeur d’échapper ou d’interférer avec la réponse immunitaire anti-tumorale. Ces
mécanismes d’échappement peuvent étre classés en plusieurs catégories, selon qu’ils soient
inhérents aux cellules cancéreuses, au microenvironnement tumoral ou aux effecteurs du systeme
immunitaire. Dans les chapitres suivants, je vais détailler certains de ces mécanismes permettant
aux cellules tumorales d’échapper in fine aux lymphocytes T mais aussi aux cellules NK, cette

derniére population étant particuliérement relevante en ce qui concerne mes travaux de these.

2.1. Echappement a la reconnaissance et anergie

La reconnaissance antigénique est une étape clé pour la mise en place d’une réponse T cytotoxique
efficace. De nombreuses cellules tumorales echappent au systeme immunitaire suite a une perte
d’expression de I’antigéne ou a une altération de la présentation des TAA a leur membrane. En
effet, il a été décrit que la présentation antigénique par les cellules tumorales est altérée
partiellement ou totalement suite a des mutations d’un ou plusieurs geénes codant la machinerie
d’apprétement du peptide (Drake et al., 2006; Marincola et al., 2000). Ainsi, deux sous-unités de
I’immunoprotéasome, LMP2 et LMP7 (Low molecular mass polypeptide-2 et 7), peuvent voir leur
expression diminuée conduisant a une altération de la présentation antigénique par les molécules du
CMH (Restifo et al., 1993). Deux autres protéines ont été rapportées avoir un role dans 1’altération
de la présentation antigénique, il s’agit des protéines TAP (Transporter associated with antigen
processing) et de la tapasine. Ces protéines sont impliquées dans le chargement des peptides
antigéniques sur les molécules du CMH-I et leur mutation entraine une baisse d’expression des
protéines TAP dans les cellules tumorales et par conséquent une perte d’expression des molécules
du CMH-I (Cromme et al., 1994; Garrido et al., 1997; Hicklin et al., 1999). De plus, au cours de la
progression tumorale, une perte complete des molécules de CMH-1 est principalement due a des
mutations de la sous-unité f2-microglobuline (Bicknell et al., 1994). Ainsi, de maniére générale, les
défauts de présentation de I’antigéne se développent plus dans les lésions métastatiques que dans les
tumeurs primaires (Kim et al., 1975).
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2.2. Perte d’expression des molécules d’adhésion
Le couple LFA-1/ICAM1 exprimés respectivement par les lymphocytes T et les cellules tumorales,
joue un role essentiel dans la formation de la synapse immunologique et dans la polarisation des
granules cytotoxiques (Anikeeva et al., 2005). De ce fait, la diminution d’expression de ICAM-1 &
la surface des cellules tumorales représente un mécanisme important d’échappement a
I’immunosurveillance (Passlick et al., 1996). Les cellules tumorales peuvent diminuer ou perdre
I’expression d’autres molécules d’adhésion telles que les molécules LFA-3. Il a aussi été décrit que
les cellules tumorales peuvent exprimer des molécules anti-adhérentes telles que les mucines,

échappant ainsi aux contacts avec les cellules immunocompétentes (Kontani et al., 2001).

2.3. Baisse d’expression des ligands activateurs des NK
L’expression augmentée des ligands activateurs des récepteurs des cellules NK comme MICA/B est
observée dans différentes cellules apres transformation tumorale ou dans des conditions de stress, ce
qui représente un moyen intrinseque de protection de l'organisme en rendant ces cellules plus
sensibles a la lyse induite par cellules NK (Diefenbach and Raulet, 1999). Cependant, la diminution
d’expression de ces ligands permet également aux cellules tumorales d'échapper aux cellules
effectrices de la réponse immunitaire. Les leucémies sont l'un des meilleurs exemples de cette
observation ou la diminution ou méme l'absence totale d’expression des ligands activateurs des
récepteurs des cellules NK comme les NCR ou NKG2D ont été fréiquemment observées (Lion et al.,
2012). On peut encore citer la capacité de I’IL-10 a réprimer I’expression du ligand MICA, a la
surface des cellules tumorales de mélanome (Serrano et al., 2011). Ces ligands peuvent également
subir un clivage protéolytique notamment par des métalloprotéinases matricielles (MMPs) (Groth et
al., 2011; Salih et al., 2002). L'absence de signaux costimulateurs conduit également a I'évasion des
cellules tumorales a la lyse par les cellules effectrices (Driessens et al., 2009; Igney and Krammer,
2002). Cette déficience de signaux costimulateurs conduit a lI'anergie des lymphocytes T, a I'absence
d'activité cytotoxique et a l'incapacité des cellules naives a proliférer et produire des cytokines

induisant I’activité lytique des cellules effectrices.

2.4. Augmentation d’expression des ligands inhibiteurs des NK
En plus de la baisse d’expression des ligands des récepteurs activateurs, les cellules tumorales
peuvent aussi augmenter 1’expression de ligands des récepteurs inhibiteurs des cellules NK
(Chretien et al., 2014). Les cellules tumorales peuvent en effet augmenter I'expression de molécules
de CMH-I non classiques connues sous le nom de MHC classe | b: HLA-G et HLA-E (da Silva et
al., 2013; de Kruijf et al., 2010; Zeestraten et al., 2014). Ces molécules peuvent perturber I'équilibre

entre les signaux activateurs et inhibiteurs et participer a I'échappement immunitaire. L'expression
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de ces ligands inhibe I’activité cytotoxique des cellules NK par l'interaction avec des récepteurs
inhibiteurs exprimés par les cellules NK comme le récepteur LILRB1 (leukocyte ig-like receptor
B1). LILRB1 avec d'autres récepteurs comme I’ILT-4 (immunoglobulin-like transcript 4) ou
KIR2DL4/p49 jouent un role critique dans le maintien de la tolérance immunitaire en inhibant la
fonction cytotoxique des cellules effectrices (Baudhuin et al., 2012; Heidenreich et al., 2012;
Manaster et al., 2012). HLA-E interagit avec le récepteur inhibiteur CD94 /NKG2A présent a la
surface des cellules NK et des cellules T CD8" et aboutit a la suppression de leur activité
cytotoxique (Sala et al., 2004). De la méme maniére, il a été montré que 1’expression membranaire
ou soluble de HLA-G peut réduire la susceptibilité des cellules tumorales a la lyse médiée par des

cellules effectrices (Paul et al., 1998).

2.5. Résistance a la voie perforine/granzymes et aux récepteurs a domaine de mort

La résistance des cellules tumorales a la voie perforine/granzymes a été démontrée dans des
modeles de tumeurs différents. L’apparition de résistance est le résultat d’une ou plusieurs
modifications au niveau des voies de signalisation pro-apoptotiques qui conduisent normalement a
la mort des cellules cibles par apoptose. De maniere plus générale, la modification de I'expression
des génes impliqués dans la voie de mort mitochondriale (surexpression de Bcl-2, Bcl-XL, des
IAPs), les mutations des protéines Bax, Bak ou d’Apaf-1, pourraient modifier la lyse tumorale
dépendante de la voie perforine/granzyme conduisant a un échappement immunitaire tumoral
(Bladergroen et al., 2002; van Houdt et al., 2005). De plus, I’expression de la serpine PI9/SPI6 (un
inhibiteur du granzyme B) par les cellules tumorales pourrait conduire a 1’échappement des cellules
tumorales a la mort induite par les NK et les CTLs in vitro ainsi que in vivo (Medema et al., 2001).
Ainsi, ’expression de I'ARNm de PI9 ou de son homologue murin SPI6 a été trouvée dans des
lignées cellulaires tumorales humaines (mélanome, carcinome du col, du sein et du cblon) et
murines (carcinome du c6lon et du poumon). De plus, 39% des lymphomes a cellules T, 27% des
lymphomes a cellules B et 10% du lymphome de Hodgkin expriment les serpines.

La résistance a l'apoptose induite par la voie Fas/CD95 et DR5/DR4 a été également démontrée
dans de nombreuses tumeurs (lvanov et al., 2003). Cette résistance peut étre expliquée par le
manque d'expression de Fas ou du fait d'un défaut d'interaction entre Fas et FasL (Landowski et al.,
1997; Maecker et al., 2002; Wohlfart et al., 2004). Outre le défaut d’interactions récepteur/ligand,
les perturbations dans les voies de signalisation apoptotiques pourraient également générer une
résistance. Les mécanismes affectant les différentes protéines impliquées dans la formation de
DISC, les mutations qui inactivent FADD ou I’inactivation de la procaspase-8 par hyperméthylation
ou délétion pourraient résulter en une résistance a l'apoptose induite par la voie des récepteurs a

domaine de mort (Fulda et al., 2001; Hopkins-Donaldson et al., 2003; Zhang and Fang, 2005). De
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plus, un mécanisme peut empécher « l'auto-processing » de la pro-caspase-8 au niveau du DISC, du
fait de la surexpression au niveau de cellules tumorales de protéine cFLIP qui agit comme un

inhibiteur compétitif de 1’activation de la caspase 8 (Medema et al., 2001).

2.6. Expression de facteurs immunosuppresseurs

Plusieurs molécules potentiellement sécrétées par les cellules tumorales ont des effets inhibiteurs
sur les fonctions des cellules immunitaires notamment le TGF-B (Transforming growth factor- p),
I’'IL-10, le VEGF (Vascular endothelial growth factor) ou encore I’enzyme indoléamine 2,3
dioxygénase (IDO).

Le TGF-B est une cytokine pléiotropique qui posseéde des propriétés immunomodulatrices
puissantes. 1l est produit par plusieurs cellules de I’immunité telles que les macrophages, les DC et
les lymphocytes et permet de contrdler la différenciation, la prolifération et 1’activation des cellules
immunitaires (Letterio and Roberts, 1998). Le TGF-f peut moduler I’expression des molécules
d’adhésion, fournir un gradient chimiotactique pour les lymphocytes et d’autres cellules participant
ainsi a une réponse inflammatoire. 1l existe 3 isoformes du TGF-f, le TGF-B 1, 2 et 3, qui agissent
par les mémes récepteurs de type sérine-thréonine kinase de type | et de type Il exprimés par les
cellules. Le TGF-B est connu pour ses capacités a inhiber la prolifération des lymphocytes T et
stimuler lI'apoptose, agissant ainsi comme une molécule immunosuppressive. Il a été montré que
cette cytokine agit comme un facteur suppresseur de l'inflammation en favorisant la mort des
cellules T activées (Sillett et al., 2001). En outre, les cellules T apoptotiques liberent du TGF-p,
contribuant ainsi au maintien d’un environnement immunosuppresseur (Chen et al., 2001). Par
ailleurs, il a été rapporté que le TGF-f est capable d’inhiber I’expression du récepteur activateur
NKG2D dans les cellules T CD8" et NK ainsi que 1’expression de son ligand MICA (Friese et al.,
2004).

L’IL-10, sécrétée par de nombreuses cellules tumorales, inhibe la réponse anti-tumorale en agissant
sur la sécrétion d’IL-12 par les DC, entrainant une inhibition de leur fonctionnalité. L’IL-10
augmente 1’apoptose spontanée des DC et leur susceptibilité a la lyse induite par les cellules NK
autologues. Les propriétés immunosuppressives de I'lL-10 sont également liées aux effets de cette
cytokine sur les fonction des monocytes et des macrophages ainsi que sur les lymphocytes T en
interférant avec les signaux d'activation délivrés aux lymphocytes T par les CPA (Mittal et al.,
2015).

Le VEGF est capable de bloquer la différenciation et la maturation des DC en inhibant le facteur de

transcription NF-kB (Nuclear factor-kappa B) (Ohm et al., 2003).
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La molécule IDO est exprimée par de multiples types cellulaires en réponse a une inflammation. En
effet, son expression peut étre induite par I'IFNy ou I’IFNoa. Le mécanisme d’action
immunosuppresseur de cette enzyme de la voie kynurénine repose sur une réduction locale de la
concentration en tryptophane, due a sa conversion en kynurénine et a la production de métabolites
de tryptophane pro-apoptotiques (Grohmann et al., 2003). Certains de ces métabolites inhibent la
prolifération des lymphocytes T in vitro ou induisent leur mort par apoptose (Frumento et al., 2002)

alors que d’autres affectent la fonction des cellules NK (Chiesa et al., 2006).

2.7. Recrutement dans le microenvironnement de cellules immunosuppressives
Le recrutement dans le microenvironnement tumoral de cellules suppressives (lymphocytes T
régulateurs, lymphocytes B régulateurs, cellules myéloides suppressives, macrophages associés aux
tumeurs, cellules NKT,...) en réponse a divers stimuli (figure 16), joue un réle primordial dans

I’échappement des cellules cancéreuses a I’immunité anti-tumorale.

2.7.1. Leslymphocytes T régulateurs (Treg)

Les lymphocytes Treg sont essentiels pour maintenir la tolérance périphérique, prévenir les
maladies auto-immunes et limiter les maladies inflammatoires chroniques. Cependant, ils limitent
également les réponses bénéfiques de I’'immunité anti-tumorale. En effet, une des stratégies
essentielle a 1’échappement a I’immunosurveillance est celle exercée par les cellules Treg (Li and
Rudensky, 2016; Vignali et al., 2008). Cette population est directement amplifiée par le VEGF dans
le microenvironnement tumoral (Terme et al., 2013). Ces lymphocytes se caractérisent
essentiellement par la sécrétion de médiateurs immunosuppressifs comme le TGF-§ et I’IL-10. Ces
cellules inhibent la prolifération et I’activation des lymphocytes T CD4" et T CD8" spécifiques et la
production d’IL-2. Il a également été décrit que les Treg peuvent induire I’apoptose des cellules T
CD4" en déprivant le milieu en IL-2 et IL-7 (Pandiyan et al., 2007). De plus, il a été montré in vitro
que les cellules Treg sont capables de lyser les lymphocytes T effecteurs et les DC via la sécrétion
de granzyme et de perforine (Gondek et al., 2005). Ivars et ses collégues ont aussi montré que les
cellules Treg pouvaient réduire I'expression des molécules co-stimulatrices CD80 et CD86 par les
DC in vitro (Cederbom et al., 2000). Par ailleurs, les cellules Treg naturelles CD4"CD25"FoxP3"
sont capables d’inhiber la maturation et 1’activation des DC via la molécule CTLA-4 (Read et al.,
2000). De plus, Les cellules Treg sont capables d’augmenter I’expression de 1’enzyme IDO par les
DC (Fallarino et al., 2003). Plusieurs études ont montré dans ce sens les effets immunomodulateurs
des cellules Treg sur la maturation et/ou la fonction des DC (Houot et al., 2006; Misra et al., 2004;
Serra et al., 2003).
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2.7.2. Les cellules myéloides immunosuppressives (MDSCs)
Une des étapes majeures du processus d’échappement des cellules tumorales au systéme
immunitaire est 1’accumulation de MDSCs (Myeloid-Derived Suppressor Cells) au sein de la
tumeur. Ces MDSCs représentent une population hétérogéne de cellules immatures, comprenant des
progéniteurs myéloides, des neutrophiles, des monocytes et des DC (Murdoch et al., 2008). Les
MDSCs ont un role majeur dans les dysfonctionnements du systeme immunitaire chez la plupart
des patients atteints de tumeurs (Gabrilovich and Nagaraj, 2009). La prolifération et 1’activation
aberrante des MDSCs sont induites par I'inflammation chronique dans le stroma tumoral (Meyer et
al., 2011). Elles sont en outre caractérisées par la production continue de médiateurs inflammatoires
comme I'IL-1 ou TIL-6 (Gabrilovich et al., 2012), par I'expression de facteurs
immunosuppresseurs, tels que l'arginase 1 (ARG1) et I’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS;
également connu sous le nom NOS2), ainsi que par la forte production de NO (oxyde nitrique) et de
ROS. Chez des souris porteuses de tumeurs, les MDSCs s'accumulent dans le sang périphérique, la
moelle osseuse, la rate, ainsi que dans les tumeurs solides primaires et métastatiques, et dans une
moindre mesure dans les ganglions lymphatiques (Marigo et al., 2008; Sinha et al., 2008). Chez les
patients cancéreux, elles sont présentes dans le sang (Almand et al., 2001; Diaz-Montero et al.,
2009). Ces cellules sont susceptibles détre un facteur majeur bloquant [I'efficacité des

immunothérapies (Marx, 2008).

2.7.3. Les macrophages associés aux tumeurs (TAMS)
Les macrophages associés aux tumeurs sont dérivés des monocytes sanguins. Ces macrophages sont
recrutés et dirigés par des chimiokines, des facteurs de croissance et des facteurs angiogéniques,
secrétés par les cellules tumorales, tels que le CSF-1/M-CSF (colony-stimulating factor-1), le
VEGTF, et I’angiopoiétine-2 et CCL2 (Lewis and Pollard, 2006; Sica and Bronte, 2007). Ces facteurs
sont importants dans le recrutement et I’impulsion directionnelle des monocytes du sang circulant
vers le microenvironnement tumoral. Au sein du stroma tumoral, les monocytes recrutés se
différencient en TAMs, qui rentrent alors en symbiose avec les cellules tumorales (Quatromoni and
Eruslanov, 2012). Selon les cytokines présentes dans la tumeur, les monocytes deviennent soit des
macrophages de type M1, soit des macrophages type M2 dont ’action est opposee. En effet, les
macrophages M1, activés en réponse a I’IFN-y, produisent un taux élevé d’1L-12, d’IL-23 et de NO.
Ce phénomene leur permet de développer une capacité importante a présenter 1’antigéne. Ces
macrophages ont essentiellement une activité dans la suppression des tumeurs. En revanche, les
macrophages M2 sont activés sous 1’effet des signaux tels que la présence d’1L-4, d’IL-13, d’IL-10
et de M-CSF, et favorisent la progression des tumeurs. Ces macrophages produisent un niveau élevé

d’IL-10 et un faible niveau d’IL-12, ce qui conduit & une faible capacité a présenter I’antigéne. Les
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macrophages M2 favoriseraient aussi la progression tumorale en s’impliquant dans 1’angiogenése
(Coussens and Werb, 2002) et dans le remodelage de la matrice extracellulaire, puisqu’ils
produisent également des métalloprotéases (MMP-2 et MMP-9). Ces macrophages de type M2 ont
également un réle dans la différentiation des cellules Treg en se liant & la membrane de ces cellules
par I’intermédiaire d’un médiateur immunosuppresseur, le TGF-B1, exprimé sur leurs surfaces. Cela
entraine la suppression des fonctions des cellules T anti-tumorales et des autres cellules
inflammatoires, telles que les monocytes (Savage et al., 2008). Une étude a également mis en
évidence des marqueurs moléculaires caractéristiques des macrophages, associés a un mauvais
pronostic du cancer du sein, comme CD68 (Paik et al., 2004). Une haute densité de TAM dans la
tumeur est ainsi maintenant reconnue comme un marqueur de mauvais pronostic dans divers types
de cancers. De plus, des études réalisées sur des modéles animaux ont confirmé 1’intérét
thérapeutique important de cibler les macrophages de type M2 (Choi et al., 2007; Valable et al.,
2008).
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Figure 16: Les cellules immunitaires et non immunitaires dans le stroma tumoral présentant des fonctions
immunosuppressives. Dans le stroma de la tumeur, plusieurs cellules immunitaires et non immunitaires différentes
répondent aux stimuli tumoraux et présentent des fonctions régulatrices ou immunosuppressives complexes, soit de
maniére dépendante du contact cellule-cellule, soit par la sécrétion de médiateurs solubles. Parmi ces cellules se
trouvent : les cellules B régulatrices (Breg); les cellules dendritiques (DC); les cellules myéloides immunosuppressives
granulocytiques et myéloides (G-MDSC et M-MDSC); les cellules NKT; les TAM, les neutrophile associés aux

tumeurs (TAN); les cellules Treg et les cellules stromales tumorales (TSC). D’aprés (Lindau et al., 2013).
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La réponse immune antitumorale est donc potentiellement altérée par divers mécanismes mis en
place par les cellules tumorales. En outre, au cours des dernieres annees, il est devenu clair que le
stroma tumoral détourne également progressivement cette réponse vers 1’induction d’une tolérance.
Je vais donc au cours des chapitres suivants décrire le concept de microenvironnement tumoral et

d’hypoxie tumorale.

V. Le microenvironnement tumoral

IV.Généralités : importance du microenvironnement dans la progression tumorale

Une tumeur se développe au sein d’un microenvironnement appelé aussi stroma tumoral, composé
de nombreux types cellulaires non tumoraux évoluant au sein d’une matrice extracellulaire. Tous
ces composants interagissent avec la tumeur et participent a la génération du tissu tumoral. Stephen
Paget en 1889 a poseé les fondations de la recherche sur le microenvironnement tumoral (MET) en
formulant la théorie du « seed and soil » (« de la graine et du sol »), née de 1’observation selon
laquelle chaque type de cancer posséde son (ou ses) site(s) métastatique(s) privilégié(s). 1l doit donc
y avoir une adéquation entre la cellule cancéreuse (seed) et 1’environnement tissulaire (soil) pour
engendrer une métastase (Paget, 1989). Ce concept est resté dormant pendant de nombreuses
anneées, a une époque ou la génétique des tumeurs intéressait la majorité des chercheurs en
oncologie. En effet, les altérations d’oncogénes et de genes suppresseurs de tumeurs, étaient a
I’époque considérées comme nécessaires et suffisantes pour initier la tumorigenése et induire la
progression de la tumeur. Mais au début des années 1970, la contribution du microenvironnement a
la progression tumorale a commencé a étre reconnue par un nombre croissant de chercheurs. A
I’origine de ce mouvement, deux équipes ont « revisité » les idées de S. Paget. La premiére, dirigée
par Isaac P.Witz, a remarqué que les tumeurs humaines sont généralement infiltrées par des cellules
inflammatoires (lymphocytes T et B, cellules NK, macrophages), indiquant que I’hdte n’est pas
indifférent a la tumeur et qu’il tente d’interférer avec son développement (Witz, 2008). La
deuxiéme, dirigée par Judah Folkman, a concerné 1’angiogenése tumorale. Cette équipe a réalisé
rapidement que la prolifération tumorale est dépendante de 1’apport sanguin et que les interactions
entre les cellules tumorales et les cellules endothéliales initient et encadrent ce processus (Folkman,
2006). L’équipe de Mina Bissell est ensuite rapidement intervenue dans ce courant de pensee, et a
fait le parallele entre I’importance cruciale du microenvironnement au cours du développement
mammaire et son réle dans la progression tumorale mammaire (Park et al., 2000a). Ces dernieres
années, un nombre important d’articles et de revues a été consacré a 1’étude du MET et du stroma.
Ces études sont multidisciplinaires avec des approches utilisant des modeéles in vitro et in vivo de

prolifération tumorale, d’invasion, de remodelage cellulaire, d’angiogenése et d’inflammation.
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Certaines études de nature préclinique et méme clinique ont apporté des éléments déterminants dans
ce champ d’investigation. Il n’est plus a démontrer que la progression tumorale est un processus
multigénique et multi-étape qui dépend tres largement d’influences diverses exercées par le MET
(Benard, 2004). En effet, une tumeur dépourvue de stroma ne peut se développer au-dela d’un faible
volume et se nécrose. La composante stromale indispensable a ce niveau est la néovascularisation
tumorale (Carmeliet, 2003; Hanahan and Folkman, 1996). Au-dela de la prolifération de la masse
tumorale, la vascularisation sanguine et/ou lymphatique demeure indispensable pour le processus
métastatique et constitue un environnement favorable a 1’échappement cellulaire. L’étude du
microenvironnement tumoral joue donc un r6le primordial pour la compréhension du
développement des tumeurs et, par consequent, pour les approches thérapeutiques a mettre en

ceuvre.

V. Composition du microenvironnement tumoral
Les interactions entre les cellules tumorales et les différents composants de leur
microenvironnement jouent un réle stimulant dans la progression tumorale, en régulant I’expression
de nombreux génes dans les cellules tumorales et les cellules stromales. Plusieurs termes tels que
environnement, microenvironnement ou stroma seront utilisés de la méme maniére dans ce
manuscrit pour décrire I’écosystéme entourant les cellules tumorales. Ce microenvironnement est
composé d’¢éléments acellulaires de la matrice extracellulaire et d’une partie cellulaire, représentée
par des fibroblastes, des cellules inflammatoires, des cellules stromales et des cellules endothéliales
(figure 17). Tous ces composants interagissent entre eux via des facteurs de croissance, des
cytokines et des interactions directes notamment grace a des molécules d’adhésion. Ces interactions
dynamiques entre les cellules épithéliales et stromales jouent un rdle essentiel dans les différents
processus du développement du cancer, tels que 1’adhésion, la prolifération, la différentiation et la

migration cellulaire.
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Figure 17: Les origines et I'influence de I'hétérogénéité de la tumeur. La formation des tumeurs implique la co-
évolution des cellules néoplasiques avec la matrice extracellulaire et les vaisseaux sanguins, ainsi que les cellules
stromales et immunitaires. La niche de la tumeur est une topographie physique/dynamique dans laquelle un support
structurel, I'acces a des facteurs de croissance, l'apport vasculaire et les interactions des cellules immunitaires peuvent
varier considérablement, méme au sein de la méme lésion. L'infiltrat immunitaire peut comprendre plusieurs types de
cellules, ces populations de cellules peuvent avoir des fonctions pro-et-anti-tumorales et peuvent varier dans leur état
d'activation et leur localisation au sein la tumeur. Le réseau vasculaire peut différer en ce qui concerne les tissus, la
maturité, la pression interstitielle et la fonctionnalité. les fibroblastes associés au cancer peuvent avoir une plasticité
importante et divergent en ce qui concerne le statut d'activation, la localisation dans le tissu et l'origine. D’apres
(Junttila and de Sauvage, 2013).

5.1. La composante matricielle

5.1.1. Composition de la matrice extracellulaire
La matrice extracellulaire est définie comme un mélange complexe de protéines (collagenes,
tenascine, laminine, fibronectine, cadhérines, intégrines) et de protéoglycanes (sulfate de
chondroitine, sulfate d'héparane, acide hyaluronique) fournissant un support mécanique et structurel
aux cellules et aux tissus. La matrice extracellulaire (MEC) peut également réguler des processus
cellulaires comme la mort cellulaire, I’adhésion, la migration, 1’invasion, I’expression génique et la
différenciation (Marastoni et al., 2008; Pupa et al., 2002; Schultz and Wysocki, 2009). Parmi les
nombreux composants de la MEC, les collagénes sont les constituants majeurs, le collagene de type
| étant la protéine structurale majoritaire de la MEC interstitielle. Le collagene de type Il est
fréquemment lié au collagéne 1, alors que le collagéne de type IV est un composant essentiel de la

membrane basale (Egeblad et al., 2010). La tenascine-c (TNC) est une protéine multifonctionnelle
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exprimée faiblement dans les tissus normaux adultes mais surexprimée dans certaines situations
comme I’embryogenése, la cicatrisation et la réaction desmoplastique au cours de la progression
tumorale (Jones and Jones, 2000). La fibronectine, qui est une glycoprotéine présente dans la
matrice extracellulaire, joue quant a elle un rdle clé dans l'adhésion des cellules a la MEC (Kaspar
et al., 2006). Ces protéines ont un réle majeur dans la progression tumorale. De plus, la matrice
extracellulaire tumorale n’est pas une structure figée mais en constant remaniement, ce qui a

également un profond impact sur la progression tumorale.

5.1.2. Remodelage de la matrice extracellulaire par les métalloprotéinases

La protéolyse extracellulaire favorise I'noméostasie tissulaire. Dans le cancer, la protéolyse altérée
conduit & une croissance tumorale non régulée, un remodelage tissulaire, une inflammation, une
invasion tissulaire et favorise le processus métastatique (McCawley and Matrisian, 2000). Les
métalloprotéinases matricielles (MMPs) représentent la famille la plus proéminente de protéinases
associées a la tumorigénése. Les progres technologiques récents ont nettement amélioré la
compréhension des mécanismes d’action des MMPs en tant que modulateurs du MET. En plus de
leur r6le dans le renouvellement matriciel et la migration des cellules cancéreuses, les MMPs
régulent divers processus biologiques normaux et des voies de signalisation qui contrélent la
croissance cellulaire, I'inflammation ou I'angiogenese et peuvent méme fonctionner de maniére non
protéolytique. Ces aspects de la fonction des MMP réorientent également les approches de la

thérapie du cancer en les ciblant (Kessenbrock et al., 2010).
5.1.2.1. Définition des métalloprotéinases

Les enzymes protéolytiques, connues sous le nom de protéases, représentent 2% du génome
humain. Ces protéases sont réparties en 4 grandes familles: les protéases aspartiques, les cystéine
protéases, les sérine protéases et les métalloprotéases (Abbenante and Fairlie, 2005). Deux grands
groupes de matalloprotéases peuvent étre distingués: celui des protéases impliquées dans
I’anabolisme et/ou le catabolisme d'effecteurs peptidiques, et celui des protéases matricielles dont le
role est de modifier le tissu extracellulaire. Ces métalloprotéases constituent donc des cibles de
choix dans les différentes stratégies thérapeutiques puisqu'elles sont impliquées dans beaucoup de
mécanismes physiologiques comme la régulation de la pression artérielle avec l'enzyme de
conversion de I'angiotensine et I’enzyme de conversion a 1'endothéline (Gavras et al., 1974), mais
aussi dans la régulation de la coagulation avec la carboxypeptidase U (Barrow et al., 2003). Parmi
les métalloprotéases (superfamille des « metzincines »), on retrouve notamment les adamlysines et

les matrixines ou MMPs (figure 18). Les MMPs constituent une famille de plus d’une vingtaine
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d’endopeptidases calcium- et zinc-dépendantes. Les MMPs sont des protéines a multidomaines avec
des domaines catalytiques globulaires d’approximativement 130-260 résidus et ayant une
architecture de noyau commune qui se caractérise par un long motif consensus de fixation du zinc,
HEXXHXXGXX (H/D), et une structure de « Met-turn » qui le stabilise (Sterchi, 2008). La plupart
des MMPs sont secrétées immédiatement apres leur synthése, de maniere constitutive, sauf
lorsqu’elles sont synthétisées dans les polynucléaires neutrophiles ou elles restent stockées sous
forme latente dans différents granules cytoplasmiques et ne sont libérées qu’au niveau de sites
inflammatoires (Loffek et al., 2011).

Etroitement liés aux MMP, les ADAM (une désintégrine et métalloprotéinase) et les ADAMTS
(une désintégrine et une métalloprotéinase avec des motifs de thrombospondine) appartiennent
également a la famille des « metzincines ». Les ADAM remplissent un large éventail de fonctions

notamment dans le développement de cancers (Edwards et al., 2008).
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Figure 18 : Vue schématique de la structure des membres de la famille des MMPs et de la relation avec d'autres
membres de la superfamille des metzincines. Les MMPs partagent un domaine de structure commun: le pré-domaine
qui contient un peptide signal responsable de la sécrétion; le pro-domaine qui maintient l'enzyme inactive par une
interaction entre un résidu cystéine et le groupe ion Zn** du domaine catalytique; et le domaine haemopexin-like

carboxy-terminal, qui est lié au domaine catalytique par une région de charniere flexible. MMP7 et MMP26 sont
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dépourvues de la région charniere et du domaine de I'hémopéxine. MMP2 et MMP9 contiennent un motif de
fibronectine de type Il inséré dans le site catalytique, et les MMPs de type membranaire (MT-MMP) ont un domaine
transmembranaire de glycosyl-phospatidylinositol (GPI) dans leur partie C terminale. MMP23 possede des
caractéristiques uniques: une ancre qui cible MMP23 & la membrane cellulaire, un réseau de cystéines et un domaine de
type immunoglobuline-like (Vandenbroucke and Libert, 2014).

5.1.2.2. Classification des métalloprotéinases matricielles

Il est fait référence aux MMPs soit par leur nom commun soit par une nomenclature numérique
séquentielle réservée aux vertébrés. Tres peu de véritables substrats des MMPs ont été
définitivement identifiés in vivo, la plupart des candidats ont été testés et identifiés in vitro. Pendant
treés longtemps, seuls les substrats conventionnels des MMP, c¢’est a dire les substrats matriciels, ont
été explorés, mais cela ne donne qu’une vision limitée et tronquée du champ de substrats de ces
enzymes. En effet, les MMPs ont la capacité de cliver bon nombre de substrats non conventionnels,
tels que des cytokines, des facteurs de croissance, des récepteurs ainsi que d’autres protéines. Par
contre, les substrats conventionnels ont permis de répartir les membres de la famille MMP en quatre
groupes principaux que sont les collagénases, les gélatinases, les stromelysines, et les MMPs
membranaires (Hiller et al., 2000; Park et al., 2000b; Uria and Lopez-Otin, 2000) (table 4).

Enzymes Ne Sélection de substrats préférentiels

Collagénases

collagénase-1 (interstitielle) MMP-1 collagénes IIT=T>IT
collagénase-2 (de neutrophile) ~ MMP-8 collagénes I=III, 11
collagénase-3 (de type rongeur) MMP-13 colla génes IT=I=III, proMMP-9
Gélatinases

oélatinase A MMP-2 gélatines, collagénes I. IV, V. VIL X, XI.

- élastine, fibronectine, laminine, aggrécanne

gélatinase B MMP-9 gélatines. collagénes IV, V, élastine
Stromélysines

aggrécanne, fibronectine. laminine, gélatines,

stromeélysine- 1 MMP-3 A a
collagéne IV, proMMP-8, proMMP-9
stromelysine-2 MMP-10 aggrécanne, fibronectine, collagéne IV,
proMMP-8
matrilysine-1 MMPp-7  Aggrécanne, fibronectine. laminine, gélatines.
collagene IV, élastine., proMMP-9
matrilysine-2 MMp-26 <ollagene IV, gélatines, fibronectine, IGFBP-1.
proMMP-9
MMPs membranaires
MTI1-MMP MMP-14 proMMP-2, proMMP-13, proTNF-?
collageénes L. II. III. fibronectine. laminine
MT2-MMP MMP-15 proMMP-2, proTNF-?
MT3-MMP MMP-16 proMMP-2, proTNF-?
MT4-MMP MMP-17 proMMP-2, proTNF-?
MT5-MMP MMP-24 proMMP-2
MT6-MMP MMP-25 proMMP-2. proMMP-9. ? 1-proteinase inhibitor
Autres
stromélysine-3 MMP-11 IGFBP-1
métalloélastase MMP-12 élastine, fibronectine, laminine. gélatines,
collagéne IV
stromelysine-4. RASI MMP-19  collagene IV, gélatines, fibronectine. laminine
énamélysine MMP-20 amélogénine
CA-MMP MMP-23 gélatine
homologue de la CMMP MMP-27 inconnu
épilysine MMP-28 inconnu

Table 4: Classification des métalloprotéinases matricielles humaines. D’aprés (Zitka et al., 2010).
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5.1.2.3. Rodle des metalloprotéinases matricielles

a) MMPs et cancer

Les MMPs ont été impliquées dans le cancer depuis plus de 40 ans. Elles induisent la dégradation
de la MEC et conduisent a lI'invasion et aux meétastases des cellules cancéreuses (Liotta et al., 1980).
La découverte que l'inhibition des MMPs supprime le potentiel invasif des tumeurs dans des études
in vivo a conduit rapidement a la mise place d’essais cliniques utilisant des inhibiteurs de MMPs.
Pourtant, ceux-ci n'ont pas réussi a augmenter le taux de survie des patients (Coussens et al., 2002).
De plus, des membres des familles de protéinases ADAM et ADAMTS, qui sont également ciblés
par des inhibiteurs a large spectre d'activité anti-metzincines, sont également associés a une
progression tumorale (Murphy, 2008). En effet, bien que les modéles actuels suggerent que la
protéolyse extracellulaire est principalement impliquée dans la promotion du cancer, les MMPs et
d'autres protéinases présentent des effets suppresseurs de tumeurs dans plusieurs circonstances.

La grande diversité aussi bien de substrats que de fonctions des MMP fait d’elles des régulatrices
centrales de 1’écosystéme que constituent la tumeur et son stroma. Dans la plupart des cancers, les
MMPs sont produites par les cellules stromales notamment les cellules immunitaires, les cellules
endothéliales, les fibroblastes et les cellules progénitrices hématopoiétiques (Kessenbrock et al.,
2010) (figure 19).
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Figure 19: Origine de I’expression des MMPs dans le stroma tumoral. Les cellules du microenvironnement telles
que les cellules inflammatoires (les neutrophiles, les macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes et les
mastocytes), les cellules endotheliales, les fibroblastes et les cellules progénitrices hématopoiétiques expriment une
pléthore de métalloprotéinases qui sont libérées dans I'espace extracellulaire et influencent de multiples événements de
la progression tumorale. Les TIMP (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase) sont également produits et secrétés par les

mémes types cellulaires. D’apres (Kessenbrock et al., 2010).
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La principale fonction des MMPs semble étre le remodelage tissulaire; cependant, leur action ne se
restreint pas a une simple protéolyse de la matrice extracellulaire. En effet, certaines MMPs ont des
roles plus sophistiqués. Elles favorisent ainsi la libération de facteurs spécifiques de la surface
cellulaire (facteurs de croissance) et participent a la modulation d’activités biologiques diverses
comme I’inflammation, I’angiogenése ou 1’apoptose. Ces derni¢res années, un nombre toujours
croissant de publications a mis 1’accent sur I’importance de la famille des MMPs dans I’invasion
tumorale (Sternlicht and Werb, 2001). En effet, les MMPs ont un role central dans la dégradation
de la MEC et exercent un réle initiateur au niveau de la néo-angiogenése tumorale, favorisant ainsi
I’invasion et les métastases (Wolf et al., 2007).

Il a été ainsi montré que des souris dont les genes MMP9 ou MMP2 ont été inactivés présentent une
susceptibilité diminuée, par rapport a leurs homologues sauvages, a la formation de métastases
pulmonaires apres injection de cellules de carcinomes. De plus, des interactions existent entre les
cellules tumorales et les cellules stromales. En effet, MMP2 et MMP9 sont également secrétées par
les cellules fibroblastiques avoisinantes, voire a distance des cellules cancéreuses. Ces gélatinases
produites par les cellules stromales pourraient ainsi dégrader la matrice extracellulaire, permettant
aux cellules tumorales d’étre plus invasives. Des études antérieures ont également démontré que
I'expression de MMP9 favorise l'invasion des cellules d'ostéosarcome, et la régulation négative de
I'expression et de l'activité de MMP9 réduit au contraire l'invasivité (Xin et al., 2009). De plus la
surexpression de plusieurs MMPs, y compris les MMP-3, -7 et -14, entraine la formation de
carcinomes (Egeblad and Werb, 2002). 1l a aussi été rapporté, dans divers modeéles tumoraux, que
MMP2 et MMP9 sont requises pour I’induction du switch angiogénique (Bergers et al., 2000).

b) MMPs et réponse immunitaire
Des études ont montré que les MMPs provenant des cellules tumorales influencent le systeme
immunitaire de I'n6te et réduisent son activité anti-tumorale. En effet, il a été montré que la
cytotoxicité des cellules NK est réduite aprés traitement par MMP2 et MMP9. Une augmentation
significative de I'expression des KIR et des diminutions de I'expression de NKG2D a la surface des
cellules NK ont été observees, ce qui suggére que les MMP2 et MMP9 ont un réle dans un
mécanisme d'échappement immunitaire (Lee et al., 2008). De plus, la fonction des cellules NK est
significativement diminuée aprés exposition a des cellules cancéreuses pancréatiques qui sécrétent
des MMPs, notamment du fait de leur diminution d’expression des récepteurs activateurs de surface
(NKG2D, DNAM-1, NKp30 et NKp46) et des composants des granules cytotoxiques (perforine et
granzyme B); et du fait d’une diminution de leur sécrétion de cytokines (TNF-a et IFN-y). D'autres
études ont révélé que la sécrétion de MMP-9 peut étre impliquéé dans le dysfonctionnement des

cellules NK induit par les cellules SW1990 en facilitant I'échappement a la réponse immune anti-
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tumorale. Le blocage par I’inhibiteur endogéne de MMPs, TIMP-1 et/ou 1-MT a ainsi permis de
partiellement restaurer la fonction des cellules NK dans ce modéle (Peng et al., 2014).

D’autre part, une étude menée par Sun et ses collegues a montré que le clivage du ligand de
NKG2D (MICA) se produit non seulement dans les tumeurs peu différenciées, mais aussi dans les
tumeurs bien différenciées et les tumeurs au stade précoce. Cette libération de MICA est
significativement abrogée par un inhibiteur de MMP9, suggérant ainsi que MMP9 pourrait étre
impliquée dans le clivage protéolytique de MICA (Sun et al., 2011). De la méme maniére MMP10
et 17 ont également été impliquées dans le clivage protéolytique des ligands MICA/B (Chitadze et
al., 2013). Une autre étude a montré que I’activité des MMPs peut induire une régulation négative
de I’expression des ligands de NKG2D (MICA, MICB, ULBP-2 et ULBP-3) in vitro sur un panel
de cellules cancéreuses gastriques, ce qui réduit leur susceptibilité a la lyse induite par les cellules
NK (Shiraishi et al., 2016). De plus, la métalloprotéinase de type membranaire MMP14 intervient
dans le « shedding » de MICA. En effet, I’inhibition de 1I’expression de MMP14 bloque la libération
de MICA et de maniére concomitante, sa surexpression ameliore la libération de MICA. Enfin,
I'expression de MMP14 dans des cellules tumorales qui expriment MICA diminue la sensibilité de

ces cellules tumorales a la lyse par les cellules NK (Liu et al., 2010).

5.1.2.4. Les inhibiteurs endogénes des MMPs

Une autre régulation majeure de l'activité des MMP est exercée par des antagonistes tissulaires
specifiques que sont les TIMP (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase). Souvent produits et secrétés
par les mémes types cellulaires que ceux qui produisent les MMPs, ils se retrouvent a leur c6té dans
le milieu extracellulaire (figure 19). Les TIMP constituent une famille de quatre protéines
glycosylées, sécrétées, numérotées de 1 a 4, dont la taille est comprise entre 20 et 24 kDa,
présentant de grandes analogies de structure mais différant par leur expression, régulation génique,
caractéristiques structurales, propriétés biochimiques et leur spécificité tissulaire. Par association
stoechiométrique 1:1 au site catalytique des MMPs activées, ils forment avec celles-ci des
complexes non covalents, réversibles, qui les empéchent d'accéder a leurs substrats. Les TIMP
inhibent toutes les MMPs et peuvent aussi réguler l'auto-activation des pro-MMPs (Lambert et al.,
2004).

5.2. La composante cellulaire

5.2.1. Les cellules immunitaires
L’abondance des cellules inflammatoires et immunitaires dans les tissus et les tumeurs a été

observée par les pathologistes au milieu du dix-neuvieme siécle (Balkwill and Mantovani, 2001).
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En effet, en 1850, Virchow a été le premier a décrire que 1’inflammation (en condition chronique)
pouvait promouvoir la carcinogenese. Depuis, de nombreuses études ont apporté la preuve de ce
concept. Il a été demontré des associations de cause a effet entre I’infection par Helicobacter pylori
et le cancer de 1’estomac, entre le papillomavirus humain (HPV) et le cancer du col de 1’utérus,
ainsi qu’entre la maladie de Crohn et le cancer colorectal (Castellsague et al., 2002). De plus, des
traitements chroniques par des anti-inflammatoires non stéroidiens réduisent les cancers (Steinbach
et al.,, 2000). L'infiltrat immunitaire peut inclure plusieurs types cellulaires: les cellules NK, les
lymphocytes B et T, les lymphocytes Treg, les MDSCs et les TAMs. Comme décrit précedemment
(voir chapitre 1l et Il1), ces populations cellulaires peuvent avoir des fonctions pro-et/ou-anti-

tumorales qui varient selon leur statut d'activation et leur localisation au sein de la tumeur.

5.2.2. Les cellules endothéliales
Les cellules endothéliales qui participent a la structure des vaisseaux sanguins et lymphatiques sont
d’origine mésenchymateuse. Ce positionnement stratégique leur permet de maintenir une barriére
naturelle entre le flux sanguin et les autres couches de vaisseaux. Les vaisseaux sanguins tumoraux
sont reconnus pour leur forte implication dans le processus du développement tumoral, depuis que
folkman en 1971 a introduit le concept de croissance tumorale dépendante de la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins appelé aussi «angiogenese». En effet, le phénomeéne d’angiogenése
est nécessaire a la progression et la formation de métastases des cancers puisqu’il alimente la
tumeur en oxygéne et en nutriments. Par conséquent, 1’hypoxie tumorale devient un facteur majeur
lors de I’angiogenése. Ainsi, plusieurs facteurs de croissance sont secrétés par les cellules tumorales
comme le puissant facteur pro-angiogénique VEGF. Ces facteurs vont stimuler les récepteurs de
tyrosine kinase, présents sur la surface des cellules endothéliales et favoriser ainsi la néo-
vascularisation autour de la tumeur (Liao and Johnson, 2007). Le rdle central du VEGF dans
I’angiogenése et la progression tumorale a été le moteur de plusieurs études visant le
développement de nouvelles molécules thérapeutiques telles qu’un inhibiteur du VEGF
(bevacizumab) ou des inhibiteurs des récepteurs tyrosine kinases du VEGF (sorafenib, sunitinib)
qui bloquent la néo-vascularisation. Plusieurs essais cliniques ont montré que 1’utilisation du
traitement anti-angiogénique en association avec la chimiothérapie permet, dans un premier temps,
une meilleure efficacité sur la survie des patients atteints de différents types de cancer (Gasparini et
al., 2005), et une diminution de la taille de la tumeur. Cependant, cette amélioration est
généralement suivie d’une reprise de la croissance tumorale et de la formation des métastases dues a
une résistance a la thérapie (Ebos et al., 2009). Les cellules invasives peuvent également emprunter
la voie lymphatique (appelée lymphangiogénese) pour envahir les ganglions. Cette voie suit une

trajectoire semblable a I’angiogenéese au cours du développement tumoral.
66



5.2.3. Les adipocytes associés aux cancers

Les adipocytes associés aux cancers (AAC) modifient la progression tumorale in vitro et in vivo. La
premiére étude allant dans ce sens a été réalisée en 1992 et a consisté a travailler avec une lignée
cellulaire murine de carcinome mammaire, la lignée SP1, ne développant pas de tumeur lorsqu’elle
est injectée en sous-cutané chez la souris. Lorsque ces cellules sont co-transplantées avec des
fragments de tissu adipeux mammaires ou ovariens dans le derme des souris, la croissance tumorale
et la formation de métastases sont augmentées. Les auteurs de cette étude ont impliqué les
estrogénes produits par le tissu adipeux dans cet effet (Elliott et al., 1992). Des modeéles de culture
en 2 et 3 dimensions ont ensuite permis d’attribuer un effet pro-prolifératif aux adipocytes matures.
En effet, une étude utilisant un modele de coculture 2D a montré que les cellules tumorales murines
et humaines co-cultivées avec des adipocytes matures présentent des capacités invasives accrues in
vitro et in vivo (Dirat et al., 2011). Il a été démontré que la sécrétion de facteurs dérivés des
adipocytes (ex. la leptine) avait un role sur l'initiation et la progression tumorales en tant que
médiateurs primaires responsables de I’augmentation de l'incidence du cancer (Vona-Davis and
Gibson, 2013).

5.2.4. Les fibroblastes associés aux cancers

5.2.4.1. Laréaction désmoplastique
Certains composants du stroma cités précédemment participent a une réaction induite par la
présence tumorale, la réaction désmoplastique (RD). Elle est définie par le développement anormal
d’un tissu fibreux en réponse a une lésion. Cette réaction est bénigne dans certains cas, mais elle
peut étre aussi associée a une pathologie. En effet, en réponse a 1’envahissement tissulaire par des
cellules cancéreuses, il s’établit une RD autour de la tumeur, qui peut étre plus ou moins importante
en fonction de I’organe atteint. Dans certains cas, la RD peut représenter plus de 50% de la masse
tumorale. Ce processus fibrotique est induit par la présence de grandes quantités de fibroblastes
péri-tumoraux qui secretent des protéines matricielles et des enzymes protéolytiques, créant ainsi
une « matrice extracellulaire permissive a la progression tumorale ». La RD est ainsi associée a un
phénotype invasif caractérisé par un « turnover » matriciel dérégulé, avec une dégradation de la
membrane basale riche en collagéne IV et une accumulation de fibres de collagéne de type I. Dans
les cancers du sein, du pancréas et du poumon, il a été suggéré que les changements du
microenvironnement attribué a la RD permettent une augmentation de la prolifération tumorale,
I’acquisition d’un phénotype invasif et une augmentation de la chimiorésistance (Armstrong et al.,

2004; De Wever and Mareel, 2003; Sethi et al., 1999). Ainsi, une RD prononcée est un facteur
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indépendant de mauvais pronostic chez des patients atteints de certains cancers, comme le cancer
colorectal (Conti et al., 2008; Sis et al., 2005).

5.2.4.2. Lesfibroblastes

Virchow en 1858, et plus tard Duvall en 1879, ont utilisé des techniques d’anatomopathologie
classiques et la microscopie pour décrire les cellules résidant dans les tissus conjonctifs. Les
"fibroblastes" ont d'abord été définis comme des cellules présentes dans le tissu conjonctif qui
synthétisent du collagéne. Les fibroblastes dans les tissus normaux sont généralement des cellules
uniques présents dans l'espace interstitiel ou occasionnellement prés d'un capillaire, sans aucune
association avec la membrane de base mais encastrés dans la MEC fibrillaire (Kalluri, 2016). Les
fibroblastes ne sont ni des cellules épithéliales ni des cellules immunitaires, avec un potentiel
mésenchymateux, et font partie des composantes de divers tissus (Tarin and Croft, 1969). Ils
présentent une morphologie allongée (ou fusiformes). Les fibroblastes dans les tissus normaux sont
généralement considérés comme indolents avec un métabolisme et une activité transcriptomique
négligeables, sont dans un état quiescent ou en repos et peuvent partager plusieurs caractéristiques
avec les cellules souches mésenchymateuses (CSM) (Kalluri, 2016). La capacité des fibroblastes
quiescents a étre activés a été observée pour la premiére fois a travers le processus de guérison des
blessures (Gabbiani et al., 1971) et plus tard dans des conditions telles que I'inflammation aigué et
chronique ou pendant la fibrose (Darby et al., 2014; Desmouliere et al., 2003; Micallef et al., 2012).
Le stroma normal dans la plupart des organes contient un nombre minimal de fibroblastes en
association avec une matrice extracellulaire physiologique (Ronnov-Jessen et al., 1996). Dans un
stroma activé, comme au cours de la progression tumorale, les fibroblastes sont beaucoup plus
nombreux et sont dans un état activé, on parle alors de « fibroblastes activés » (Garin-Chesa et al.,
1990).

5.2.4.3. Les fibroblastes activés
Durant I’inflammation, les fibroblastes se précipitent au site des blessures afin de guérir les plaies et
se différencient en fibroblastes activés (que I’on appelle « myofibroblastes ») suite a la réception de
signaux paracrines (comme par exemple le TGF-) et commencent a exprimer des marqueurs
d’activation tels que 1’a-smooth muscle actin (a-SMA) (figure 20). Les myofibroblastes sont
caractérisés par une prolifération plus rapide et un nombre de mitose plus important, ainsi qu’une
sécrétion accrue de facteurs de croissance et de modulateurs de la matrice extracellulaire en

comparaison avec les fibroblases au repos (Mueller et al., 2007).
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Figure 20: Activation des fibroblastes. a. Les fibroblastes normaux résident dans la matrice extracellulaire fibrillaire
des tissus conjonctifs. Les fibroblastes interagissent avec leur environnement par l'intermédiaire d’intégrines telles que
l'intégrine alPl. Ils apparaissent sous forme de cellules fusiformes avec un cytosquelette d'actine proéminent et des
filaments intermédiaires de vimentine. b. Les fibroblastes peuvent acquérir un phénotype activé qui est associé a une
prolifération importante et une sécrétion accrue de protéines de la MEC telles que le collagéne de type I, la ténascine C

et la fibronectine. D’aprés (Kalluri and Zeisberg, 2006).

5.2.4.4. Les fibroblastes associés aux cancers
Les fibroblastes associés aux cancers (CAF/Cancer Associated Fibroblasts) sont la composante
cellulaire majoritaire du microenvironnement tumoral. Les CAFs partagent les méme
caractéristiques que les myofibroblastes, y compris un taux de prolifération élevé et une forte
sécrétion de facteurs de croissance et d'autres modulateurs de la MEC (Buganim et al., 2011; Madar
et al., 2013; Rasmussen and Cullen, 1998). Cependant, et contrairement aux myofibroblastes, les
CAFs sont perpétuellement activés et ne retrouvent pas leur phénotype de départ, on parle ainsi
d’un état stable. Ils présentent une modification de leur phénotype qui se traduit par I’apparition de
I’expression de I’a-SMA, de la vimentine, de la desmine et de la protéine FAP (Fibroblast activated
protein) (Kalluri and Zeisberg, 2006). Les CAFs sont englobés dans la matrice extracellulaire et
sont largement responsables de la synthese de cette derniere, ce qui leur confere un réle majeur dans
le remodelage de la MEC. Les CAFs sécrétent en effet des composants de la matrice extracellulaire
comme le collagene de type I, Il et V, la fibronectine et la laminine (Tomasek et al., 2002). De plus,
ils contribuent a la formation de la membrane basale en sécrétant du collagene de type IV et des
laminines (Chang et al., 2002). Ils sont également source de protéases pouvant dégrader la matrice
extracellulaire créant ainsi une libération de facteurs de croissance comme le bFGF (basic fibroblast
growth factor), le TGF-B, le PDGF (platelet derived growth factor), I’EGF (epidermal growth

factor). Les MMPs exprimées par les fibroblastes peuvent également activer des formes latentes de
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facteurs de croissance et d’autres protéases par clivage protéolytique, ce qui conduit & un

remodelage de la matrice extracellulaire (figure 21) (Kalluri, 2016).
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Figure 21: Les fibroblastes associés aux cancers au niveau de la matrice extracellulaire. a. Les fibroblastes au
repos sont inertes dans I'espace interstitiel incorporés dans la matrice extracellulaire physiologique. b. En réponse a une
Iésion tissulaire et aux stimuli associés, les fibroblastes quiescents sont activés de maniére réversible pour faciliter la
réparation et la régénération. c. Les fibroblastes activés peuvent avoir d'autres phénotypes sécrétoires, une capacité de
remodelage spécialisée de la MEC, une activation autocrine robuste et des fonctions dynamiques d'immunomodulation.
D’aprés (Kalluri, 2016).

1. Origine des CAFs
L’origine de cette population est encore largement débattue, la difficulté étant que les fibroblastes
associés aux cancers peuvent avoir des origines trés hétérogenes (Allen and Louise Jones, 2011)

(figure 22) notamment:

Les fibroblastes residents: Les fibroblastes résidents représentent la source majeure des
fibroblastes associés aux cancers. Dans le cancer du sein environ 80% des fibroblastes peuvent
acquérir un phénotype activé (Sappino et al., 1988). Les arguments suggérant que les CAFs sont
issus du recrutement de fibroblastes locaux proviennent essentiellement d’expériences in vitro. En
effet, les cellules tumorales secrétent des taux importants de facteurs de croissance comme le TGF-
B, le PDGF et le FGF qui sont capables d’activer les fibroblastes. Ces cellules expriment alors
I’a-SMA et se mettent a proliférer et a secréter des protéines matricielles (Denk et al., 2003;
Ronnov-Jessen and Petersen, 1993). In vivo, les preuves concernant le recrutement de fibroblastes

environnants proviennent principalement d’études sur la cicatrisation qui indiquent que de
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nombreux fibroblastes situés en périphérie de la Iésion proliferent activement et expriment des
MMPs pro-migratoires (Darby et al., 1997). En effet, dans un modele de xénogreffe de tumeur du
sein, les fibroblastes mammaires humains résidents sont activés en CAFs au cours de la progression
tumorale, cet effet étant attribué aux cytokines TGF-p et CXCL-12 (aussi appelé SDF-1) (Kojima et
al., 2010). Ces travaux ont été confirmés dans une étude présentant CXCL-12 comme un facteur clé
impliqué dans 1’activation de fibroblastes résidents dans modele d’adénocarcinome mammaire
humain (Toullec et al., 2010).

Les cellules épithéliales: Les cellules épithéliales ayant subi une transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) en réponse a des stimuli du microenvironnement peuvent étre une source
des CAFs (Mink et al., 2010). Ce processus induit des changements biochimiques complexes
permettant aux cellules épithéliales polarisées d’adopter un phénotype mésenchymateux caractérisé
par I’augmentation de leurs capacités de migration et d’invasion, ainsi que par 1’augmentation de
I’expression de protéines matricielles. De nombreux facteurs comme I’HGF, I’EGF, le PDGF et le
TGF-B induisent une EMT en initiant un grand nombre de voies de signalisation qui menent, a
terme, a 1’activation de facteurs de transcription comme Snail, Slug, Twist et FOXC2 (Kalluri and
Zeisberg, 2006). Certains arguments suggeérent néanmoins que les CAFs ne peuvent pas provenir
des cellules tumorales car ils ne présentent pas ou tres peu d’altérations génétiques, ce qui n’est pas

le cas des cellules tumorales (Campbell et al., 2009).

Les cellules souches mésenchymateuses : Les CAFs peuvent avoir comme provenance les cellules
souches mésenchymateuses (CSM). Les CSM sont capables de se différencier en cellules osseuses,
en tissu adipeux et en cartilage. A I’origine, les CSM ont été isolées dans la moelle osseuse, mais de
nombreux arguments indiquent qu’elles se situent dans tous les tissus (Crisan et al., 2008). Des
modeles expérimentaux utilisant des CSM marquées ont démontré que ces cellules contribuaient a
la mise en place d’un stroma tumoral activé et développaient des marqueurs des CAFs (a-SMA,
collagene 1) (Direkze et al., 2006). De plus, les CSM en culture présentent des caractéristiques
morphologiques et des propriétés semblables a des fibroblastes, et produisent des éléments de la
matrice extracellulaire et des facteurs de croissance (Kalluri, 2016). Il a été également montré que
les CAFs qui expriment un taux élevé de niveau de CD90 (un marqueur commun de CSM) peuvent
avoir plus de potentiel de progression tumorale comparés a la sous-population qui 1’exprime plus
faiblement (CD90low) (Mishra et al., 2008). Cependant, cette hypothese reste controversée car il
semblerait que la tumeur ne recrute qu’un nombre trés limité de cellules progénitrices (Haviv et al.,
2009).

71



Les cellules endothéliales: Les cellules endothéliales aprés transition endothélio-
mésenchymateuse (EndMT) au niveau des régions de fibrose peuvent représenter jusqu’a 40% de
fibroblastes associés aux tumeurs aprés exposition au TGF-B1 (Zeisberg et al., 2007). Ce processus
est caractérisé par la perte d’expression de marqueurs endothéliaux comme CD31, I’acquisition de
marqueurs comme FSP-1 et a-SMA, ainsi qu’une pénétration des cellules a travers la membrane
basale (Potenta et al., 2008; Zeisberg et al., 2007).

La trans-différenciation de différents types cellulaires : Les péricytes retrouvés aux alentours du
site tumoral et les cellules souches dérivées des tissus adipeux peuvent également se différencier en
« CAF-like ». 1l a éte montré que les cellules du muscle lisse sont aussi une source alternative
plausible de CAFs (Dulauroy et al., 2012; Jotzu et al., 2010).
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Figure 22: Les multiples origines des CAFs dans le stroma tumoral. Les fibroblastes associés aux cancers sont une
population trés hétérogene. Cing mécanismes possibles sont décrits pour expliquer I’origine des CAFs: ’activation de
fibroblastes résidents, la transdifférenciation de péricytes, le recrutement de cellules souches mésenchymateuses, la
transition éptithélio-mésenchymateuse de cellules épithéliales, la transition endothélio-mésenchymateuse. D’aprés
(Xing et al., 2010).

2. Activation des fibroblastes dans le microenvironnement tumoral

a) Les altérations génétiques
Les fibroblastes pourraient acquérir leur état « activé » et le maintenir par plusieurs mécanismes
notamment suite a des mutations génétiques. En effet, les fibroblastes associés aux cancers
pourraient étre génétiquement distincts des fibroblastes normaux et plusieurs études ont suggéreé la

présence de mutations au niveau de génes suppresseurs de tumeurs tels que TP53 et PTEN et au
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niveau d’oncogenes tel que c-Myc. Il a été également suggéré des pertes d’hétérozygotie (LOH) et
des changements du nombre de copies de génes au niveau des cellules stromales associées aux
cancers (Kurose et al., 2002; Patocs et al., 2007; Wernert et al., 2001). Cependant, il existe une
controverse quant a la présence d’altérations génétiques au niveau des CAFs. En effet, d’autres
études plus récentes ont clairement montré que les populations de CAFs sont génétiqguement stables
et ne présentent aucune anomalie du caryotype ni de mutations de p53 (Hosein et al., 2010; Wernert
et al., 2001). Les altérations génétiques ne sont donc sans doute pas un facteur clé pour I’activation
des CAFs.

b) Les altérations épigénétiques

Des données émergentes suggerent que l'activation irréversible des fibroblastes pourrait étre induite
par des altérations épigénétiques (Li et al., 2015; Mrazek et al., 2014; Tampe and Zeisberg, 2014;
Zeisberg and Zeisberg, 2013). Des études portant sur des tumeurs du sein montrent que les cellules
stromales (présumément les fibroblastes) présentent des changements épigénétiques qui ne sont pas
observés au niveau des fibroblastes des tissus mammaires normaux (Hu et al., 2005). En effet, des
différences de méthylation des Tlots CpG entre les CAFs et les myofibroblastes ont été observées. Il
a été ainsi montré que la surexpression de régulateurs épigénétiques au sein du stroma conduit a
I’activation de la voie de signalisation Wnt/B-caténine au niveau des CAFs ce qui induit des lésions
néoplasiques des cellules épithéliales adjacentes (Fu et al., 2011; Zong et al., 2012). De plus et de
maniere intéressante, des travaux récents ont montré que I’exposition a la cytokine pro-
inflammatoire LIF (Leukemia inhibitory factor) initie un switch épigénétique conduisant a
I’activation constitutive de la voie de signalisation JAK1/STAT3, ce qui entraine une activité pro-
invasive soutenue des CAFs. En effet, I'histone acétyltransférase p300 acétyle STAT3. Cette
derniére active ensuite la méthyltransférase DNMT3b qui induit la méthylation des Tlots CpG du
promoteur de la phosphatase SHP-1 et abroge ainsi son expression, ce qui conduit a la

phosphorylation constitutive de JAK1 (Albrengues et al., 2015).

c) L’effet persistant du microenvironnement
Les signaux exogeénes conduisant a l'activation des fibroblastes dans le microenvironnement
tumoral sont nombreux et probablement distincts dans différents types de tumeurs. Un ensemble de
facteurs de croissance et de cytokines, spécifiques a chaque type de tumeur peut activer les
fonctions anti-invasives ou pro-invasives des fibroblastes associés au cancer. L'origine cellulaire et
les taux de production des molécules régulatrices des CAF peuvent également étre modulés. Les
études in vitro et les mesures associées a l'activation des fibroblastes reposent sur des facteurs

d'activation des fibroblastes couramment utilisés tels que le TGF-B, les protéines osseuses
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morphogénétiques (BMP), le PDGF, I’EGF, le FGF et la protéine Sonic Hedgehog (SHH) (Kalluri,
2016). De plus, le facteur inhibiteur de leucémie (LIF) a été impliqué dans 1’acquisition de
propriétés contractiles et invasives par les CAFs (Albrengues et al., 2014). Dans le cancer du sein,
la production accrue de WNT-7a par des cellules cancéreuses invasives peut améliorer la
signalisation du récepteur TGF-p associ¢e aux propriétés invasives des CAFs (Avgustinova et al.,
2016). 1l a également été démontré dans un modele d'adénocarcinome canalaire pancréatique
(PDAC), que l'activation du récepteur de la vitamine D peut atténuer le sécrétome des CAFs
impliqué dans la promotion des tumeurs (Sherman et al., 2014). Dans les lésions néoplasiques
précoces, I'IL-1p induit les voies de signalisation NF-xB dans les fibroblastes, ce qui améliore
potentiellement leurs fonctions pro-inflammatoires et de promotion des tumeurs (Erez et al., 2010).
Plusieurs autres facteurs tels que le TNF-a libérés par les cellules tumorales induisent également
I’activation des CAFs (Mueller et al., 2007; Tjomsland et al., 2011). De plus, il a été montré que les
cellules cancéreuses induisent la diminution d’expression de p16INK4A au niveau des CAFs ce qui
est important pour leur activation (Tjomsland et al., 2011). Barone et ses collegues ont d’autre part
montré que la communication bidirectionnelle entre les cellules cancéreuses du sein et les CAFs,
par l'intermédiaire de facteurs comme la leptine, conduit également a leur activation et a la
progression tumorale (Barone et al., 2012). D’autre part et de fagon intéressante, il a été montré que
les caractéristiques uniques des CAFs sont maintenues méme en 1’absence de contact avec les
cellules tumorales. Ceci indique que 1’effet des CAFs sur la progression tumorale n’est pas
simplement une réponse cellulaire induite par les facteurs secrétés par les cellules tumorales, mais

résulte également de nouvelles propriétés acquises (Orimo et al., 2005).

3. ldentification phénotypique des CAFs
En dépit des nombreuses publications illustrant le role des CAFs dans la progression tumorale, il
existe une certaine ambiguité quant a 1’identification de ces cellules au sein du tissu tumoral. Encore
une fois, la difficulté provient du fait que les CAFs représentent une population cellulaire
hétérogene avec différentes origines (Allen and Louise Jones, 2011; Xouri and Christian, 2010).
Pendant de nombreuses années, les CAFs ont été identifiés uniquement par leur niveau d’expression
de I’a-SMA. Cependant, des analyses immuno-histochimiques ont démontré une absence
d’expression de ce marqueur dans certains fibroblastes péri-tumoraux (Andarawewa et al., 2005). A
ce jour, I’identification de ces cellules repose donc sur leurs caractéristiques morphologiques ainsi

que sur I’expression de certains marqueurs :

La protéine FSP-1 (fibroblast-specific protein 1, aussi appelé S100A4) est exprimée a la fois par

les CAFs et par les cellules cancéreuses au cours de la progression tumorale (Ambartsumian et al.,
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1996). C’est une protéine liant le calcium, capable d’interagir avec des partenaires intra et
extracellulaires. Dans la cellule, elle peut interagir et inactiver la protéine p53. Elle se lie également
avec les filaments d’actine, la myosine ou la tropomyosine, influengant ainsi le cytosquelette et
régulant la motilité cellulaire (Helfman et al., 2005). FSP-1 est également pro-angiogénique,
probablement a travers ’activation du plasminogene ou la surexpression de metalloprotéases
comme MMP-13 (Egeblad et al., 2005). De nombreuses preuves indiquent ainsi que FSP-1 est un
facteur crucial régulant le potentiel métastatique des tumeurs. En effet, les cellules cancéreuses
injectées a des souris sauvages deviennent métastatiques, mais forment moins de tumeurs et aucune
métastase lorsqu’elles sont injectées a des souris FSP-1". De plus, la co-injection de fibroblastes
FSP-1""* avec les cellules tumorales induit le développement tumoral et la formation de métastases
dans les souris FSP-17" (Grum-Schwensen et al., 2005). Ceci suggére que FSP-1, lorsqu’elle est
secrétée par les fibroblastes, altére le microenvironnement, le rendant favorable & la progression
tumorale.

La protéine a-SMA: L'actine des muscles lisses est l'isoforme de l'actine qui prédomine dans le

systéeme vasculaire et joue un réle important dans la fibrogénese, et il a méme été montré que
I’a-SMA était présente dans les fibroblastes de tissus sous-cutanés murins en I'absence de Iésion
tissulaire (Storch et al., 2007). En utilisant certaines des protéines cytosquelettiques qui sont
normalement présentes dans les cellules des muscles lisses, en particulier I'a-SMA, les CAFs
peuvent se contracter (Jiroutova et al., 2005). Ainsi, en exprimant I'a-SMA, les fibroblastes se
différencient partiellement vers un phénotype de cellules du muscle lisse, leur activation jouant un
role clé dans la contractilité et le développement de la réponse fibrotique (Elberg et al., 2008).

La protéine FAP/Seprase est une sérine protéase possédant une activité enzymatique peptidase-

collagénase in vitro (Park et al., 1999). La surexpression de cette protéine dans les cellules
tumorales induit la tumorigenese et une croissance tumorale importante (Cheng et al., 2002). Dans
les fibroblastes péri-tumoraux, FAP est cruciale pour le remodelage de la MEC et permet I’invasion
des cellules tumorales grace a son activité enzymatique (Lee et al., 2011). Santos et ses collegues
ont montré que le ciblage de FAP inhibe la stromagenése et la croissance tumorale chez les souris
(Santos et al., 2009). Cependant le role de FAP dans le mélanome est controversé du fait de la

présence d’un taux modéré de fibroblastes qui expriment cette protéine (Huber et al., 2003).
D’autres marqueurs caractérisent les CAFs tels que: vimentine, desmine, collagene I, PDGFR o/,

NG2 (Neuron-glial antigen2), ténascine C, périostine, podoplanine ainsi que I’absence d’expression

des marqueurs endothéliaux (CD31) et épithéliaux (E-cadhérine) (Sugimoto et al., 2006).
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4. Polarisation des CAFs
Les fibroblastes présents dans le stroma tumoral ont majoritairement une fonction pro-tumorale. Ils
stimulent la survie des cellules cancéreuses, la croissance et I'invasion, améliorent la rigidité de la
matrice extracellulaire, contribuent a I'angiogenese par la libération de facteurs pro-angiogéniques,
contribuent a I’instauration d’un environnement pro-inflammatoire, et impactent sur I’activation de
cellules immunitaires variées (décrit ci-apres). Des données plus récentes montrent cependant que
les CAFs peuvent également présenter des effets suppresseurs de tumeur. Néamoins, les
mécanismes conduisant a cet effet ne sont pas connus, mais 1’effet suppresseur de tumeur pourrait
étre inhérent a un effet direct sur I’inhibition de croissance des cellules cancéreuses et sur la

modulation du comportement des cellules immunes (figure 23) (Augsten, 2014).
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Figure 23: Effets pro et anti-tumoraux des CAFs. Les CAFs présents au niveau du stroma avec une fonction pro-
tumorale sont prédominants (indiqué en rouge). lls stimulent la survie, la croissance et l'invasion des cellules et
contribuent au remodelage de la MEC. Ils contribuent & I’angiogenése par la libération de facteurs pro-angiogeniques
ainsi qu’a apparition d’un milieu inflammatoire. Une description plus récente démontre que les fibroblastes résidents
(indiqué en jaune) peuvent conférer des effets suppresseurs de tumeurs mais les mécanismes sous-jacents de ce
phénotype inhibiteur ne sont pas connus mais pourraient impliquer la modulation des fonctions des cellules

immunitaires. D’aprés (Augsten, 2014).

En effet, en fonction du type des signaux, les fibroblastes intra-tumoraux peuvent se polariser en
adoptant des états d’activation différents. Les fibroblastes de type Il (F2) se différencient en
fibroblastes pro-tumoraux sous par exemple 1’influence de facteurs de croissance et de chimiokines
(appelés "inducteurs"). La signalisation induite par CXCL14, hedgehog (Hh) ou le TGF-$ active
des facteurs de transcription qui induisent un programme de contrdle de I'expression d'une variété
de molécules “effectrices” (les composants de la matrice, les facteurs de croissance, et les
cytokines) qui a leur tour, entrainent des effets pro-tumoraux en stimulant d’autres cellules du MET.

En revanche, les fibroblastes de type I (F1) expriment des molécules tels que Wnt3a et Slit2 et ont
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donc des effets inhibiteurs sur cellules cancéreuses. Les signaux exogenes et les facteurs de
transcription impliqués dans 1’établissement du phénotype suppresseur de tumeur ne sont pas
clairement connus mais il semble que le TNF-a et le LPS (lipopolysaccharide) qui stimulent
I’expression de Wnt3a et des chimiokines, respectivement, puissent étre des inducteurs potentiels

des CAFs de type I (figure 24) (Qadir et al., 2011).
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Figure 24: Polarisation des CAFs. Les fibroblastes intra-tumoraux peuvent se polariser en deux états d’activation
différents : les fibroblastes pro-tumoraux de type II (F2) sous I’influence de facteurs de croissance et de chimiokines

ou les fibroblastes de type | (F1) qui ont des effets inhibiteurs de la croissance tumorale. D’aprés (Qadir et al., 2011).

5. Implication des CAFs dans la progression tumorale
Les premiers travaux portant sur le rdle des fibroblastes dans la progression tumorale ont eu lieu a
la fin des années 1980 et ont consisté a co-injecter a des souris immuno-déficientes des fibroblastes
avec des cellules tumorales. Ces travaux ont ainsi mis en évidence I’impact important des
fibroblastes sur le développement et la croissance de la tumeur (Camps et al., 1990; Picard et al.,
1986). Par la suite, de nombreuses preuves expérimentales ont démontré une contribution de ces
cellules dans I’initiation du cancer, dans la progression tumorale a travers la sécrétion de facteurs de
croissance et de chimiokines et dans I’invasion et le processus de formation de métastases (Kalluri

and Zeisberg, 2006).
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5.1. Roéle des CAFs dans P’initiation du cancer
Les CAFs ont un phénotype modifié et jouent par conséquent un réle important dans la promotion
des cancers. En effet, les fibroblastes cutanés isolés a partir de patients atteints de cancer du sein, de
mélanome malin, de polypose adénomateuse familiale, de rétinoblastome et des tumeurs de Wilms
montrent un taux de prolifération augmenteé in vitro, ce qui indique que le comportement de ces
fibroblastes modifiés peut augmenter le taux d’initiation des cancers (Kopelovich, 1982; Schor et
al., 1986). Plusieurs études qui ont utilisé des modeles murins portant des fibroblastes
génétiquement modifiés ont démontré une implication directe des fibroblastes résidents dans
I'apparition du cancer. Une étude utilisant la capacité des cellules épithéliales mammaires humaines
a former un canal dans le stroma mammaire de souris (Kuperwasser et al., 2004), a également
démontré que la surexpression de TGF-B et/ou du facteur de croissance des hépatocytes (HGF)
dans des fibroblastes de souris induit l'initiation d'un cancer du sein a l'intérieur de I'épithélium
humain normal. Un autre lien entre les facteurs de croissance des CAFs et I’initiation tumorale a été
d’autre part mis en évidence par des études qui ont comparé l'effet de fibroblastes normaux et de
CAFs isolés du site de la tumeur primitive (Orimo et al., 2005; Shimoda et al., 2010). Quand les
cellules épithéliales « normales » de prostate transformées par le virus simien 40 (SV40) ont été
greffées a des souris en combinaison soit avec des fibroblastes normaux ou des CAFs, seuls les
CAFs ont conduit a I'émergence de lésions ressemblant a une néoplasie intra-épithéliale de prostate
(Shimoda et al., 2010). Ces résultats indiquent que les fibroblastes normaux sont nécessaires pour
maintenir I'noméostasie épithéliale, alors que les CAFs initient et promeuvent les altérations

tumorigéniques au niveau des cellules épithéliales.

5.2. Role des CAFs dans la croissance tumorale

Les CAFs contribuent largement au développement des cancers par différents mécanismes
importants dans la croissance tumorale. En effet, les CAFs orchestrent les processus
physiopathologiques clés dans le développement du cancer par des interactions paracrines (Ohlund
etal., 2014).

Des facteurs solubles sécrétés de maniére importante par les CAFs ont été impliqués dans le
« crosstalk » paracrine et favorisent la croissance tumorale par 1’activation de voies de prolifération.
Parmi ces facteurs on retrouve le TGF-B, le HGF, le facteur de croissance du tissu conjonctif
(CTGF), I’EGF, le facteur de croissance insuline-like (IGF), le facteur de croissance FGF, le VEGF
et des membres de la famille Wnt (Allinen et al., 2004; Bhowmick et al., 2004; Chaffer and
Weinberg, 2011; Cirri and Chiarugi, 2011; Erez et al., 2010; Guo et al., 2008; Kalluri and Zeisberg,

2006; Orimo et al., 2005; Rasanen and Vaheri, 2010), ainsi que de nombreuses cytokines et des
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chimiokines telles que CCL7, CXCL12 et CXCL14 (Augsten et al., 2009; Jung et al., 2010; Orimo
et al., 2005) (figure 25).

L’¢quipe de R. Weinberg a également montré que des fibroblastes isolés du stroma d’un carcinome
mammaire invasif augmentent significativement la croissance tumorale dans un modéle de
xenogreffe, compares a des fibroblastes normaux. En fait, les CAFs produisent des taux éleveés de la
chimiokine CXCL-12/SDF1 qui, d’une part, recrute les progéniteurs endothéliaux dans la tumeur
pour favoriser 1’angiogenése et, d’autre part, augmente la croissance tumorale via sa liaison avec
son récepteur CXCR-4 exprimé a la surface des cellules tumorales (Orimo et al., 2005). De plus,
des études ont montré que les CAFs peuvent générer des ROS dans un environnement hypoxique et
a faible pH qui agissent comme des mutagenes pour les cellules avoisinantes, et peuvent également
recruter des cellules souches cancéreuses (CSC) par la création de niches tumorales (Grum-
Schwensen et al., 2005; Kuperwasser et al., 2004; Sneddon and Werb, 2007).
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Figure 25: Schéma représentatif des facteurs solubles secretés par les CAFs. Les CAF sécrétent plusieurs facteurs
mitogenes et pro-invasifs. Ces facteurs solubles peuvent agir de maniére paracrine en se liant a leurs récepteurs
apparentés résultant en communication bidirectionnelle ou multidirectionnelle et créent donc un milieu favorable pour

la prolifération des cellules cancéreuses et la croissance tumorale.

5.3. Role des CAFs dans le métabolisme des cellules tumorales
De fagon tres intéressante, les CAFs ont egalement un role dans la régulation du métabolisme des
cellules tumorales. Les cellules tumorales dégradent le glucose uniquement grace a la glycolyse,
aboutissant a la production de lactate (appelé effet Warburg), alors que les cellules normales
catabolisent entierement cette molécule a travers la phosphorylation oxydative (Jones and

Thompson, 2009). L’intérét de 1’effet Warburg n’est pas clair car il aboutit a une diminution de la
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production d’ATP, ce qui semble étre défavorable a la cellule tumorale. Cependant, des arguments
suggerent que les cellules tumorales pourraient s’en servir pour fournir des macromolécules
intermédiaires nécessaires a la formation des nouvelles cellules et ainsi faciliter leur prolifération
(Vander Heiden et al., 2009). Dans ce cadre, les fibroblastes péri-tumoraux semblent participer au
métabolisme complexe des cellules tumorales. En effet, les CAFs produisent du lactate et du
pyruvate, des métabolites énergétiques utilises par les cellules cancéreuses dans le cycle de Krebs et
la production d’ATP. Les CAFs semblent donc « nourrir » littéralement la tumeur (Pavlides et al.,
2009). L'effet Warburg accru dans les CAFs semble également étre associé a une activité
catabolique importante et a une induction d’autophagie (Chaudhri et al., 2013; Guido et al., 2012;
Martinez-Outschoorn et al., 2014).

5.4. Roéle des CAFs dans ’angiogenése

L’¢équipe de D. Rowley a montré que des CAFs capables d’induire la tumorigeneése dans des
modeles de tumeurs prostatiques secrétent des taux plus importants de facteur de croissance du tissu
conjonctif (CTGF) que des fibroblastes normaux (Yang et al., 2005). Cette protéine est surexprimée
dans de nombreux cancers incluant le cancer du sein, du pancréas et de 1’cesophage (Allen and
Louise Jones, 2011). En utilisant un modéle de xénogreffe, cette équipe a montré que le CTGF du
stroma tumoral induit une augmentation significative de 1’angiogenése et augmente la croissance
tumorale. Le traitement de fibroblastes normaux par du TGF-$ conduit a la sécrétion de CTGF et a
I’acquisition d’une activité pro-tumorale (Yang et al., 2005). Les CAFs peuvent également
promouvoir l'angiogenése en sécrétant des niveaux élevés de VEGF et en recrutant des cellules
progeénitrices endothéliales (CPE) dans le stroma tumoral par la sécrétion de SDF-1 (Orimo et al.,
2005).

5.5. Ro6le des CAFs dans le processus métastatique
Les CAFs peuvent favoriser la formation de métastases en libérant des facteurs de croissance et des
cytokines dans le MET et étre impliqués, indirectement ou directement, dans la croissance et
I’invasion des cellules cancéreuses a des sites distants (Bruzzese et al., 2014; Elkabets et al., 2011;
Scherz-Shouval et al., 2014). En effet, les fibroblastes associés aux métastases (MAF) qui
représentent une variante des CAFs, expriment la ténascine C et le VEGFA qui sont des médiateurs
clés de la métastase du mélanome aux poumons (O'Connell et al., 2011). De plus, I’induction de
I'angiogenése suite a 1’activation de cellules étoilées (qui sont des fibroblastes résidant au niveau du
foie) favorise ’apparition de métastases du mélanome au niveau du foie (Olaso et al., 1997). Dans
le cancer colorectal, les CAFs stimulés par le TGF-B1 sécréetent de I'lL-11 pour améliorer la survie

des cellules cancéreuses colorectales et augmenter la colonisation des organes (Calon et al., 2012).
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Pena et al ont montré que les CAFs stimulés par le PDGF augmentent I’invasion des cellules de
cancer colorectal ainsi que la formation de métastases a distance par la sécrétion de stanniocalcine 1
(STCL1) (Pena et al., 2013). Les CAFs sécretent aussi excessivement des MMPs qui dégradent la
MEC et conduisent a l'invasion des cellules cancéreuses (Brundula et al., 2002). En effet, les
fibroblastes actives produisent MMP1 et la stromelysine-1 (MMP3), cette derniere clivant la E-
cadhérine, induisant ainsi ’EMT et l'invasivité des cellules cancéreuses dans les régions adjacentes
(Boire et al., 2005; Lochter et al., 1997). Les exosomes dérivés des fibroblastes sont également des
médiateurs positifs de la progression du cancer et le remodelage du stroma, par leur régulation de
I'activité des fibroblastes (Borges et al., 2013; Hu et al., 2015; Kahlert and Kalluri, 2013). De
maniere intéressante, il a ét¢ montré que les fibroblastes qui n’expriment pas les inhibiteurs
tissulaires des métalloprotéinases TIMP générent des exosomes avec une expression élevée de
MMPs et d’ADAM10, favorisant la motilité accrue des cellules cancéreuses (Shimoda et al., 2014).
Il a également été montré que la formation de métastases hépatiques apreés injection de cellules de
mélanome B16 chez les souris est associée a l'activation de cellules allongées avant méme que la
tumeur ait atteint un diamétre de 150 pum (Olaso et al., 1997). Une autre étude a évalué I'effet des
fibroblastes sur la prolifération des cellules de mélanome, ou il a été montré que les cellules qui ont
métastase sont celles qui sont influencées par les fibroblastes (Olaso et al., 2003). Cela indique que
des stimuli spécifiques fournis par les fibroblastes créent des niches qui favorisent la croissance de
cellules cancéreuses a des sites distants. Les cellules tumorales et cellules hématopoiétiques
« éduquent » ainsi les CAFs dans les sites secondaires pour former des niches métastatiques
(Elkabets et al., 2011; Malanchi et al., 2011). Les CAFs sont doués de capacités migratoires et de
motilité qui sont exploitées par les cellules tumorales (Gaggioli, 2008). Une autre étude suggere que
dans des conditions hypoxiques, les cellules tumorales expriment plus CXCR4, leur permettant de
se rapprocher des CAF qui sécretent CXCL12/SDF-1, ce qui facilite leur échappement vers un
environnement normoxique (Raman et al., 2007). De maniére intéressante, il a été également
montré que les exosomes secrétés par les CAFs jouent un réle clé dans la promotion des cancers, la
motilité des cellules cancéreuses et les métastases via 1’activation de la voie autocrine Wnt-PCP au
niveau des cellules cancéreuses (Luga et al., 2012). L’équipe de Malanchi a aussi constaté que la
périostine (Postn), un composant de la MEC, est exprimée par les fibroblastes dans le tissu normal
et dans le stroma des tumeurs primaires. Les cellules tumorales ont besoin d'induire I'expression de
la Postn stromale pour initier la colonisation des poumons par les cellules souches cancéreuses
(CSC/ Cancer Stem Cell). En effet, la Postn est necessaire pour permettre I'entretien des CSC, et le
blocage de sa fonction empéche les métastases. La Postn recrute les ligands de Wnt et, par

conséquent, augmente la signalisation Wnt dans des CSC (Malanchi et al., 2011).
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L’ensemble de ces études a montré que les CAFs sont abondants au niveau des sites primaires

permettent la transition de tumeurs in situ vers des tumeurs invasives.

5.6. Ro6le des CAFs dans la résistance aux thérapies

Des éetudes ont souligné le rdle du microenvironnement spécifique d'organes dans la résistance aux
drogues de chimiothérapie (Fidler et al., 1994), et les CAFs sont apparus comme des acteurs clés de
la résistance aux thérapies anti-cancéreuses. En effet, une signature génétique spécifique du stroma
associée a une chimiorésistance au 5-fluorouracile, a 1’¢épirubicine et au cyclophosphamide dans le
cancer du sein (Farmer et al., 2009) a été montrée. Ces études impliquent les CAFs comme
promoteurs de la résistance aux therapies. Les mécanismes de résistance aux traitements
anticancéreux impliquant le stroma incluent ainsi la modulation des voies d’interaction entre la
cellule cancéreuse et la MEC, 1’adhésion CAF-MEC et des voies de signalisation médiées par les
cytokines ou les chimiokines (Meads et al., 2009; Paraiso and Smalley, 2013). Les CAFs peuvent
également participer a la pression de fluide interstitielle intra-tumorale inhibant indirectement
I'absorption de médicaments anticancereux (Heldin et al., 2004). D’autres études ont suggeré que la
modulation immunitaire, les actions pro-angiogéniques et la reprogrammation métabolique du MET
médiées par les CAFs pourraient aider a la survie des cellules cancéreuses et faciliter I'échappement
a la thérapie (Correia and Bissell, 2012; Dittmer and Leyh, 2015; Ohlund et al., 2014). Les CAFs
dans les mélanomes mutés BRAF peuvent également participer a la résistance a l'inhibiteur de
BRAF en créant une MEC riche en fibronectine qui active la voie ERK médiée par la kinase
d'adhésion focale (FAK), ce qui compense I’action de l'inhibiteur de BRAF dans les cellules
cancéreuses (Hirata et al., 2015). De tels programmes médiés par les CAFs favorisent ainsi la
prolifération de clones résistants. De plus, I'adhésion des cellules cancéreuses aux CAF peut
également conférer une résistance aux médicaments, éventuellement par la liaison homotypique de
N-cadhérine et une activation de la voie de prolifération AKT dans les cellules tumorales (Flach et
al., 2011; Li et al., 2001). De plus, il est intéressant de noter que le gain de propriétés de remodelage
de la MEC par les CAFs peut conduire a une résistance thérapeutique (Chang and Mani, 2013;
Mitra et al., 2015; Sui et al., 2014).

Il a été montré que les CAFs pouvaient également contourner le traitement par des anti-VEGF en
activant la voie du PDGF-C qui active les voies MAPK et PI3K/AKT (Crawford et al., 2009;
Straussman et al., 2012). En effet, Meads et ses collegues ont montré que les CAFs peuvent
conférer une résistance aux thérapies anticancéreuses par la sécrétion de facteurs solubles (Meads et
al., 2009). Dans ce contexte, le TGF-B, I’IL-6 et le HGF produits par les CAFs sont des médiateurs

potentiels de résistance aux medicaments. En effet, le TGF-B peut induire des programmes
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mésenchymateux dans les cellules tumorales, permettant leur adhésion a la MEC. Quant a lui, I'lL-6
produit par les CAFs induit une cascade de signalisation pro-survie (Kumari et al., 2016). Le HGF
est également un modulateur clé de la résistance médiée par les CAF aux inhibiteurs des récepteurs
de la tyrosine kinase (Wilson et al., 2012). 1l a été montré que le HGF dérivé des CAFs favorise la
résistance dans des modeéles précliniques de cancers traités avec des inhibiteurs de BRAF
(Straussman et al., 2012) ou des inhibiteurs du récepteur EGFR (Wang et al., 2009). Ainsi, un
controle du sécrétome des CAF qui confére cette résistance aux médicaments anticancéreux serait
nécessaire pour mieux prédire la valeur de ciblage des CAFs pour l'intervention clinique. Plusieurs
stratégies et combinaisons sont également testées en clinique pour surmonter la résistance aux

médicaments médiée par les CAFs (Meads et al., 2009).

5.7. Roéle des CAFs dans la modulation de la réponse immune anti-tumorale
Les fibroblastes associés aux cancers ont également été impliqués dans la modulation de la réponse
immune anti-tumorale innée et adaptative notamment par la sécrétion de divers facteurs dans le

microenvironnement tumoral (figure 26).

5.7.1. Les CAFs et la réponse immune innée
Il a été montré que les CAFs sécretent plusieurs chimiokines impliquées dans I’inflammation et le
recrutement de cellules immunitaires innées, telles que des monocytes, des mastocytes et des
neutrophiles, et leur acquisition d'un phénotype immunosuppresseur et pro-tumoral (Harper and
Sainson, 2014). Les CAFs peuvent avoir un role dans I’inflammation et parmi les génes hautement
exprimés au niveau des CAFs, on retrouve la cyclo-oxygenase-2 (COX-2) qui est jusqu’a six fois
plus exprimée au niveau des CAFs que des fibroblastes normaux, ce qui induit une sécrétion plus
importante de prostaglandine E2 (PGE2) (Mueller et al., 2007). Une étude récente de Herrera et ses
collegues sur le role des CAFs dans le cancer du colon a également suggéré que la combinaison de
signature des CAFs et des macrophages M2 correle avec une claire différence dans la progression
de la maladie et la survie chez des patients de stade avancé, ce qui suggeére une association entre ces
deux types cellulaires (Herrera et al., 2013). En outre, les CAFs dérivés du cancer de prostate
peuvent induire un phénotype immunosuppressif au niveau des macrophages via SDF-1 (Comito et
al., 2014). Il a également été montré que I'lL-6 dérivé des CAFs oriente la différenciation des
monocytes vers des macrophages plutdt que vers les DC, et recrute et active les mastocytes. De
plus, plusieurs études ont montré que les CAFs co-cultivés avec des cellules tumorales expriment
CCL2/MCP-1 (monocyte chimoattractant protein 1) (Lin et al., 2012; Wu et al., 2011). MCP-1 est
une chimiokine impliquée dans I’attraction des macrophages dans le microenvironment tumoral et

dans I’induction de leur différentiation en macrophages immunosuppresseur de type M2 (Roca et
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al., 2009). En effet, chez les souris portant les cellules tumorales 4T1 dans lesquelles le géne Mcp-1
a été déleté, une diminution significative de macrophages positifs pour le marqueur F4/80 a ete
observee dans les tumeurs (Yoshimura et al., 2013).

D’autre part, des expériences in vitro ont montré que les cultures primaires de CAFs co-cultivés
avec des cellules de carcinome oral a cellules squameuses ont un profil d’expression de cytokines
pro-inflammatoires caractérisé par I’augmentation de la régulation de nombreuses chimiokines et
cytokines y compris CCL7, CXCL1, CXCL2 et CXCLS8, qui sont associées au recrutement de
cellules myéloides et de neutrophiles favorisant ainsi la progression tumorale (Acharyya et al.,
2012). De maniére similaire, une étude décrivant le sécrétome des CAFs in vitro a aussi identifié
des facteurs régulant la réponse inflammatoire tels que les chimiokines SDF-1 et RANTES/CCLS5,
ainsi que des protéines anti-inflammatoires telles que CXCL6/GCP-2 (De Boeck et al., 2013). Alors
que SDF-1 et RANTES sont impliqués dans la progression tumorale par leur potentiel
chimioattractant et I’activation de leucocytes, CXCL6 et CXCL8 sont impliqués dans le

recrutement de neutrophiles.

Les fibroblastes associés au mélanome interferent également fortement avec les fonctions des
cellules NK, notamment par la modulation du phénotype des NK, de leur cytotoxicité et de la
production de cytokines. Ainsi, I’expression de surface des récepteurs activateurs NKp44, NKp30 et
DNAM-1 induite par I'lL-2 et la libération de granules cytolytiques ont été inhibées dans les
cellules NK par la présence de CAFs, ce qui entraine une altération de la lyse des cellules de
mélanome induite par les cellules NK. En effet, les cocultures en «transwell » et l'utilisation
d'inhibiteurs spécifiques ont montré que le contact cellule tumorale-CAF était necessaire pour
induire la modulation de 1’expression de DNAM-1. En revanche, la modulation de NKp44 et
NKp30 semble due a PGE2 libérée par les fibroblastes pendant la coculture (Balsamo et al., 2009).
Li et al ont également montré que PGE2 est produite de maniére importante par les CAFs et joue un
role dominant dans l'orchestration de l'activité des cellules NK. Dans d’autres expériences de
coculture, les CAFs diminuent non seulement I'expression des récepteurs activateurs des NK, de la
perforine et du granzyme B, mais ils inhibent également la sécrétion des cytokines TNF-a et IFN-y
par les NK apres reconnaissance de cellules tumorales de carcinome colorectal (Li et al., 2013). De
plus, la sécrétion de PGE2 et d’IDO module la fonction des NK dans le carcinome hépatocellulaire

et atténue la cytotoxicité anti-tumorale (Li et al., 2012).
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5.7.2. Les CAFs et la réponse immune adaptative
Les CAFs sont impliqués dans la modulation de la réponse immunitaire adaptative. Cependant, le
probléme de I’étude de l'interaction entre les CAFs et les cellules immunitaires adaptatives réside en
I'absence de tests multicellulaires complexes in vitro (Harper and Sainson, 2014). Il est bien admis
que le TGF-B1 et TGF-B2 sont fortement sécrétés par les CAFs, et que ces facteurs sont importants
pour maintenir le phénotype fibroblastique activé par un « feedback » de TGF-p via Smad 2/3
(Kuperwasser et al., 2004). La présence de TGF-p dans le microenvironnement tumoral est bien
connue pour inhiber les cellules immunes anti-tumorales (Nazareth et al., 2007). En effet, la
sécrétion de TGF-B par les CAFs affecte potentiellement la biologie des cellules dendritiques en
inhibant leur migration, leur maturation et les capacités de présentation de l'antigéne et peut
augmenter le nombre de lymphocytes Treg au sein du microenvironnement tumoral par I'induction
de l'expression de FOXP3 (Flavell et al., 2010) ou interférer avec la fonction des lymphocytes T
cytotoxiques a l'intérieur de la tumeur (Thomas and Massague, 2005). La sécrétion de TGF-p par
les CAFs peut également atténuer également la production d'IFN-y par les cellules NK (Laouar et
al., 2005), ainsi que I'expression des récepteurs activateurs des NK, y compris NKG2D, NKp30 et
NKp44 (Flavell et al., 2010). Le TGF-B régule une myriade de réponses immunosuppressives (Wan
and Flavell, 2007), et des études récentes ont également impliqué le TGF-B dans la différenciation
des lymphocytes en (Th1l7) (Bailey et al., 2014), ajoutant une complexité supplémentaire aux
fonctions immunomodulatrices du TGF-B dérivé des CAFs (Li et al., 2006). Sur la base
d'évaluations in vitro, il a été montré que la production d’IL-4, IL-6 et IL-8 par les CAFs peut
induire une différenciation cellulaire en MDSCs (Kim et al., 2012; Paunescu et al., 2011). De
méme, la sécrétion de VEGF par les CAFs peut affecter les fonctions des DC et augmenter
I'infiltration des Treg et des MDSCs au niveau de la tumeur (Voron et al., 2014). De plus, un
mauvais pronostic des patients porteurs de tumeurs démoplastiques, comme le cancer pancréatique,
est associé a un phénotype immunosuppresseur de type Th2. Or, la sécrétion de la cytokine TSLP
(Thymic stromal lymphopoietin) par les CAFs est imliquée dans la polarisation des LT CD4" en

profil Th2 qui soutient la différenciation des lymphocytes B (De Monte et al., 2011).

De maniére intéressante, il a été également montré que les fibroblastes de colon humain normaux et
des CAFs dérivés de patients atteints de cancer du poumon cultivés in vitro expriment les
régulateurs négatifs de la réponse immunitaire, PDL1 et PDL2, qui ont un impact potentiel sur
I'activation des cellules T (Nazareth et al., 2007; Pinchuk et al., 2008).
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Figure 26: La modulation du systtme immunitaire inné et adaptatif par les CAFs. L’activation autocrine et
paracrine des CAFs donne lieu a une libération dans le stroma de cytokines et de chimiokines (notamment induite par la
voie NF-xB). Ces molécules ciblent plusieurs types de cellules immunitaires et ont des fonctions immuno-suppressives

a la fois sur les globules blancs de la réponse innée et adaptative. D’aprés (Harper and Sainson, 2014).

Ces résultats mettent en évidence l'action des CAFs a divers niveaux de la réponse immune anti-
tumorale dans le microenvironnement. Néanmoins, d'autres études sont clairement nécessaires pour
élucider pleinement le role complexe des CAFs dans I’induction d’une immunosuppression,

notamment leur rdle sur les cibles tumorales de la réponse immunitaire.

En conclusion, les populations hétérogénes de CAFs sont des acteurs clés du stromal tumoral, et
contribuent a 1’initiation et la progression maligne, en remodelant la MEC et en orchestrant
différents mécanismes par la sécrétion de divers facteurs solubles (Gascard and Tlsty, 2016). De
plus, il existe un autre élément clé¢ du microenvironnement tumoral qui est I’hypoxie que je vais

donc présenter dans le chapitre suivant.
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V. L’hypoxie tumorale

1. Définition
L'hypoxie se caractérise par une faible pression partielle en O, et les tissus hypoxiques ne sont donc
pas suffisamment oxygénés (Shay and Celeste Simon, 2012). Un microenvironnement
physiologiquement hypoxique a été observé dans divers tissus normaux, y compris la rétine, la zone
médullaire du rein, I'épiderme de la peau, et des niches hypoxiques au sein de la moelle osseuse. De
plus, I’hypoxie est une composante intégrale du microenvironnement tumoral (figure 27)
(Semenza, 2012a).

Figure 27: Section histologique de foyers hypoxiques dans le mélanome. Cette image en immunofluorescence
montre la distribution des zones hypoxiques marquées au pimonidazole (en vert) et des cellules endothéliales marquées

(en rouge) avec CD31. D’aprés Noman et al.

En effet, lors de la formation d’une tumeur, les cellules tumorales proliférent plus rapidement que
les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et certaines cellules se retrouvent alors éloignées
du réseau sanguin (Zeng et al., 2015). Au-dela d’une distance de 110 pum, leur apport en oxygene et
en nutriments devient insuffisant pour survivre et les cellules peuvent nécroser lorsque cette
situation est chronique. C’est le cas de nombreux cancers qui présentent des zones de nécrose dans
les régions déficientes en oxygene (Brahimi-Horn et al., 2007; Harris, 2002). Entre les vaisseaux
sanguins et la zone nécrosée, il existe néanmoins une couche de cellules viables qui deviennent
progressivement hypoxiques (figure 28). Le terme hypoxie fait plus spécifiqguement référence a un
taux d’oxygene plus faible que la normale, celle-ci étant de 21% (150 mmHg) dans 1’air ambiant et
de 2 4 9% (prées de 40 mmHg) dans la majorité des tissus humains. L’hypoxie correspond donc a un
taux d’oxygeéne inférieur a 2%, alors que 1’anoxie (i.e. hypoxie sévere) correspond a un taux

d’oxygene inférieur a 0,02% (Bertout et al., 2008). Méme si I’hypoxie est toxique autant pour les
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cellules saines que pour les cellules tumorales, ces derni¢res ont la capacité de s’y adapter de
plusieurs facons et semblent méme tirer avantage du MET hypoxique, via diverses interactions,
favorisant leur croissance et leur dissémination (Serres et al., 2014). La premiére version du concept
« Hallmarks of cancer » ne tenait pas compte de 1’adaptation a un microenvironnement hypoxique
(Hanahan and Weinberg, 2000). Dans leur version réactualisée, Hanahan et Weinberg ont ajouté
I’implication de 1’hypoxie dans le switch métabolique (Hanahan and Weinberg, 2011). Ainsi, la
contribution du microenvironnement tumoral dans la progression du cancer, dont I’hypoxie, est de
plus en plus étudiée.

Pour pallier au manque d’oxygéne a I’intérieur d’une tumeur solide, des voies oncogéniques sont
activées dans les cellules tumorales qui expriment alors des facteurs pro-angiogéniques pour induire
la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants (Kerbel and
Folkman, 2002). En fait, c’est la balance entre les signaux pro-angiogéniques et anti-angiogéniques
(ou angiostatiques) qui détermine quand et comment I’angiogenése surviendra. Ce switch
angiogénique peut étre déclenché par des signaux comme le stress métabolique (i.e. faible taux
d’oxygene, pH acide, hypoglycémie) ou mécanique (i.e. pression exercee par les cellules
proliférantes), par une réponse immunitaire (i.e. cellules immunitaires ayant infiltrées le tissu) ou
par des mutations génétiques (i.e. activation d’oncogeénes ou inactivation de génes suppresseurs de
tumeurs) (Carmeliet and Jain, 2000). Les principaux facteurs angiogéniques exprimés en hypoxie
sont le VEGF, les NOSs et le PDGF (figure 28) (Semenza, 1998). Toutefois, les vaisseaux sanguins
tumoraux sont anormaux et forment des ramifications anormales, leur diamétre est irrégulier et la
paroi endothéliale est plus fragile. Les cellules endothéliales qui composent ces néovaisseaux
sanguins sont désorganisées et ne forment pas une monocouche normale (McDonald and Baluk,
2002). Leur réle de barriere et leur fonctionnalité sont alors grandement affectés, réduisant ainsi la
perfusion sanguine dans le tissu tumoral. L’oxygeéne et les nutriments disponibles sont donc plus
rapidement épuisés par les cellules tumorales, ce qui méne a une baisse d’apport en oxygene et

contribue ainsi au maintien d’un microenvironnement hypoxique (Semenza, 2011).

Finalement, il est important de noter que la réponse et 1’adaptation des cellules a I’hypoxie sont
contrblées par différents facteurs de transcription. Parmi ces facteurs de transcription activés par
une faible concentration d’oxygéne se trouvent la protéine liant I’¢lément de réponse a I’AMP
cycligue (CREB) (Beitner-Johnson and Millhorn, 1998), I'Activator Protein-1 (AP-1)
(Bandyopadhyay et al., 1995), NF-xB (Koong et al., 1994), la protéine Egr-1 (Early Growth
Response-1) (Nishi et al., 2002) et surtout le facteur de transcription HIF-1 (Hypoxia Inducible
Factor 1) qui joue un réle crucial dans la réponse cellulaire au stress hypoxique (Semenza and

Wang, 1992).
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Figure 28: Influence de ’hypoxie sur I’angiogenése tumorale. A cause de 1’organisation irréguliére de la vasculature
tumorale, certaines cellules de la tumeur solide se situent a une distance supérieure & 110 um d’un vaisseau sanguin
(distance limite de diffusion de 1’oxygéne) et deviennent alors hypoxiques; le gradient de rouge a bleu indique la
progression de I’hypoxie. Les cellules tumorales peuvent survivre a ces fluctuations d’oxygeéne en partie grace a la
sélection de clones ayant un phénotype pro-angiogénique. Les facteurs HIFs augmentent ainsi I’expression de plusieurs
transcrits pro-angiogéniques (ex. VEGF, PDGFB et NOS). L’encadré a gauche illustre la relation entre la distance des
cellules tumorales par rapport au vaisseau sanguin et leur degré d’hypoxie (ligne bleue) et d’acidose (ligne rouge).

D’apres (Carmeliet and Jain, 2000).

2. Les facteurs inductibles par ’hypoxie, HIFs

Le facteur de transcription HIF (Hypoxia inducible factor) est un hétérodimére constitué d'une sous-
unité a sensible au taux d’O; (HIF-1a, HIF-2a, ou HIF-3a) et d’une sous-unité § (HIF-1p/Récepteur
d'’hydrocarbure aryle translocateur nucléaire (ARNT)), exprimée de maniere constitutive. HIF-1a et
HIF-2a sont structurellement similaires au niveau de leurs domaines de dimérisation et de liaison a
I'ADN mais se differencient au niveau de leurs domaines de transactivation. Par conséquent, HIF-
lo et HIF-2a partagent des genes cibles communs, mais chacun régule également un ensemble de
genes cibles uniques.

Les génes induits par I’hypoxie jouent des rdles importants dans la régulation de différents
parameétres biologiques de la tumeur, tels que I'angiogenése, la survie cellulaire, la chimio-et radio-
résistance, la prolifération, l'invasion et les métastases, la régulation du pH et le métabolisme, la
résistance au systeme immunitaire, et le maintien de CSC (Semenza, 2012b). Finalement, la
surexpression de HIF-1o et HIF-2a a été observée dans plusieurs types de cancers et la sous-unité
HIF-2a est également surexprimée par les TAMs (Talks et al., 2000). HIF-3a est quant & elle moins
étudiée que les deux autres sous-unités alpha et elle est présente dans peu de tissus (Rohwer and
Cramer, 2011).
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e Le facteur de transcription HIF-1
HIF-1 est le régulateur le plus important dans le contréle de I'homéostasie de lI'oxygene. HIF-1, en
induisant une batterie de genes cibles, permet la réponse et l'adaptation des cellules dans un
microenvironnement pauvre en oxygeéne. Ce facteur de transcription a été identifié pour la premiere
fois en 1992 par Gregg Semenza comme régulateur crucial de I’expression du geéne de
Iérythropoiétine (EPO) en réponse a une faible concentration en oxygene (Semenza and Wang,
1992). A I’heure actuelle, plus d’une centaine de geénes ont été identifiés comme cibles de HIF-1.
Ces génes permettant la réponse et I’adaptation des cellules a I’hypoxie, sont impliqués dans les
phénoménes d’angiogenése, de glycolyse, de prolifération et survie, de régulation du pH,

d’autophagie, d’invasion et de migration (Semenza, 2003) (figure 29).
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Figure 29: Les différents génes régulés par HIF-1a. Les cellules réagissent & I'nypoxie en activant les facteurs de
transcription HIF, modulant ainsi les génes cibles clés afin de permettre la survie et rétablir une alimentation normale en
oxygene. Dans les tumeurs, une signalisation HIF déséquilibrée peut contribuer a la progression tumorale. D’aprés
(Bedogni and Powell, 2009).

HIF-1 appartient a une classe de facteur de transcription de la famille des protéines basic helix-
loop-helix (bHLH)/Per-ARNT-Sim (PAS) et reconnait des séquences spécifiques sur I’ADN (5'-
RCGTG-3") appelées élément de réponse a I’hypoxie (ou Hypoxia-Response Element (HRE))
(Wang et al., 1995). Le complexe HIF-1, une fois lié a 'ADN, peut recruter un certain nombre de
co-activateurs, tels que p300/CBP, Ref-1, Jabl, SCR-1 et TIF2, facilitant ainsi I'expression des
geénes cibles (Wenger, 2002).
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La synthése de HIF-lo est induite par un mécanisme indépendant de 1’oxygene, alors que sa
dégradation est régulée par un mécanisme dépendant de I’oxygene (Semenza, 2003). La demi-vie
de la protéine HIF-1a est estimée a moins de cing minutes, ce qui en fait une des protéines les plus
rapidement dégradées (Huang et al., 1996). En conditions normoxiques, les sous-unités alpha sont
ciblées par les PHDs (oxygen-sensitive prolyl-hydroxylases) et le suppresseur de tumeur VHL pour
étre ubiquitinées, puis dégradées par la machinerie du protéasome. En présence d’oxygene, le
facteur HIFLAN (hypoxia-inducible factor 1 alpha subunit inhibitor) méne lui aussi a I’inactivation
des HIFs par hydroxylation. Toutefois, en conditions hypoxiques, les protéines HIF-la sont
stabilisées puisque les PDHs, VHL et HIF1AN sont inhibés par I’absence d’oxygene. Une fois
stabilisées, les proteines HIFs peuvent former un hétérodimere puis se lier a des régions spécifiques

du promoteur de ses genes cibles pour induire leur expression (Semenza, 2010) (figure 30).
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Figure 30: Régulation de HIF-1a par hydroxylation des résidus proline. a. En normoxie, HIF-1o est hydroxylé par
les proline hydroxylases (PHD1, -2 et -3) en présence de Fe*, de 2-oxoglutarate (2-OG) et d’ascorbate. Une fois
hydroxylée, la protéine HIF-1a est reconnue par la protéine VHL faisant partie d’un complexe ubiquitine ligase qui
ajoute des ubiquitines afin que la protéine soit reconnue et dégradée par le protéasome. b. En hypoxie, I’hydroxylation
des résidus proline de HIF-1a est inhibée. Le facteur VHL n’est alors plus capable de se lier & HIF-1a et la dégradation
de celle-ci est inhibée, entrainant une accumulation et une translocation de HIF-1a vers le noyau. La sous-unité alpha
peut alors se dimériser avec la sous-unité béta et se lier aux motifs HREs au niveau du promoteur de génes cibles et y
recruter des co-activateurs de la transcription tels que p300 et CBP (CREB-binding protein). D’aprés (Carroll and
Ashcroft, 2005).

3. Hypoxie et cancer
L’hypoxie tumorale est un facteur de mauvais pronostic dans plusieurs types de cancers (Harris,

2002). En effet, des analyses immunohistochimiques ont permis d’établir que la surexpression des
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principaux médiateurs de I’hypoxie, HIF-1a et HIF-2 o, est associée a une diminution du taux de
survie chez les patients dans un large éventail de tumeurs malignes chez I’humain (Semenza, 2010).
L’accumulation de HIF-1a est ainsi associée & un faible taux de survie dans les cancers du col de
I’utérus, du sein, des ovaires et de ’endométre, ainsi que 1’oligodendrogliome et le carcinome
squameux oropharyngé. Pour ce qui est de HIF-2a, sa surexpression a été associée a une
augmentation du taux de mortalité dans d’autres types de cancers comme le cancer du poumon non
a petites cellules, le neuroblastome, I’astrocytome et le carcinome squameux de la téte et du cou

(Bertout et al., 2008; Semenza, 2010).

L’hypoxie tumorale est également un facteur de résistance aux thérapeutiques anti-cancéreuses
comme la chimiothérapie ou la radiothérapie. Ainsi, de nombreuses tumeurs traitées par
radiothérapie ont un contrdle local significativement diminué lorsque leur pression partielle
d’oxygéne, pO,, est réduite. En effet, pour certains cancers comme les cancers gynécologiques, des
voies aéro-digestives supérieures ou des tumeurs cérébrales, la radiothérapie est souvent la base du
traitement. Toutefois, certaines de ces tumeurs, en particulier les glioblastomes, qui sont des
tumeurs cérébrales extrémement agressives, sont des tumeurs trés hypoxiques qui récidivent dans
les champs d’irradiation malgré un traitement bien conduit associant chirurgie et radiothérapie (Brat
and Mapstone, 2003; Kaur et al., 2005) ou associant la radiothérapie et la chimiothérapie a visée
radiosensibilisante (Stupp et al., 2005). Dans les études précliniques, I'inhibition de l'activité de
HIF-1 a montre des effets remarquables sur la croissance tumorale. Des études visent donc a
identifier des inhibiteurs de HIF-1 et a tester leur efficacité en tant qu'agents thérapeutiques
anticancéreux (Semenza, 2003). Ces derniéres années, de nombreux travaux de recherche se sont
d’autre part intéressés a 1’étude des mécanismes régulant I’hypoxie tumorale, ceci dans le but de
mettre a jour de nouvelles cibles susceptibles de réduire cette hypoxie tumorale, ré-oxygener les

tumeurs et ainsi augmenter I’efficacité des thérapeutiques anticancéreuses.

4. Hypoxie et mélanome
L’hypoxie joue aussi un réle dans le développement du mélanome cutané. La perte de I’expression
du gene MITF (microphthalmia transcription factor) en hypoxie, qui est un facteur de transcription
impliqué dans la différenciation du mélanocyte, représente un événement important dans la
progression du mélanome cutané vers le stade métastatique (Cheli et al., 2012). En effet, I’hypoxie
favorise 1’apparition de cellules tumorales avec un phénotype indifférencié plus invasif (Chang et

al., 2008).
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5. Effet du stress hypoxique sur la réponse immune antitumorale
Le stress hypoxique joue clairement un r6le crucial dans I’échappement immunitaire des cellules
tumorales par différents mécanismes en favorisant une immunosuppression locale et en inhibant les
fonctions des cellules immunitaires effectrices en les rendant anergiques (Hasmim et al., 2015). Ci-
dessous, je détaillerai 1’effet du stress hypoxique sur les effecteurs cytotoxiques et sur les cellules
immunosupressives notamment les cellules myéloides suppressives et les macrophages associés aux

tumeurs.

5.1. Effet de I’hypoxie sur les effecteurs cytotoxiques
Balsamo et ses collegues ont montré que les cellules NK s'adaptent au stress hypoxique en
augmentant 1’expression de HIF-1a. Ces travaux ont démontré que sous hypoxie, les cellules NK
perdent leur capacité a augmenter l'expression de surface des récepteurs activateurs NKp46,
NKp30, NKp44 et NKG2D en réponse a I’IL-2 ou a d'autres cytokines activatrices (IL-12, IL-15 et
IL-21). Ces caractéristiques phénotypiques altérées sont corrélées a des réponses réduites aux
signaux d'activation, ce qui entraine une diminution de la susceptibilité des cellules cibles tumorales
a la lyse médiée par les NK (Balsamo et al., 2013). L'accumulation des données expérimentales et
cliniques indique également que plusieurs mécanismes de suppression des fonctions immunitaires
sont induits dans le MET. Une plus grande attention a été récemment portée sur les mécanismes par
lesquels le stress hypoxique au niveau du microenvironnement tumoral altére la susceptibilité des
cellules tumorales a la lyse médiée par les cellules immunitaires. Il a été montré dans notre équipe
que I'exposition des cellules tumorales a I'nypoxie inhibe la lyse spécifique induite par les CTL par
un mécanisme impliquant une translocation nucléaire de HIF-1a, la phosphorylation de STAT3 et la
sécrétion de VEGF par les cellules tumorales (Noman et al., 2009). Le « silencing » de STAT3
abouti ainsi a I’inhibition de HIF-1a et a une restauration significative de la sensibilité de la cellule
cible a la destruction induite par les CTL dans des conditions hypoxiques par un mécanisme
impliquant, du moins en partie, la régulation négative de la phosphorylation de AKT. De plus, il a
été montré récemment que 1’autophagie médiée par 1’hypoxie au niveau des cellules tumorales
induit une resistance aux CTL (Noman et al.,, 2011a). Une autre étude dans le laboratoire a
également montré que le miR-210 régulé par I'nypoxie dans le cancer du poumon et le mélanome,
diminue la susceptibilité des cellules tumorales a la lyse médiée par les CTL (Noman et al., 2012).
De plus et de maniére intéressante, il a été montré que I'hypoxie pouvait altérer la sensibilité des
cellules du cancer du sein a la lyse médiée par NK in vitro par l'activation de l'autophagie. Cette
déficience n'est pas liée a un défaut de reconnaissance des cellules cibles par les cellules NK mais a
la dégradation du granzyme B sécrété par les cellules NK dans des autophagosomes présents au

niveau des cellules tumorales hypoxiques. L'inhibition de I'autophagie en ciblant beclinl (BECN1)
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entraine ainsi la restauration des taux de granzyme B dans des cellules hypoxiques in vitro et induit
une régression tumorale in vivo en facilitant la destruction des cellules tumorales induite par les
cellules NK (Baginska et al., 2013).

5.2. Effet de ’hypoxie sur les cellules myéloides suppressives
L’hypoxie oriente les cellules myéloides vers un phénotype immunosuppresseur. Les zones
hypoxiques au niveau des tumeurs solides sont infiltrées par un grand nombre de cellules
immunosuppressives, telles que les MDSCs (Noman et al., 2011b). Récemment, notre équipe a
montré que l'expression de PD-L1 par les MDSCs en hypoxie augmente la tolérance des
lymphocytes T. L’expression de PD-L1 est plus forte a la surface des MDSCs infiltrant la tumeur
que des MDSCs spléniques, et il a été montré que I'hypoxie pouvait augmenter de maniére
importante le taux d’expression de PD-L1 & la surface des MDSCs isolées a partir de la rate dans
différentes tumeurs murines (Noman et al., 2014). De plus, il semble que HIF-1a soit un régulateur
majeur de ’expression de 'ARNm et de la protéine PD-L1 en se liant directement a 1’élément de
réponse a I'hypoxie present au niveau du promoteur proximal de PD-L1 (Barsoum et al., 2014).
Finalement, ces travaux ont montré que les fonctions immunosuppressives amplifiées des MDSCs
en conditions hypoxiques (augmentation de la sécrétion d'IL-6 et d'IL-10), peuvent étre abrogées
apres blocage de PD-L1 (Noman and Chouaib, 2014; Noman et al., 2014).

5.3. Effet de I’hypoxie sur les macrophages associés aux tumeurs

Les macrophages constituent une composante principale de l'infiltrat immunitaire dans les tumeurs
solides (comme détaillé précédemment) (Corzo et al., 2010). Les TAMs sont préférentiellement
situés au niveau des zones hypoxiques de la tumeur et des zones ou s’accumulent HIF-1 et HIF-2
(Chaturvedi et al., 2014; Lewis et al., 2000). La contribution de HIF-1 et HIF-2 dans la régulation
de l'expression génique au niveau des TAMs n’est pas tout & fait claire. Cependant, des études
rapportent le réle de HIF-1 et HIF-2 dans la promotion des propriétés angiogéniques des
macrophages (Werno et al., 2010). HIF-1a a été aussi rapporté comme étant crucial pour l'inhibition
des fonctions des cellules T médiée par les macrophages dans des conditions hypoxiques (Doedens
et al., 2010). De plus, dans les zones hypoxiques de tumeurs, les TAMs régulent aussi I'expression
de MMP7 (Burke et al., 2003). MMP7 est connue pour cliver FasL a la surface des cellules
effectrices avoisinantes, ce qui rend les cellules tumorales moins sensibles a la lyse par les cellules
NK et les lymphocytes T (Fingleton et al., 2001).
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6. Les approches thérapeutiques

Contrecarrer le microenvironnement hypoxique et les facteurs inductibles par I'hypoxie est sans
doute l'une des approches thérapeutiques antitumorales les plus attrayantes (Wigerup et al., 2016).
Plusieurs approches pour cibler les cellules tumorales hypoxiques ont été proposées, y compris la
thérapie genique, les bactéries anaerobies recombinantes, les promédicaments activés par I'nypoxie,
le ciblage spécifique de HIF ou le ciblage des voies importantes dans les cellules hypoxiques telles
que les voies mTOR et UPR (Melillo, 2007; Wilson and Hay, 2011).

e Les promédicaments activés par I'hypoxie

Un promédicament est un composé inactif qui peut étre converti en substances
pharmacologiquement actives soit spontanément ou via des voies métaboliques spécifiques. Une
facon d'exploiter I'hypoxie tumorale a été de concevoir des promédicaments qui sont activés dans
des tissus hypoxiques et vont sélectivement tuer les cellules tumorales dans ces zones. Plusieurs

promédicaments sont ainsi en essais précliniques et cliniques (Denny, 2000).
e Les médicaments ciblant les voies de signalisation induites par I’hypoxie

Les stratégies pour agir sur le microenvironnement hypoxique incluent le ciblage direct de
HIF notamment en bloquant son expression par 'utilisation d’inhibiteurs de la topoisomérase I (ex.
topotécan) (Rapisarda et al., 2002), en diminuant son expression par des drogues (ex. digoxin)
(Zhang et al., 2008) ou en induisant sa dégradation par des mécanismes indépendants de VHL (ex.
inhibiteurs de HSP90) (lIsaacs et al., 2002). De plus I’activité de HIF peut étre bloquée par des
molécules inhibitrices (ex. YC-1) (Chun et al., 2001) ainsi qu’en utilisant des inhibiteurs de la
dimérisation de HIF-a et HIF-B (ex. acriflavine) (Lee et al., 2009). Le ciblage indirect de HIF est
également possible par le ciblage des voies de signalisation en aval de HIF. Ainsi les thérapies anti-
VEGF grace a des anticorps monoclonaux ciblant le VEGF (bevacizumab) ou grace a des molécules
inhibitrices ciblant le récepteur du VEGF ont montré un avantage clinique dans les cancers avancés.
Enfin, I’utilisation d’inhibiteurs non sélectifs qui ciblent plusieurs voies, y compris les voies de

HIF, pourrait constituer une thérapie anti-tumorale intéressante (Ellis and Hicklin, 2008).
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OBJECTIFS DES TRAVAUX

Comme décrit dans I’introduction, les fibroblastes associés aux cancers sont particulierement
relevants en ce qui concerne 1’interaction cellules tumorales-stroma et par conséquent jouent un réle
majeur dans la progression tumorale en sécrétant divers facteurs. Il a notamment été démontré que
les CAFs augmentent I’angiogenese tumorale et favorisent I’invasion et les processus
métastasiques. Au cours des derniéres années, les CAFs ont également été impliqués dans la
modulation de la réponse immune anti-tumorale, en particulier par la sécrétion de facteurs
immunosuppresseurs dans le microenvironnement tumoral. Ces CAFs peuvent ainsi potentiellement
affecter a la fois la réponse immune anti-tumorale innée et adaptative de maniére directe et indirecte
dans le microenvironnement tumoral en augmentant par exemple le recrutement de cellules
myéloides suppressives (MDSC) ou en augmentant le nombre de lymphocytes T régulateurs au sein
de la tumeur ainsi qu’en diminuant le potentiel lytique des effecteurs cytotoxiques anti-tumoraux
NK. De ce fait, les CAFs agissent globalement sur les différentes composantes de la réponse
immune anti-tumorale. Néanmoins, 1’influence de ces CAFs sur la susceptibilité des cellules
tumorales a la lyse médiée par ces mémes effecteurs n’a jamais été étudiée. Dans un modele de
mélanome, mon premier objectif de these a donc été de déterminer si les CAFs influencent
négativement la lyse des cellules tumorales par les effecteurs cytotoxiques, et d’identifier les
mécanismes y étant associés. La stratégie adoptée a été d’isoler des CAFs grace a des biopsies de
mélanome et de genérer des milieux conditionnes a partir des cultures primaires de ces cellules, qui
ont été ensuite utlisés pour traiter des cellules tumorales de mélanome avant de tester leur sensibilité

a la lyse induite par les cellules NK.

De plus, je me suis intéressée a une autre composante majeure du microenvironnement tumoral qui
est I’hypoxie. En effet, comme mentionné dans I’introduction, les tumeurs solides sont souvent
caractérisées par leur vascularisation trés hétérogéne, et contiennent donc de larges régions ayant
une faible pression partielle en oxygene. L hypoxie influence ainsi plusieurs parametres biologiques
pouvant modifier le potentiel malin de la tumeur et sa résistance aux thérapies anti-tumorales. Au
niveau cellulaire, I’hypoxie par I’intermédiaire de voies de réponses spécifiques, comme celle des
protéines de la famille HIF, induit 1’activation de plusieurs voies de signalisation, régulant de
nombreux processus cellulaires tels que 1’angiogenése, le métabolisme, la prolifération cellulaire ou
I’apoptose. L’hypoxie joue également un réle dans la modulation de la réponse immune anti-
tumorale notamment au niveau des macrophages, cellules myéloides immunosuppressives, cellules
Treg et des «immune checkpointsy. Néanmoins, I’effet de I’hypoxie sur les capacités

immunosuppressives des CAFs n’avait également pas encore été documenté. Compte tenu de ces
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données, mon second objectif de thése a été de déterminer I’effet du dialogue entre hypoxie et
CAFs sur les capacités immuno-modulatrices de ces derniers. La stratégie adoptée a été a nouveau
d’isoler des CAFs grace a des biopsies de mélanome puis de les placer en conditions hypoxiques
avant d’analyser leur profil transcriptomique et de focaliser 1’analyse bio-informatique sur les génes

sur-exprimés possédant une activité immuno-modulatrice potentielle.

98



Resultats



I. Mise en évidence de ’effet délétére des fibroblastes associés au mélanome
et de leur sécrétion de métalloprotéinases matricielles sur la susceptibilité

des cellules tumorales a la lyse par les effecteurs cytotoxiques NK
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RESUME

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a I’influence des fibroblastes associés au
cancer sur la modulation de la susceptibilité des cellules tumorales a la lyse médiée par les
effecteurs cytotoxiques (en particulier les cellules NK) et a I’identification des mécanismes associés
a cette modulation de la cytotoxicité.

Pour ce travail, nous avons choisi comme modéle d’étude le mélanome. Grace a des biopsies
tumorales de patients atteints de mélanome, nous avons généré des cultures primaires de CAFs a
partir desquelles nous avons obtenu des milieux conditionnés que nous avons utilisé pour étudier
I’influence du secrétome des CAFs sur la susceptibilité des cellules tumorales de mélaonome a la
lyse induite par les cellules NK. De maniere intéressante, nos resultats ont montré que les
fibroblastes associés au melanome diminuent la sensibilité des cellules tumorales de mélanome a la
lyse induite par les NK par une sécrétion élevée de métalloprotéinases matricielles actives que nous
avons mesuré par une approche de FRET dans les milieux conditionnés. De plus, nous avons
montré que cette sécrétion de MMPs réduit l'expression par «shedding » de deux ligands du
récepteur activateur NKG2D, a savoir MICA/B, a la surface des cellules tumorales et diminue par
conséquent l'activite cytotoxique des cellules NK dépendante de NKG2D. De plus, cette réduction
de I’activation des cellules NK face a leurs cellules tumorales cibles se traduit également par un
défaut de production d’IFN-y.

Nos données démontrent donc que les CAFs peuvent altérer la susceptibilité des cellules tumorales
de mélanome aux cellules tueuses, et que ces CAFs sont donc un déterminant important de

I'altération de la réponse immunitaire antitumorale.
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ABSTRACT

Cancer-associated fibroblasts (CAFs) play a central role in the complex process of
tumor-stroma interaction and promote tumor growth. Emerging evidences also suggest
that these fibroblasts are involved in the alteration of the anti-tumor immune response
by impacting several immune cell populations, especially through their secretion of
pro-inflammatory and immunosuppressive factors in the tumor microenvironment.
However, the underlying immuno-modulating mechanisms triggered by these
fibroblasts are still only partially defined. In this study, we provide evidence that
melanoma-associated fibroblasts decrease the susceptibility of melanoma tumor cells
to NK-mediated lysis through the secretion of active matrix metalloproteinases. This
secretion reduces the expression of the two NKG2D ligands, MICA/B, at the surface
of tumor cells and consequently decreases the NKG2D-dependent cytotoxic activity
of NK cells against melanoma tumor cells. Together, our data demonstrate that the
modification of tumor cell susceptibility to killer cells is an important determinant of
the anti-tumor immune response alteration triggered by CAFs.

INTRODUCTION

Over the past decade, the tumor microenvironment
has gained much attention as a critical determinant of
tumor progression and clinical outcome [1-3]. Among the
stromal cells, activated fibroblasts that share similarities
with fibroblasts stimulated by inflammatory signals
or activated during a wound healing process, termed
cancer-associated fibroblasts (CAFs), play a critical role
in the complex process of tumor-stroma interaction [4, 5].
CAFs, one of the prominent stromal cell population

in most types of human carcinomas, are a-SMA
(alpha-smooth muscle actin) positive, spindle-shaped
cells, who differentiate and proliferate in the tumor
microenvironment in a transforming growth factor-f
(TGF-B), platelet-derived growth factor (PDGF) and
fibroblast growth factor (FGF)-dependent manner from
other cell types such as resident fibroblasts, mesenchymal
stem cells, endothelial and epithelial cells [5-9]

In the tumor stroma, CAFs play an important
role by directly interacting with tumor cells and by the
secretion of extracellular matrix proteins (i.e. collagen),
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matrix metalloproteinases (MMPs), proteoglycans (i.e.
laminin), chemokines (i.e. CXCL12/SDF1), vascularisation
promoting proteins (i.e. VEGF) and other factors which
affect tumor cells proliferation, invasiveness, survival and
stemness (i.e. TGF-) [5, 10-15]. Consequently, CAFs are
a key determinant in tumor growth, angiogenesis, cancer
stemness, extracellular matrix remodeling, tissue invasion,
metastasis and even chemoresistance [5, 16—18].

During the past few years, it has also been either
directly demonstrated or suggested that these activated
tumor-associated fibroblasts can affect both the innate and
the adaptive antitumor immune response, especially by the
secretion of pro-inflammatory and immunosuppressive
factors in the tumor microenvironment [19, 20]. In this
regard, the secretion of TGF-B by CAFs potentially
affects several immune cell populations [21], including
dendritic cells (by inhibiting their migration, maturation
and antigen presentation capabilities [22]), regulatory
T cells (Tregs) (by increasing their number within the
tumor microenvironment through the induction of
FOXP3 expression [23]), cytotoxic T lymphocytes (CTL)
(by interfering with their function and frequency
within the tumor [24, 25]) and natural killer (NK) cells
(by attenuating their interferon-y (IFN-y) production and
their expression of NK-activating receptors including
NKG2D, NKp30 and NKp44 [26-28]). Similarly, CAFs are
a source of VEGF, which is known to affect dendritic cell
function, to inhibit the migration of CTL to the tumor and
to increase the infiltration of Tregs and immunosuppressive
myeloid-derived suppressive cells (MDSC) within the
tumor [29]. Moreover, the secretion of several chemokines
by CAFs (including CXCL12/SDF1 and CCL2/MCP-1)
can potentially attract macrophages in the tumor
microenvironment and induce their differentiation into an
M2 immunosuppressive phenotype [30, 31], and also allow
the recruitment of immunosuppressive MDSC populations
in the stroma [32, 33]. Finally, studies involving melanoma,
hepatocellular and colorectal carcinoma-derived fibroblasts
have shown that CAFs can decrease the expression of
several NK activating receptors (including NKp30, NKp44
and NKG2D) on the NK cell surface through the secretion
of prostaglandin E2 (PGE2) and/or indoleamine-2,3-
dioxygenase (IDO) [34-36] leading to an attenuate cytotoxic
activity of NK cells against their tumor target cells.

These findings highlight the action of CAFs
on various immune cell populations involved in the
antitumor immune response. However, direct evidence
supporting that CAFs also interfere with the tumor cell
susceptibility to CTL or NK cell-mediated lysis is still
lacking. In this study, we found that melanoma-associated
fibroblasts decrease the susceptibility of melanoma tumor
cells to NK-mediated lysis through the secretion of
high levels of active MMPs, which reduce the NKG2D-
dependent cytotoxic activity of NK cells by inducing the
shedding of two NKG2D ligands, MICA/B, at the surface
of tumor cells.

RESULTS

Phenotypic characterization of human
fibroblasts isolated from melanoma and normal
skin

In order to study the role of melanoma-associated
fibroblasts on the modulation of melanoma tumor cell
susceptibility to NK cell-mediated lysis, we established
four CAFs and three normal skin fibroblasts (NF)
primary cell populations from melanoma patient’s tumor
resection and from normal skin (Table 1). The adherent
cells, which display a fibroblast-like morphology (i.e.
elongated cells with cytoplasmic extensions) (Figure 1A)
were further characterized by flow cytometry and
fluorescence microscopy. Both melanoma and normal
skin-derived cell populations express the fibroblastic
marker FSP-1 (Fibroblast Specific Protein-1) and the
mesenchymal marker vimentin, but not the epithelial
marker E-cadherin, the endothelial marker CD31, the
hematopoietic marker CD34 or the leukocyte marker
CD45 (Figure 1B). Moreover, the melanoma-derived
fibroblasts (CAF1-4) exhibit an activated phenotype
as shown by a higher a-SMA expression compared
to the fibroblasts derived from normal skin (NF1-3)
(Figure 1C-1D). These observations indicate that
these cell populations are mainly fibroblasts, with
minimal contamination with epithelial, endothelial or
hematopoietic cells, and confirm the previously described
different activation level between tumor-derived and
normal fibroblasts.

Melanoma-associated fibroblasts decrease tumor
cell susceptibility to NK-mediated lysis

The pro-tumorigenic activity of CAFs includes
direct cellular interactions and mostly paracrine effects
affecting different cell types present in the tumor
microenvironment. To investigate the effect of melanoma-
derived CAFs on melanoma tumor cell susceptibility to
NK cell-dependent killing, focusing on their “secretome”,
we generated conditioned medium (CM) from the culture
supernatants of melanoma-derived fibroblasts (CAF1-4)
and normal skin-derived fibroblasts (NF1-3) and used
them to treat a melanoma tumor cell line establish from
a tumor biopsy (T1) during 48 hrs. The lysis of T1 target
cells by the NK92 clone was thus strongly decreased after
pre-treatment with the CAF1-4 CMs while NF1-3 CMs
have no effect (Figure 2A—2C). To confirm these results,
we used NK cells isolated from two different healthy
donor’s peripheral blood (NKd1 and NKd2) to test their
lytic potential against the T1 melanoma target cells pre-
treated with the CAF1,3,4 and NF2,3 CMs. As expected,
the NKdI or NKd2-mediated lysis of T1 target cells was
also strongly decreased after pre-treatment with the CAF1-
4 CMs while NF2-3 CMs have no effect (Figure 2D-2F).
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Table 1: List of the different fibroblast populations

Primary fibroblast culture Origin Stade
NF1 Normal skin -
NF2 Normal skin -
NF3 Normal skin -
CAF1 Melanoma Metastatic
CAF2 Melanoma Metastatic
CAF3 Melanoma Metastatic
CAF4 Melanoma Primitive

NF: normal fibroblast. CAF: cancer-associated fibroblast.

00 Phase Contrast >

FSP-1 Vimentin  E-cadherin CD31 CD34 CD45

NF1 933 +/-3.8 929+/-69 09+/-0.1 14+/-01 14+/-05 1.9+/-01
NF2 97.6+/-0.6 93.5+/-6.2 19+/-21 14+4/-05 14+/-0.7 09+/-01
NF3 89.8 +/-4.5 86.4 +/-125 08+/-0.6 0.8+/-0.5 1.2+/-0.5 1.3+/-0.4
CAF1 935+4/-24 732+/-93 23+/-0.7 34+/-0.3 23+/-0.3 2.4+/-0.5
CAF2 94.7 +/-0.7 84.0+/-4.0 09+/-0.1 27+/-05 24+/-05 0.7+/-0.3
CAF3 949+/-49 843+/-66 33+/-26 26+/-08 24+/-05 0.9+/-0.1
CAF4 89.8+/-0.3 84.1+/-49 22+/-0.1 11+/-02 12+/-0.2 05+/-0.2

NF1 NF2 NF3

()

CAF1 CAF2 CAF3 CAF4

aSMA

Vimentin

E 5 ‘- N ST
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+
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>
[of . =
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D
NF1  NF2 NF3 CAF1 CAF2 CAF3 CAF4
a-SMA |
Vimentin |
Normalized
o-SMA/vimentin  1.00 1.10 1.15 292 321 371 3.30
ratio (A.U.)

Figure 1: Phenotypes of fibroblasts derived from melanoma and normal skin. (A) Morphology of the different fibroblastic
primary cultures by phase contrast microscopy. (B) Expression of the fibroblastic, mesenchymal epithelial, endothelial, hematopoietic or
leukocytic markers FSP-1, Vimentin, E-cadherin, CD31, CD34 or CD45 by the different isolated fibroblast populations. Data are expressed
as the percentage of positive cells + s.d. from three independent flow cytometry experiments. (C—D) CAFs isolated from melanoma
patient’s tumor biopsies display an activated phenotype. The expression of the activation marker a-SMA, together with the mesenchymal
marker Vimentin, was evaluated by fluorescence microscopy (C) and western blot (D). CAFs express more a-SMA than normal skin
fibroblasts. The a-SMA/Vimentin ratio from (D) was calculated by densitometry and normalized to “1” in NF1 cells (A.U.: arbitrary units).
Data (C-D) are representative of three independent experiments. Scale bars (A, C): 50 um
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Similar results were also obtained using the melanoma
tumor cell line WM17-16 and NKd1 effector cells
(Supplementary Figure 1).

We then tested whether CAF CMs affect NK cells
adhesion to T1 target cells by measuring the immune
conjugate formation between T1 cells and NK92 effector
cells. CAF or NF CMs-pretreated (48 hrs) or control T1
target cells and NK92 were respectively stained with the
lypophilic dyes DiO or DiD and conjugates formation was
measured by flow cytometry after 30 min of co-culture.
No significant differences were observed for the formation
of immune conjugates between NK92 cells and T1 control
cells or T1 target cells pretreated with either the CAFs or
the NFs CMs (Supplementary Figure 2A—2B). To further

confirm these results, we also evaluated ICAM-1/CD54
expression at the surface of T1 targets cells, since its
interaction with LFA-1 contributes to NK cells adhesion
to targets cells. Consistently with the lack of difference
in the formation of immune conjugates between NK92
cells and T1 control cells or T1 target cells pretreated
with either the CAFs or the NFs CMs, ICAM-1 surface
expression was similar in either control or CMs-treated T'1
cells (Supplementary Figure 2C). Because the lysis of the
T1 tumor target cells by the NK92 clone and by NK cells
isolated from healthy donor’s is mainly mediated by the
Perforin/Granzymes (PFN/Gzms) pathway, as shown by
abrogation of NK92 and NKds cytotoxicity after treatment
with concanamycin A (CMA) which inhibits cytotoxic
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Figure 2: Conditioned media from melanoma-associated fibroblasts decrease the susceptibility of tumor cells to
NK-mediated killing. (A—C) The lysis of the T1 melanoma cell line, untreated (Ctrl) or pre-treated during 48 hrs with the conditioned
media (CM) of CAFs (CAF1-4) (A) or normal skin fibroblasts (NF1-3) (B) by the NK92 clone was evaluated by *'Cr release assays at
different effector:target (E:T) ratios. Data are the mean + s.d. from five independent experiments. Experiments in (A—B) were performed at
the same time but separated in two different panels. (C) represents the mean + s.d. of all the NK92-mediated lysis experiments from (A—B)
using the CAFs or NFs pre-treatments of the T1 tumor cell line. (D-E) The lysis of the T1 melanoma cell line, untreated (Ctrl) or pre-
treated during 48 hrs with the conditioned media (CM) of CAFs (CAF1, 3 or 4) or normal skin fibroblasts (NF2-3) by the NK cells isolated
from two healthy donors (NKd1 and NKd2) was evaluated by !Cr release assays at different effector:target (E:T) ratios (D-E). Data are
the mean =+ s.d. from three independent experiments. (F) represents the mean + s.d. of all the NKd-mediated lysis experiments from (D-E)
using the CAFs or NFs pre-treatments of the T1 tumor cell line. P values (C—D) were determined by unpaired two-tailed student’s #-test
comparing the control and CAFs CM pre-treatments. (*p < 0.05; **p < 0.001)
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granules exocytosis (Supplementary Figure 3A), we also
tested whether the CAFs or the NFs CMs alter T1 tumor
cell susceptibility to PFN/Granzyme B (GzmB)-induced
cell death by measuring the activation of effector caspases
in either control or CMs-pre-treated cells. We used a flow
cytometry-based assay using M30-FITC mAbs to detect a
caspase-3 cleavage product of cytokeratin 18 (CK18) [37,
38]. Again, no significant differences were observed for
PFN/GzmB-induced apoptosis between T1 control cells
or T1 cells pre-treated with either the CAFs or the NFs
CMs (Supplementary Figure 3B). Together, these results
indicate that melanoma-associated fibroblasts protect
melanoma tumor cells against NK-mediated cytotoxicity
by a mechanism which is not associated with an alteration
of tumor cell recognition or with a decrease of tumor cell
susceptibility to PFN/GzmB-induced cell death.

Melanoma-associated fibroblasts decrease
MICA/B expression on tumor cells

NK cell functions are regulated by a balance of
activating and inhibiting signals triggered by membrane
receptors expressed by NK cells and their corresponding
ligands expressed by target cells [39]. Among these
receptors, the activating receptor NKG2D/CD314 is of
major importance for NK cell activation and cytotoxic
or secretory functions [40]. NKG2D (Natural Killer
Group 2 member D) recognizes ligands from the MIC
(MHC class I chain-related protein) and ULBP (HCMV
ULI16-binding proteins) families which appear on the
surface of stressed, transformed or infected target cells. In
humans, there are currently eight known members of the
MIC and ULBP families: MICA, MICB and ULBP 1-6
[40]. In order to determine whether an alteration of the
NKG2D/NKG2D ligands activating pathway might be
involved in the decreased susceptibility of melanoma tumor
cells to NK-mediated lysis following CAFs CMs treatment,
we first determined whether this pathway is involved in
NK-mediated killing of the T1 cell line. All NK effector
cells used in this study (NK92, NKd1 and NKd2) expressed
the NKG2D receptor (Supplementary Figure 4A).
Moreover, the use of an anti-NKG2D blocking mAb
strongly decreased NK92-, NKdI- and NKd2-mediated
killing of T1 melanoma cells (Supplementary Figure 4B),
demonstrating that NKG2D is an important determinant
for the lysis of T1 cells by NK cells. We then tested the
NKG2D ligands expression at the surface of T1 melanoma
cells and investigated whether the pre-treatment of these
cells with CAFs or NFs CMs can alter their membrane
expression. T1 cells strongly express MICA/B and
ULBP2/5/6, very slightly express ULBP1 and are negative
for ULBP3 and ULBP4 (Figure 3). Importantly, the pre-
treatment of T1 cells with the CAFs or NFs CMs does
not modify ULBPs surface expression (Figure 3A, 3C),
but the pre-treatment of T1 cells with the CAFs CMs
strongly decreases MICA/B membrane expression,

while the NFs CMs have no effect (Figure 3A-3B).
Furthermore, we evaluated by ELISA the presence of
soluble MICA (sMICA) or MICB (sMICB) in tumor
cell supernatants following treatment with the CAFs
CMs. The concentration of both sMICA and sMICB
were thus significantly increased in the supernatant of
T1 melanoma tumor cells after treatment with the CAF1-
4 CMs compared to control cells (Figure 3D). Together,
these results suggest that melanoma-associated fibroblasts
protect melanoma tumor cells against NK-mediated
cytotoxicity by the secretion of soluble factors leading to
a decrease of MICA/B expression at the surface of tumor
cells, most likely by a mechanism which involved MICA
and MICB shedding at the melanoma tumor cell surface.

The secretion of high levels of active matrix
metalloproteinases by melanoma-associated
fibroblasts is associated with the decrease of
MICA/B expression on tumor cells

Although NKG2D ligands, including MICA and
MICB, are up-regulated during malignant transformation
in response to oncogenic activation, their expression
can be down-regulated both transcriptionally and non-
transcriptionally at the level of tumor cells to escape
antitumor the immune response [41]. For example, the
secretion of TGF-B or IFN-y down-regulates NKG2D
ligands transcription in tumor cell lines [42-44]. In
addition, several studies have reported that the secretion or
expression of MMPs by tumor cells (including the secreted
MMP-2, MMP-9 and the membrane type MMP-14)
can lead to the shedding of MICA/B at their surface [45-51].
MMPs belong to a group of 26 human zinc-binding
endopeptidases which are secreted or anchored to the cell
membrane and involved in the degradation of different
components of the extracellular matrix [52]. As such
MMPs play an important role in tumor cell migration and
invasion [53]. Importantly, CAFs also play an important
role in the modification of the extracellular matrix by
expressing a large variety of matrix remodeling enzymes
such as MMPs [16]. We thus hypothesized that high levels
of active MMPs secreted by our melanoma-associated
fibroblasts could induce the observed decrease of MICA/B
and shedding at the surface of the T1 melanoma tumor
cells. To wvalidate this hypothesis, we first evaluate
MMPs activity in the CAFs and NFs CMs. We used a
fluorescence-based assay to measure the activity of MMP-
1,2,3,7,8,9,12, 13, and 14. This assay is based on a
5-FAM/QXL520 fluorescence resonance energy transfer
(FRET) peptide as an MMP substrate. In the intact FRET
peptide, the fluorescence of 5-FAM is quenched by
QXL520. Upon cleavage into two separate fragments by
MMPs, the fluorescence of 5-FAM is recovered and can
be monitored. Using this approach, we showed that CAFs
CMs contain higher levels of active MMPs as compared to
the CMs of NFs. Moreover, the MMPs inhibitor GM6001
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(Galardin/Ilomastat) which inhibits the activity of secreted
MMP-1, 2, 3,7, 8, 9 and 12 strongly inhibits the MMPs
activity in these CAFs CMs (Figure 4A—4B). To validate
the implication of MMPs in the decreased membrane
expression of MICA/B on T1 tumor cells following
treatment with the CAFs CMs, CAFs CMs were then
pre-treated with 50 uM GM6001 during 15 min before
incubating T1 tumor cells with these CMs during 48 hrs.
Flow cytometry analysis revealed that GM6001 prevents
the decrease of MICA/B surface expression induced by the
CAFs CMs (Figure 5A-5B).

Together, these results indicate that melanoma-
associated fibroblasts secrete high levels of active MMPs
leading to a decrease of MICA/B expression at the
membrane of tumor cells.

The inhibition of matrix metalloproteinases
activity in melanoma-associated fibroblasts
conditioned media restores tumor cell
susceptibility to NK-mediated lysis

In order to validate the implication of MMPs in the
decreased susceptibility of T1 tumor cell susceptibility to
NK cell-mediated lysis following treatment with the CAFs
CMs, we next tested whether the restoration of MICA/B
expression in the presence of the MMPs inhibitor GM6001
can increase CAFs CMs-treated tumor cell-susceptibility
to NK cell-mediated killing. For this purpose, T1 tumor
cells were treated with control medium or CAFs CMs
in the presence or absence of 50 puM GM6001 during
48 hrs before measuring NK92 cell cytotoxic activity.
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Figure 3: Conditioned media from melanoma-associated fibroblasts decrease MICA/B expression at the surface of
tumor cells. (A—C) The expression of MICA/B, ULBP1, ULBP2/5/6, ULBP3 and ULBP4 was evaluated at the surface of T1 melanoma
cell line, untreated (Ctrl) or pre-treated during 48 hrs with the conditioned media (CM) of CAFs (CAF1-4) or normal skin fibroblasts (NF1-3).
Representative flow cytometry histograms (A) and mean + s.d. of percentage MICA/B (B) and ULPBs (C) positive cells from three
independent experiments are shown. Gray lines in A represent the isotype controls. (D) The shedding of MICA/B at the surface of T1 tumor
cells following a 48 hrs treatment with the conditioned media (CM) of CAFs (CAF1-4) or with control medium, was evaluated by ELISA
measuring soluble MICA (sMICA) and MICB (sMICB) concentration (pg/mL) in the cell culture supernatant. Data are represented as mean
concentrations =+ s.d. from two independent experiments performed in duplicate. P values (B-D) were determined by unpaired two-tailed
student’s -test.
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As previously described, the treatment of T1 tumor cells
with CAF1-4 CMs decreases their susceptibility to NK92-
mediated lysis. However, the presence of the MMPs
inhibitor GM6001 in the CAF1-4 CMs partially restores
(~50%) the killing of T1 tumor cells by the NK92 effector
cells (Figure 6A). To further validate these results, and
since NKG2D engagement by MICA/B not only triggers
the cytolytic activity of NK cells, but also their cytokine
production, we next evaluated IFN-y production by NK
cells isolated from a healthy donor (Nkd1) co-cultivated
with T1 melanoma target cells, pre-treated with CAFs
CMs or control medium, in the presence or absence of
GM6001. Similarly to NK-mediated lysis, the treatment
of T1 tumor cells with CAF1-4 CMs decreases the

induction of IFN-y production by NKd1 cells after 6 hrs
of co-culture (while NF1-3 CMs have no effect; Figure 6B
and data not shown). Moreover, the presence of the
MMPs inhibitor GM6001 partially restores the IFN-y
production (~70%) of NKd1 cells following incubation
with the CAF1-4 CMs-treated T1 target cells (Figure 6B).
Together, these results correlate with the restoration
of MICA/B expression at the surface of CAFs CMs-
treated T1 tumor cells following GM6001 treatment and
demonstrate that MMPs present in the CAFs CMs are, at
least partially, responsible for the decreased susceptibility
of melanoma tumor cell susceptibility to NK cell-
mediated lysis though a diminished NKG2D-dependent
NK cell activation.
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Figure 4: Conditioned media from melanoma-associated fibroblasts contain a high level of active matrix
metalloproteinases. The activity of MMPs was evaluated in the conditioned media (CM) of CAFs (CAF1-4) or normal skin fibroblasts
(NF1-3) in the presence or absence of the MMPs inhibitor GM6001 by measuring the fluorescence emission of a 5-FAM/QXL520 FRET
peptide as a MMP substrate. Fluorescence was measured every 10 min. A representative experiment performed in triplicate for each CMs is
displayed in (A). The relative mean fluorescence intensity + s.d of two independent experiments, measured at the indicated time (1, 4 and
8 hrs), is represented in (B). (A.U.: arbitrary units)
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DISCUSSION

NK cells can participate to the early immune
response against melanoma and contribute to the adaptive
immune response by the secretion of cytokines and by
the promotion of antigen-presenting cell maturation.
However, even if melanoma cells are often efficiently
recognized and killed by NK cells in vitro, melanomas
have developed multiple elaborated strategies to escape
from NK cell-mediated destruction in vivo [54, 55]. In
the present study, we provide evidence that fibroblasts
isolated from melanoma tumor biopsies strongly interfere
with melanoma tumor cell susceptibility to NK-mediated
lysis. This suppressive effect is largely dependent on high
levels of active MMPs released by melanoma-associated
fibroblasts and is specific of the fibroblasts present in the
tumor microenvironment because normal skin fibroblasts
only minimally affect melanoma tumor cell susceptibility
to NK-mediated killing.
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It is now well established that different soluble factors
released by tumor cells in the tumor microenvironment (i.e.
TGF-B, PDGF and FGF) locally activate fibroblasts which
acquire phenotypic and functional properties different from
their normal counterparts [5]. In particular, when exposed to
these stimuli, CAFs express proteases such as MMPs, which
can favor remodeling of the extracellular matrix (ECM)
and promote tumor invasion. Indeed, normal fibroblasts
continually regulate and restrain the change of the ECM in
healthy tissue by strictly controlling MMPs secretion and
membrane-type matrix metalloproteinases (MT-MMPs)
expression, thereby preventing the degradation of basement
membrane and consequently blocking a potential metastasis
process. On the opposite, soluble factors present in the tumor
microenvironment such as TGF-f, TNF-a, IL1p and FGF
promote the expression of MMPs by fibroblasts [56, 57].
Accordingly, we observed in our study that melanoma-
associated fibroblasts secrete high level of active MMPs
while normal skin fibroblasts only display minor MMPs
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Figure 5: The inhibition of MMPs activity in melanoma-associated fibroblasts conditioned media restores the
expression of MICA/B at the surface of tumor cells. The expression of MICA/B was evaluated at the surface of T1 melanoma
cells, untreated (Ctrl) or pre-treated during 48 hrs with the conditioned media (CM) of CAFs (CAF1-4) in the absence or presence of 50 uM
of the MMPs inhibitor GM6001. CAFs CMs or control medium were pre-treated with GM6001 during 15 min before starting the 48 hrs
incubation period. Representative flow cytometry histograms (A) and mean + s.d. of percentage MICA/B positive cells (B) from three
independent experiments are shown. P values (B) were determined by unpaired two-tailed student’s -test. (N.S: non significant; **p < 10-°).

Gray lines in A represent the isotype controls.
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activity in their CMs. Importantly, this high level of MMPs
activity in the CMs of melanoma-derived fibroblasts is
associated with the decreased susceptibility of melanoma
tumor cells to NK-mediated lysis, as shown by the use of
the pan-MMPs inhibitor GM6001 which restores melanoma

tumor cells susceptibility to NK-mediated killing in the
presence of melanoma-associated fibroblasts CMs. Of note,
the inhibition of MMPs activity in the CAFs CMs using
GM6001 is highly effective (Figure 4) but only partially
restores melanoma tumor cell susceptibility to NK-mediated

A 50 + —e— Ctrl 50 —e— Ctrl
B —a—CAF1CM B —s—CAF2 CM
S 401 —a—CAF1CM + GM-6001 S 40 —a— CAF2 CM + GM-6001
S 30 S 30
z <
< ] *k < *k
2 20 & S 20 .
g‘ 10. * g 10 *k
® 5 ] ® * ]
0 , . , : 0 , .
30:1 10:1 3:1 11 30:1 10:1 3:1 1:1
E:T Ratio E:T Ratio
50 1 —o—Ctrl 50 —e—Ctrl
T —a—CAF3 CM m —a— CAF4 CM
é 401 —&— CAF3 CM + GM-6001 TS) 40 —&— CAF4 CM + GM-6001
N 30 S 30
2 g .
€ 20 < 20
i) *k R *
2 10 1 : ** ES 10 *
= .| = ]
0 . : 0 .
30:1 10:1 3:1 1:1 30:1 10:1 3:1 11
E:T Ratio E:T Ratio
B p<0.0001
| l
p<0.0001
25 p<0.01 | |
| |
2
3 20
[$]
X
z
o 15
=
.‘%
o
o 10 .
5
zZ
[T
> 51
S
TNKd1 | NKd1 | NKd1 ' NKd1 ' NKd1 = NKd1 ' NKd1 = NKd1 ' NKd1 = NKd1
alone + + + + + + + + +
T1 T1/ T1/ T/ T/ T1/ T1/ T1/ T1/
CAF1 CAF2 CAF3 CAF4 CAF1 CAF2 CAF3 CAF4
cM cM cM cM CcM CcM cM cM
- GM6001 + GM6001
IFN-yMFI 817 1545 831 801 827 881 1320 1228 1374 1387
'r;\j ED5ﬁ+ +-247  +/-38  +/-250 +/-220 +/-273 +/-246 +/-216 +-152 +/-173 +/-175
cells

Figure 6: The inhibition of MMPs activity in melanoma-associated fibroblasts conditioned media partially restores
tumor cell susceptibility to NK cell-mediated lysis and interferon-g production by NK cells. (A) NK92-mediated lysis of the
T1 melanoma cell line, untreated (Ctrl) or pre-treated during 48 hrs with the conditioned media (CM) of CAFs (CAF1-4) in the presence
or absence of the MMPs inhibitor GM6001 was evaluated by *'Cr release assays at different effector:target (E:T) ratios. (B) The IFN-y
production by NK cells isolated from a healthy donor (NKd1) was measured by flow cytometry after 6 hrs co-culture with T1 tumor cells,
either untreated (Ctrl) or pre-treated during 48 hrs with the conditioned media (CM) of CAFs (CAF1-4) in the presence or absence of the
MMPs inhibitor GM6001.Co-cultures were performed in the presence of Brefedin-A to block the IFN-y secretion before CD56 and IFN-y
staining. The percentage of IFN-y positive NK cells is represented and the mean fluorescence intensity (MFI) of IFN-y in CD56 positive
NK cells is indicated below. Data (A—B) are the mean + s.d. from three independent experiments. P values were determined by unpaired
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attack (Figure 6A), suggesting that MMPs may not be the
sole factor involved.

With regard to the mechanism of inhibition, our data
provide evidence that melanoma-associated fibroblasts,
though the secretions of active MMPs, decrease MICA/B
expression at the surface of melanoma tumor cells. In our
model, this effect of melanoma-derived CAFs seems to
be specific to these two NKG2D ligands because ULPBs
expression is not affected, even if we cannot exclude that
the secretion of active MMPs or other factors by CAFs
might also influence the expression of other activating
receptor ligands (i.e. CD112, CD155, B7-H6, HLA-E)
which respectively bind to DNAM-1, NKp30 and
NKG2C. Nevertheless, because the activating receptor
NKG2D/NKG2DL pathway is of major importance for
NK activation, cytolytic functions and cytokine secretion,
the observed CAFs and MMPs-dependent decrease in
MICA/B expression at the surface of melanoma tumor
cells leads to a strong alteration of the NK cells cytotoxic
activity against their melanoma target cells, as well as
a diminished secretion of IFN-y by NK cells following
recognition of their targets. Remarkably, this phenomenon
seems to be conserved, as all the CAFs isolated from four
different melanoma patient’s tumor resection have the
same effect on NK cell-dependent killing. Nevertheless,
further studies will be needed to determine whether this
phenomenon might be extended to CAFs from other
tumor tissues. Of note, since NKG2D on some CD8" T
cells can trigger a co-stimulatory signal [58, 59], CAF-
dependent decrease of MICA/B expression at the surface
of melanoma tumor cells might also affect the T cell-
dependent immune response.

Regarding the mechanism of action of MMPs on
MICA/B, a few studies have reported that the secretion
or expression of these metalloproteinases by tumor
cells (including the secreted MMP-2, MMP-9 and MT-
MMP-14) can lead to the proteolytic cleavage/shedding
of MICA/B [45-51] and possibly ULBP2 and ULBP3
[60] at their surface. Based on our results, it is likely
that not only tumor cells can affect MICA/B membrane
expression by the secretion of MMPs, but also stromal
cells including CAFs. However, further studies will be
needed to identify the exact MMPs involved in this CAF-
dependent process. Nevertheless, because MT-MMP-14
is normally anchored to the plasma membrane by a trans-
membrane and intra-cytoplasmic domain, it is unlikely
that this MMP is, at least directly, involved in the shedding
of MICA/B in our study which uses CMs. Moreover,
GM6001 mostly inhibits the activity of secreted MMP-
1,2,3,7,8,9 and 12 and almost completely prevents
the shedding of MICA/B at the surface of tumor cells
treated with the CAFs CMs (Figure 5), suggesting
that one or several of these MMPs are involved.
Moreover, RT-qPCR experiments showed that CAF1-4
mostly expressed MMP1,2,3 and 9 at the mRNA level
(data not shown), narrowing the list of MMPs possibly

involved in the CAF CMs-dependent shedding of
MICA/B at the surface of melanoma tumor cells to
MMP1,2,3 and 9.

Finally, it is important to point out that a pioneer
study involving CAFs isolated from melanoma, but also
other studies involving hepatocellular and colorectal
carcinoma-derived fibroblasts, have shown that these cells
can decrease NKp30, NKp44, DNAM-1 and/or NKG2D
expression at the surface of NK cells, as well as PFN
or GzmB expression [34-36]. These effects seem to be
dependent, at least partially, on the secretion of PGE2 and
IDO by CAFs and lead to an attenuate cytotoxic activity
of NK cells against their tumor target cells. In this context,
these studies and our results highlight that the CAFs
secretome, especially in melanoma, profoundly alter the
NK-dependent antitumor immune response by different
mechanisms, including the secretion of active MMPs.
Further studies will be thus required to determine whether
the use of MMPs inhibitors [61] might improve the NK-
dependent control of tumor growth in preclinical models,
or might be helpful in combination with the current
immune-based anti-tumor/anti-melanoma therapies.

MATERIALS AND METHODS

Cell Lines

T1 and WM17-16 melanoma tumor cells were
grown in RPMI-1640/Glutamax™ supplemented with
10% FCS, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin
and 1% sodium pyruvate (Life Technologies). The T1
tumor cell line was established from the primary lesion of
a patient suffering from a melanoma [62]. The metastatic
melanoma cells WM17-16 were obtained from ATCC. The
NKO92 cell line and NK cells isolated from healthy donors
(NKd) with human CD56 positive selection kit (StemCell)
were cultured in RPMI 1640/GlutaMax™ supplemented
with 10% of FCS and 300 U/mL rhIL2 (Sanofi).

Isolation of melanoma-associated and normal
skin fibroblasts

A panel of 4 pathology-confirmed melanoma tumor
resections and 3 normal skin biopsies from healthy donors
was obtained in accordance with consent procedures
approved by the Gustave Roussy Institute. A mechanical
dissociation by cutting and scrapping the tissue into small
pieces (1-2 mm?®) was performed in a 10 cm culture plate.
The pieces were then distributed into a 24 wells plate and
fibroblast growth medium (DMEM-F12, 10% FCS, 100
U/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin) was then
added. After several days, outgrowth of tumor-derived
cells was observed. Tissue debris and non-adherent cells
were then removed and medium changed. After 5-7 days,
cells were trypsinized 2-3 min with 0.25% trypsin-EDTA
until the fibroblast population was released from the plate
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as visually assessed by microscopy, whereas tumor cells
were retained. The cell suspension was then centrifuged
and fresh culture medium was added before the transfer
into new wells. Because fibroblasts are highly adherents
to plastic, the medium was changed after 30 min to allow
the removal of the remaining tumor cells. Cells population
homogeneously displaying a fibroblast-like morphology
were then phenotypically characterized and assessed
for purity by the analysis of the indicated informative
markers.

Preparation of fibroblast-derived conditioned
media and treatment of the melanoma tumor
cells

CAFs or NFs were seeded at equal density
(2 x 10° cells/well in 12 well plates) and maintained in
culture during 48 hrs in DMEM/F12 medium supplemented
with 5% FCS. Culture supernatants were then collected
and centrifuged 15 min at 2,000 rpm to remove cell debris.
These supernatants, considered as conditioned media
(CM), were then immediately used or frozen at —20°C for
subsequent use. The treatment of T1 or WM17-16 tumor
cells with the CMs was performed during 48hrs.

Flow cytometry analysis

Phenotypic analyses of tumor cells, NK cells or
fibroblasts were performed by direct or indirect immuno-
staining. Briefly, 0.2 x 10 cells were stained with the
following Abs: rabbit anti-FSP-1/S100A4 mAb (clone
EPR2761, Abcam); rabbit anti-vimentin mAb (clone SP20,
Abcam); PE-conjugated mouse anti-human E-Cadherin/
CD324 mAb (clone 67A4, Biolegend); Alexa Fluor®
488-conjugated mouse anti-human CD31 (clone M89D3,
BD Pharmingen); FITC-conjugated mouse anti-CD34 mAb
(clone AC136, Miltenyi Biotec.); PE-conjugated mouse anti-
human CD45RO mAb (clone UCHL1, DakoCytomation);
PE-conjugated mouse anti-MICA/B mAb (clone 6D4;
Biolegend); PE-conjugated mouse anti-human ULBP-1
mAD (clone 170818); APC-conjugated mouse anti-human
ULBP-2/5/6 mAb (clone 165903); PE-conjugated mouse
anti-human ULBP-3 mAbD (clone 166510); PE-conjugated
mouse anti-human ULBP-4 mAb (clone 709116) (R&D
systems); mouse anti-ICAM-1/CD54(clone 25D7); PE-
conjugated mouse anti-NKG2D mAb (clone ON72,
Beckman Coulter); Alexa Fluor® 488-conjugated goat anti-
rabbit Ab (Life Technologies). For intracellular staining,
cells were fixed and permeabilized with CytoFix/CytoPerm
solution (BD Biosciences). Extracellular staining were
performed at 4°C. Acquisitions were performed using a BD
Accuri™ C6 flow cytometer (BD Biosciences) and data
were processed using the FlowJo program.

Fluorescence microscopy

Cells were grown on rat collagen-coated glass
coverslips (Sigma) and fixed for 20 min in PBS/2% PFA,
washed and incubated 20 min in PBS/50 mM NH4CI.
Cells were then washed with PBS, permeabilized for
5 min in PBS/0.2% Triton X-100. After 2 washes in PBS,
coverslips were placed in blocking solution (PBS/10%
FCS) for 30 min, washed once in PBS and incubated
for 1 hr at RT with mouse anti-a-SMA mAb (clone 4A4,
Abcam) and rabbit anti-Vimentin mAb (clone SP20,
Abcam) in incubation buffer (PBS/0.05% Triton X-100).
Cells were then washed 3 times with incubation buffer
and incubated 1 hr at RT with goat Alexa-Fluor 488 and
Alexa-Fluor 647-conjugated secondary antibody (Life
Technologies) in incubation buffer containing 5% FCS.
Cells were then washed 3 times in PBS and mounted in
Vectashield mounting medium (Vector Laboratories)
before imaging (IX83 microscope; Olympus) and analysis
(CellSense Dimension software, Olympus).

Western blot

Total cellular extracts were prepared by lysing cells
in RIPA buffer (Pierce) containing a cocktail of protease
inhibitors (Roche) and 2 mM sodium orthovanadate
before denaturation by boiling in Laemmli buffer and
SDS-PAGE separation on 4-20% precast gels (Biorad).
Blots were probed with the following Ab: anti-o-SMA
mouse mADb (clone 4A4, Abcam), anti-Vimentin rabbit
mAb (clone SP20, Abcam), HRP-conjugated anti-actin
mouse mAb (clone AC-74, Sigma), HRP-conjugated goat
anti-mouse or anti-rabbit Ab (Santa Cruz Bio.). Western
blot quantification was performed using the Image-J
densitometry software.

Chromium release assay

Cytotoxicity was measured by a 4 hr chromium
release assay as previously described [63]. Experiments
were performed in triplicate. Data are expressed as the
percentage of specific ’'Cr release from target cells,
calculated as (experimental release-spontaneous release)/
(maximum release-spontaneous release) x 100. In some
experiments, the inhibition of the PFN/Gzm-mediated
cytotoxic pathway was performed by using NK effector
cells pre-incubation for 2 hr with 100 nM concanamycin
A (CMA)(Sigma-Aldrich) (concentration of CMA during
lysis: 50 nM). The inhibition of the NKG2D-dependent
cytotoxic was performed by using NK effector cells
pre-incubation for 30 min with 0.5 pg/mL anti-NKG2D
blocking mAb (clone Bat-221; Miltenyi Biotec.) which
was maintained at the same concentration during lysis.
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Measurement and inhibition of MMPs activity in
conditioned media

The metalloproteinases activity in CAFs and NFs
CMs was measured using the fluorometric SensoLyte®
520 Generic MMP Activity Kit (AnaSpec) according to a
modified manufacturer protocol. Briefly, the supernatants
of CAFs or NFs (cultured during 48 hrs without FCS)
were collected and centrifuged for 10—15 min at 1,000 g
at 4°C. MMPs substrate and MMPs diluents were then
mixed together (50 pL) in a 96 wells plate before adding
50 uL of the freshly prepared CAFs or NFs CMs to
initiate the enzymatic reaction. Fluorescence was then
immediately measured and monitored every 10 min at
Ex/Em = 490/520 nm during 8 hrs using a FLUOstar
Optima microplate reader (BMG Labtech). In some
experiments, the MMPs inhibitor GM6001 (Galardin/
Ilomastat) (Santa Cruz Bio.) was used at 50 uM to pre-
treat the fibroblasts CMs during 15 min. GM6001 was
maintained at the same concentration during the 48 hrs
treatment of T1 target cells with the fibroblast CMs or
during the measurement of MMPs activity.

MICA and MICB ELISA

0.1 x 10° T1 target cells were treated in 12-w
plates during 48 hrs with 500 uL. DMEM/F12 medium
supplemented with 5% FCS (ctrl) or with the CAFs CMs.
The cell culture supernatants were then immediately
frozen at —80°C. Soluble MICA and MICB concentration
in these supernatants were independently measured by
ELISA (Thermo Scientific) according to the manufacturer
recommendations.

Analysis of IFN-y production by NK cells

T1 melanoma cell line, untreated or pre-treated during
48 hrs with the conditioned media of CAFs (CAF1-4)
in the presence or absence of the MMPs inhibitor GM6001
(50 uM) were co-cultivated during 6 hrs with resting
NK cells isolated from a healthy donor (NKd1) at the
effector:target ratio of 3:1. Co-cultures were performed in
the presence of 10 pg/mL Brefeldin-A (Sigma) to inhibit
IFN-y secretion. After 6 hrs, cells were harvested, washed
with PBS and stained on ice with A488-conjugated mouse
anti-CD56 mAb (clone B159; BD Biosciences). Cells
were then washed 3 times with PBS, permeabilized with
CytoFix/CytoPerm solution (BD Biosciences) and stained
with APC-conjugated mouse anti-IFN-y mAb (clone B27;
BD Biosciences) before flow cytometry analysis of IFN-y
positive cells, gating on CD56" NK cells.

Detection of effector /target cell conjugates

Control or CMs pre-treated T1 and NK92 cells were
respectively stained during 10 min with the lypophilic
dyes DiO or DiD (Molecular Probes) according to the

manufacturer’s instructions and washed 3 times with warm
culture medium. T1 target cells were then incubated with
NKO92 effector cells at the effector:target ratio of 3:1 in
Ca?" free medium (HBSS with 10 mM Hepes pH7.5, 0.4%
BSA) during 30 min at 37°C to allow conjugate formation
before flow cytometry analysis.

Apoptosis assays

To assess PFN/GzmB-dependent apoptosis, T1
cells incubated for 2 hr at 37°C with buffer or sublytic
PFN + 50 nM hGzmB, were analyzed for caspase
activation by flow cytometry using M30-FITC mAb
staining (M30 CytoDEATH, Roche) to detect an effector
caspase-cleavage product of cytokeratin 18, as previously
described [37, 38]. Native rat PFN was purified from
RNK16 cells and native hGzmB was purified from YT-
Indy cells as described [64].

Statistical analysis

Data are expressed as mean =+ standard deviation
(s.d.). P values were determined by unpaired two-tailed
student’s ¢ tests.

Abbreviations

CAF, Cancer-Associated  Fibroblast; CM,
Conditioned Medium; Gzm, Granzyme; [FN-y, Interferon
gamma; MICA/B, MHC class I polypeptide-related
protein A and B; MMP, Matrix metalloproteinase; NF,
Normal Fibroblast; NK, Natural Killer cell; NKG2D,
Natural Killer Group 2 member D; PFN, Perforin; ULBP,
HCMYV ULI16-binding proteins.
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Supplementary Figure 1: Conditioned media from melanoma-associated fibroblasts decrease the susceptibility of
WM17-16 melanoma tumor cells to NK-mediated killing. The lysis of the WM17-16 melanoma cell line, untreated (Ctrl) or
pre-treated during 48 hrs with the conditioned media (CM) of CAFs (CAF1-4) (A) or normal skin fibroblasts (NF1-3) (B) by NK cells
isolated from a healthy donor (NKd1) was evaluated by *'Cr release assays at different effector:target (E:T) ratios. Data are the mean + s.d.
from three independent experiments. Experiments in (A-B) were performed at the same time but separated in two different panels.
(C) represents the mean =+ s.d. of all the NKd-mediated lysis experiments from (A-B) using the CAFs or NFs pre-treatments of the
WM17-16 tumor cell line. P values (C) were determined by unpaired two-tailed student’s 7-test comparing the control and CAFs CMs pre-
treatments. (**p < 0.0001).
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Supplementary Figure 2: Conditioned media from melanoma-associated fibroblasts do not alter the formation of
conjugates between T1 target cells and NK92 effector cells. (A-B) CAF1-4 or NF1-3 CMs pre-treated T1 or control cells, stained
with the lypophilic dyes DiO were incubated with NK92 effector cells, stained with the lypophilic dyes DiD, at the effector:target ratio
of 3:1 during 30 min before measuring immune conjugates formation by flow cytometry. Isolated T1 and NK92 were used as control to
identify the two separated populations. The percentage of T1 cells conjugated with NK92 cells was calculated by gating on T1 cells and
on measuring the percentage of DiO/DiD double positive population representing the immune conjugates. Representative flow cytometry
dot plots (A) and mean =+ s.d. of percentage T1 cells conjugated with NK92 cells (B) from three independent experiments are shown.
(C) ICAM-1 expression was evaluated by flow cytometry at the surface of control, CAF1-4 or NF1-3 CMs pre-treated T1 tumor cells.
Data are the mean + s.d. of percentage ICAM-1 positive T1 cells from three independent experiments. P values (B—C) were determined by
unpaired two-tailed student’s #-test. (N.S: non significant).
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Supplementary Figure 3: NK-mediated lysis of T1 tumor cells is mainly dependent on the Perforin/Granzymes pathway
but conditioned media from melanoma-associated fibroblasts do not alter the susceptibility of T1 cells to Perforin/
Granzyme B-mediated apoptosis. (A) T1 tumor cells are killed by NK cells using the Perforin/Granzymes (PFN/Gzm) pathway. The
lysis of the T1 melanoma cell line by NK cells (NK92 or NK cells isolated from two healthy donors (NKd1 and NKd2)) was evaluated by
SICr release assays at different effector:target (E:T) ratios. Pre-incubation of NK cells with 100 nM concanamycin A (CMA) (concentration
of CMA during lysis: 50 nM), which inhibits calcium-dependent exocytosis of cytotoxic granules, was used as an inhibitor of PFN/Gzm-
dependent lysis. Data are the mean + s.d. from two independent experiments performed in triplicate. (B) Conditioned media from CAFs
do not reduce the susceptibility of T1 cells to PFN/GzmB-mediated apoptosis. T1 cells untreated (Ctrl) or pre-treated during 48 hrs with
the conditioned media (CM) of CAFs (CAF1-4) or normal skin fibroblasts (NF1-3) were treated with PFN + 50 nM hGzmB during 2 hrs.
Apoptosis was measured by flow cytometry using M30 mAb staining (which recognizes a cytokeratin-18 epitope, revealed after effector

caspase cleavage). Mean = s.d. of percentage M30 positive cells from three independent experiments are shown. P values were determined
by unpaired two-tailed student’s #-test. (N.S: non significant).
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Supplementary Figure 4: NK-mediated lysis of T1 tumor cells is dependent on the NKG2D pathway. (A) NK92 and
NK cells isolated from two healthy donors (NKd1 and NKd2) express the NKG2D activating receptor. Representative flow cytometry
histograms from two independent experiments are shown. Gray lines represent the isotype controls. (B) Blocking NKG2D reduces T1
susceptibility to NK cell-mediated lysis. NK92, NKd1 or NKd2 effector cells were pre-incubated with 0.5 pg/mL anti-NKG2D blocking
mAb (which was maintained at the same concentration during lysis) before incubation with T1 target cells. T1 lysis was evaluated by *'Cr
release assays at the effector:target (E:T) ratios of 30:1. Data are the mean + s.d. from two independent experiments performed in triplicate.
P values were determined by unpaired two-tailed student’s ¢-test. (**p < 0.001)



I1. Mise en évidence de I’influence de I’hypoxie sur les capacités immuno-
modulatrices des fibroblastes associés au mélanome
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Objectif des travaux et résumé des résultats

L’hypoxie est une composante intégrale du microenvironnement tumoral et influence plusieurs
parameétres biologiques pouvant modifier le potentiel malin de la tumeur et sa résistance aux
thérapies anti-tumorales. L hypoxie joue également un role dans la modulation de la réponse
immune anti-tumorale sur différentes populations immunitaires. De la méme maniére, les CAFs
jouent un ro6le clé au sein du microenvironnement tumoral et contribuent a I’initiation et la
progression maligne et participent a I’immunosuppression au sein du stroma par la sécrétion de
divers facteurs solubles. Bien évidemment, I’ensemble des composants du microenvironnement
tumoral peuvent étre étudiés de facon indépendante, mais il est également évident qu’au sein de ce
stroma tumoral, ses différentes composantes établissent un dialogue complexe, s’influencant
mutuellement (on parle alors de « crosstalk »).

Compte tenu de ces différentes données, et de 1’absence de travaux a ce sujet, nous nous sommes
donnés comme objectif de déterminer si I’hypoxie pouvait influencer la fonctionnalité des CAFs au
sein du microenvironnement tumoral, et notamment leur capacités immuno-modulatrices.

Dans ce cadre, nous nous sommes plus particulierement intéressés au mélanome. Grace a une
approche d’immunohistochimie et a une cohorte de neufs patients atteints de mélanome
métastatique, nous avons pu mettre en évidence la présence de fibroblastes activés au sein de zones
tumorales hypoxiques. De plus, a partir de cing cultures primaires de fibroblastes de mélanome que
nous avons isolés puis placés en hypoxie in vitro, nous avons effectué une analyse transcriptomique
globale et des qRT-PCR. Nos résultats suggérent d’une part que 1’hypoxie augmente 1’activation
des fibroblastes, et d’autre part augmente 1’expression par les CAFs de différents génes codant pour
des protéines connues pour avoir des fonctions immuno-modulatrices.

Nos résultats, qui restent néanmoins a compléter, suggerent donc que 1’hypoxie pourrait jouer un
role clé sur la fonctionnalité des CAFs au sein du microenvironnement tumoral, en augmentant

notamment leurs capacités immuno-suppressives.
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Matériels et méthodes

Isolation et culture de fibroblastes associés au mélanome

Un panel de 5 résections tumorales de mélanome métastatique a été obtenu selon les procédures de
consentement approuvees par I'Institut Gustave Roussy. Une dissociation mécanique par découpage
du tissu en petits morceaux (1-2 mm®) a été effectuée dans une plaque de culture de 10 cm de
diametre. Les morceaux ont ensuite été répartis dans une plaque de 24 puits et un milieu de
croissance des fibroblastes (DMEM-F12, 10% de SVF, 100 U/ml de pénicilline et 100 mg/ml de
streptomycine) a ensuite été ajouté. Apres plusieurs jours, la croissance des cellules dérivées de
tumeurs a eté observée. Les débris tissulaires et les cellules non adhérentes ont ensuite été eliminés
et le milieu a été changé. Aprés 5 a 7 jours, les cellules ont été trypsinées 2 a 3 min avec 0,25% de
trypsine-EDTA jusqu'a ce que la population fibroblastique soit détachée de la plaque et évaluée
visuellement par microscopie (tandis que les cellules tumorales sont retenues). La suspension de
cellules a ensuite été centrifugée et du milieu de culture frais a été ajouté avant le transfert dans de
nouveaux puits. Comme les fibroblastes sont tres adhérents au plastique, le milieu a été changé
aprés 30 min pour permettre I'élimination des cellules tumorales restantes. La population de cellules
présentant de maniere homogéne une morphologie fibroblastique a ensuite été caractérisée

phénotypiquement et leur pureté a été analysée a 1’aide des marqueurs indiqués.
Maintien en culture des fibroblastes

Les fibroblastes associés au mélanome ont éte cultivés dans le milieu DMEM/F12 supplémenté
avec 10% de SVF (sérum de veau feetal), 100 U / ml de pénicilline, 100 mg / ml de streptomycine
(Life Technologies).

Mise en hypoxie des fibroblastes isolés

Les cultures primaires de CAFs ont été mises en conditions hypoxiques (48 hrs) dans une enceinte
d'hypoxie (InVivo, 400 Hypoxia Workstation; Ruskinn) permettant de moduler la pression partielle
en oxygene lors de la culture cellulaire, dans une atmosphére humidifiée contenant (5% de CO, et
1% d'O, a 37°C). Au terme des 48 hrs de culture, les extractions protéiques ou les extractions
d’ARNm ont été réalisées alors que les fibroblastes étaient dans I’enceinte a hypoxie afin d’éviter

toute réoxygénation et de conserver I’intégrité des protéines/ARN d’intérét.
Analyse en cytométrie en flux

Les analyses phénotypiques des fibroblastes ont été réalisées par immuno-marquage direct ou

indirect. Briévement, 0,2 x 10° cellules ont été marquées avec les anticorps (Ac) suivants: Ac

104



monoclonal de lapin anti-FSP-1/S100A4 (clone EPR2761, Abcam); Ac monoclonal de lapin anti-
vimentine (clone SP20, Abcam); Ac monoclonal de souris conjugué a PE anti-E-cadhérine/CD324
(clone 67A4, Biolegend); Ac de souris conjugué a Alexa Fluor® 488 anti-CD31 (clone M89D3, BD
Pharmingen); Ac monoclonal de souris conjugué a FITC anti-CD34 (clone AC136, Miltenyi
Biotec.); Ac monoclonal de souris conjugué a PE anti-CD45RO (clone UCHL1, DakoCytomation).

Western Blot

Des extraits cellulaires totaux ont été préparés en lysant des CAFs dans un tampon RIPA (Pierce)
contenant un cocktail d'inhibiteurs de protéase (Roche) et 2 mM d'orthovanadate de sodium avant
dénaturation a 95°C dans du tampon Laemmli. Les échantillons ont été ensuite séparés par une
approche de SDS-PAGE (gels en gradient 4-20%). Les anticorps utilisés pour la révélation sont les
suivants : Ac monoclonal de souris anti-HIF-1a (clone 54, BD Biosciences 610959), Ac
monoclonal de souris anti-a-SMA (clone 4A4, Abcam), Ac monoclonal de lapin anti-vimentin
(clone SP20, Abcam), Ac monoclonal de souris anti-actine conjugué au HRP (clone AC-74,
Sigma), Ac anti-souris ou anti-lapin de chevre conjugué & HRP (Santa Cruz Bio). La quantification

a été effectuée en utilisant le logiciel de densitométrie Image-J.
Marguage immunohistochimique

Des coupes de biopsies de mélanomes métastatiques ont été obtenues selon les procédures de
consentement approuvées par l'Institut Gustave Roussy. Les coupes en séries ont été incluses en
blocs de paraffine et ont été marquées soit avec un Ac monoclonal de lapin anti-FSP-1 (S100A4)
(ab124805, Abcam), un Ac monoclonal de souris anti-a-SMA (ab119952, Abcam) ou un Ac
polyclonal de lapin anti-Carbonic Anhydrase IX (CA9) (ab15086, Abcam). Pour chaque tumeur de
patient, une coupe a été colorée avec de I'nématoxyline-éosine-safran (HES). Les coupes (4 um
d'épaisseur) ont été montées sur lame de poly-lysine-L, déparaffinées et réhydratées par du xyléne
et de 1’éthanol. Le démasquage des antigenes a été effectué dans un tampon citrate (pH 6) pour tous
les Ac pendant 30 min dans un bain-marie a 98°C. Les protéines non spécifiques ont été bloquées
pendant 10 minutes avec une solution bloguante (PV6122; MM France). Les coupes ont été
incubées avec les anticorps primaires pendant 1h a température ambiante. Une immuno-coloration
en rouge permanent a été réalisée pour révéler I’activité de la phosphatase couplée a 1’anticorps
secondaire grace a une incubation avec le kit polink-2 plus AP Mouse with Permanent Red (D69-6;
GBI Labs) pour I’a-SMA et le kit polink-2 plus AP Rabbit with Permanent Red (GBI Labs; D70-6)
pour FSP-1 et CA9 (selon le protocole du fournisseur). Du levamisole (X3021, Dako) a ensuite été
ajouté pour inhiber I’activité des phosphatases alcalines endogénes. Chaque étape a été suivie de
lavages dans du « supersensitive wash buffer » (TRB ; HK583-5K, MM France). Les coupes ont été
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contre-colorées avec de I'hémalun de Mayer (VWR) puis montées avec le milieu de montage
Diamount (F/030400, MM France). Les contrbles négatifs ont été réalisés en remplacant les
anticorps primaires avec un contrdle isotypique (IgG de lapin, 1gG1 de souris ou 1gG de lapin pour
FSP-1, a-SMA et CA9 respectivement). Des lames de carcinome rénal mutés HIF-1o ont été
utilisees comme controles positifs pour le marquage CA9. Pour tous les marquages, les lames
entieres ont été numérisées en utilisant un scanner de lames (VS120, Olympus). L'analyse des

marquages a été effectuée par deux anatomo-pathologistes.
Analyse transcriptomique

Les échantillons d’ARN ont été obtenus & partir de 0.25x10° CAFs maintenus en hypoxie et
0.125x10° CAFs maintenus en normoxie. L’ensemble des échantillons ont été préparés a partir de
fibroblastes a bas passages (similaires entre les différentes cultures primaires). Le nombre moins
élevé de cellules en normoxie avant les 48 hrs d’incubation permet d’éviter une pseudo-hypoxie due
a une confluence trop élevée au terme des 48hrs de culture. L’extraction des ARNs a été réalisée
avec du TRIzol TriReagent Sigma (T9427, Sigma) et a permis d’obtenir entre 1000 et 2000 ng
d’ARN pour P’analyse transcriptomique (cDNA microarray). L’analyse transcriptomique a été
réalisée en simple couleur par une approche de type Agilent. Cette analyse a été financée dans le
cadre de 1’appel d’offre "Taxe d’Apprentissage 2016" (Direction de la Recherche-Institut Gustave
Roussy).

RT-PCR quantitative en temps réel

Les ARN totaux ont été extraits a partir de CAF avec du TRIzol TriReagent (T9427, Sigma). 1 mg
d'’ARN totaux a été converti en ADN complémentaire en utilisant le kit de synthése d'ADNCc
Maxima First (K1671, Thermo scientific). La PCR quantitative a été réalisée en utilisant du SYBR
Green select master mix (4472908, Applied Biosystems). La spécificité des amplicons de PCR a été
confirmée par analyse de la courbe de fusion. L’expression des geénes cibles a été étalonnée par
rapport au géne qui code pour I’ARNr de la petite sous-unité 18S. L'expression relative des génes
testés a été calculée en utilisant la valeur du cycle de seuil cible (Ct) et de la méthode 2*“". Pour
chaque gene, la valeur du Ct est la moyenne de trois mesures indépendantes. Les séquences

d'amorces utilisées sont indiquées dans le tableau ci-dessous.
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Nom du géne Amorces sens Amorces anti-sens
FAP gepatgatcatigecttgat cteccataggaccagecccata
ARGI cctectgaaggaactaaaaggaa ccttgecagatatacagggagt
TGFB1 gcaacaattcctggegatacct gctaaggcgaaagecctcaat
TGFB2 ccaaagggtacaatgccaac cagatgctictggatttatggtatt
CXCLI2 tetgcecticagattetagee atccactttagettcggeoteaa
MMP2 geccctgfcactcctgagat gecatccaggttatcgggea
MMP9 gcfcaccttcactegegtata tcegtgeteegegaca
LGALSY cgfcaatggctctgtacagetate agatccacactgagaagcictgge
IL10 gatgecticageagagteaa gcaacccaggtaacccttaaa
IL6 cgecaatggeactcecaaagttta tegstetgaageacgattcetcaa
PTGS2 (Cox2) cttcacgcatcagttittcaag tcaccgtaaatatgatttaagtccac
CA49 getetcatetggactataftt getetcagagageetatooag
PDK1 gttcatgtcacgetgggtaa ggaggtctcaacacgaggic
PDL-1 tatgetgpteccgactacaa tecttgiccagatgacticg
PDL-2 Acccaggacccatccaactt ctcccaagaccacaggitcaga
VEGF gcacccatggcagaagg ctcgatiggatgocagtag
SLC2A41 (Glut-1) gattggetecticictgigg fcaaaggactigececagtit
ENTPD1 (CD39) actatcaacaatgccatcaaage attgaaggcacactgggagt
LGALS3 cttctggacagecaagtge aaaggcaggttataagpcacaa
IL19 cagagtcatccatgacaactatgat cgagctetcccagggatt
FASLG gagctggcagaactccgaga gtgoactgggoteaccta
CCLI7 gatgetggecctggfeac acattggiccctcgagetg
18§ cggacaggattgacagatig caaatcgctccaccaact

Analyse statistique

Les données présentées sont exprimées sous forme de moyennes * écart type (sd). Les « p-values »
ont été déterminées par un test de Student (t-test). Les données dont la valeur de la p-value est

inférieure a 0.05 ont été considerées comme significatives.

107



Résultats

1) Mise en évidence de la présence de fibroblastes activés au niveau de zones hypoxiques

de mélanome métastatique

Compte tenu de notre objectif de déterminer si I’hypoxie influence la fonctionnalité des CAFs au
sein du microenvironnement tumoral, et notamment leur capacités immuno-modulatrices, nous
avons dans un premier temps évalué la présence de CAFs au sein des zones hypoxiques a partir de
biopsies tumorales d’une cohorte de neufs patients atteints de mélanome métastatique. Nous avons
ainsi réalisé une étude en immunohistochimie de 1’expression des marqueurs CA9 (Carbonic
anhydrase 9; une cible transcriptionnelle du facteur inductible de I’hypoxie HIF-1a permettant de
mettre en évidence la présence de zones hypoxiques), FSP-1 (Fibroblast specific protein) et a-SMA
(alpha Smooth muscle actin) (permettant de mettre en évidence la présence de fibroblastes activés).
L’estimation du taux d’expression des trois marqueurs (CA9, FSP-1 et a-SMA) au niveau des
coupes sériées est représentée dans la figure 1A. Les résultats obtenus montrent que parmi la
cohorte de neuf patients étudiée, trois patients présentent des zones hypoxiques qui se traduisent par
une forte expression de CA9 (figure 1A). Néanmoins, pour six des patients de la cohorte, aucune
zone hypoxique claire n’a pu étre identifiée. En effet, pour ces six patients, la présence de vaisseaux
et de cellules endothéliales (également marqués par I’a-SMA) au niveau des coupes CA9 négatives
a eté détectée, expliquant sans doute I’absence de zones d’hypoxie (résultats non représentés).
Néanmoins, nos résultats suggeérent la présence de fibroblastes activés au sein des zones hypoxiques
identifiées pour trois patients, comme le montre la présence des marqueurs FSP-1 et a-SMA (figure
1A-B). Dans I’ensemble, ces résultats montrent donc que des fibroblastes activés peuvent étre
présents au niveau de zones hypoxiques présentes au sein de biopsies de mélanome métastatique.
Ces données suggérent donc que I’hypoxie au sein du microenvironnement tumoral peut

potentiellement affecter les CAFs.

2) lsolation de fibroblastes a partir de biopsies de mélanome et caractérisation
phénotypique

Afin d’étudier I’influence de 1’hypoxie sur les CAFs in vitro, nous avons établi cing cultures
primaires de CAFs a partir de la résection tumorale de cinq différents patients atteints de mélanome
métastatique (figure 2A). Ces CAF ont été ensuite caractérisés par cytométrie en flux afin de
mesurer leur expression de différents marqueurs. Les résultats obtenus montrent que les cultures
primaires de fibroblastes associés au mélanome obtenues expriment le marqueur fibroblastique
FSP-1 et le marqueur mésenchymateux vimentine, mais n’expriment pas le marqueur épithélial E-

cadhérine, le marqueur endothélial CD31, le marqueur hématopoiétique CD34 ou le marqueur de
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leucocytes CD45 (figure 2B). De plus, les fibroblastes dérivés de mélanome obtenus expriment le
marqueur mesenchymateux vimentine et le marqueur d’activation o-SMA (figure 2C). Ces
observations indiquent donc que les populations cellulaires que nous avons obtenues sont
principalement des fibroblastes, avec une contamination minimale par des cellules épithéliales,

endothéliales, hématopoiétiques ou encore par des leucocytes, et confirment leur statut d’activation.

3) L’hypoxie in vitro induit I’expression de HIF-1a et de ses cibles transcriptionnelles au

niveau des CAFs

Afin d’étudier I’influence de I’hypoxie sur les CAFs in vitro, les fibroblastes associés au mélanome
obtenus ont été placés dans une enceinte hypoxique et maintenus en culture a 1% d’O, pendant 48
hrs. La réponse a I’hypoxie par les CAFs a été ensuite vérifiée en évaluant le niveau d’expression
du facteur inductible par I’hypoxie (HIF-1a) par western blot. Les résultats obtenus montrent que
I’ensemble de nos CAFs en conditions hypoxiques répondent a la déplétion en O, en induisant
I’expression de HIF-la (figure 3A). De plus, cette induction de I’expression du facteur de
transcription HIF-1o s’accompagne d’une augmentation de la transcription de plusieurs de ses
genes cibles (VEGF, CA9, SLC2A1/Glutl, PDK1) par rapport a la condition normoxique (figure
3B). Ces observations montrent donc que les CAFs issus de mélanome répondent effectivement a

I’hypoxie, notamment via 1’induction du facteur de transcription HIF-1a.

4) L’hypoxie augmente I’activation des CAFs et entraine de profondes modifications de
leur profil transitionnel

Les fibroblastes associés au mélanome semblent présenter une forte réponse aux conditions
hypoxiques. De plus, nous avons pu observer que morphologiquement, les CAFs placés en hypoxie
présentent plus de prolongements cellulaires en comparaison avec les CAFs maintenus en
conditions normoxiques gardant un aspect plus fusiforme (figure 4A). De plus, des analyses en
gqRT-PCR ont montré que les CAFs placés en hypoxie expriment plus fortement, tout du moins dans
la plupart des cas, le marqueur d’activation des fibroblastes FAP (figure 4B) ainsi que les
métalloprotéinases matricielles (gélatinases) MMP2 et MMP9 (figure 4C). L’ensemble de ces

résultats suggerent donc que 1’hypoxie augmente le statut d’activation des CAFs.

Afin d’étayer ces observations, nous avons réalisé un analyse du profil transcriptomique (cDNA
microarrays) des CAFs placés en hypoxie que nous avons comparé avec celui des CAFs maintenus
en normoxie. L’analyse des résultats a montré que 7317 geénes étaient différentiellement exprimés
entre les deux conditions (hypoxie versus normoxie ; fold-change (FC) > 2 et p value < 10™9). De
plus, I’expression de 3924 de ces génes est augmentée alors que 1’expression de 3393 de ces genes
est diminuée en hypoxie (figure 5A). L’analyse de I’implication de ces génes dans différents
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« pathways » (incluant 1’angiogénése, 1’apoptose, la transition épithélio-mésenchymateuse...) a
d’autre part permis de mettre en évidence que plusieurs de ces « pathways » étaient modifiés. Parmi
ces pathways, nous avons plus précisément analysé les voies de réponse cellulaire a 1’hypoxie a
partir d’une liste de génes obtenue gréce a la base de données GSEA (Gene Set Enrichment
Analysis). Comme attendu, les CAFs placés en hypoxie sur-expriment un grand nombre de ces 649
génes (figure 5B). Néanmoins, I’ensemble de ces génes n’est pas surexprimé de maniére homogene
par I’ensemble de nos cinq cultures primaires de CAFs, avec notamment 1’apparition de deux
clusters formés par les CAFs 1-2 et les CAFs 3-5 respectivement. L’ensemble de ces résultats
suggerent donc que 1’hypoxie augmente I’activation des CAFs et montrent également que 1’hypoxie

affecte de maniére importante leur profil transcriptionnel.

5) L’hypoxie induit ’expression par les CAFs de génes codant pour des protéines ayant

des fonctions immuno-modulatrices

Compte tenu de notre objectif de déterminer si I’hypoxie influence les capacités immuno-
suppressives des CAFs au sein du microenvironnement tumoral, nous avons analysé nos résultats de
transcriptomique de manicre ciblée en nous focalisant sur 1’expression de 167 génes connus pour
coder pour des protéines ayant des capacités immuno-modulatrices décrites dans la base de données
GSEA. Les résultats obtenus montrent qu’en conditions hypoxiques, les CAFs sur-expriment un
certain nombre de ces genes, incluant IDO1, ENTPD1, ARG, IL10, IL6, CXCL12, FASLG et
LGALS3 codant respectivement pour les protéines IDO1 (Indoleamine 2,3-Dioxygénase),
ENTPD1/CD39 (Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1), ARG1 (Arginase 1), I1L10
(Interleukine-10), IL6 (Interleukine-6), CXCL12/SDF1 (C-X-C motif chemokine 12/stromal cell-
derived factor 1), FasL (Fas Ligand) et Gal-3 (Galectine-3) (figure 6). Cependant, il est important
de noter que I’ensemble de ces génes n’est pas surexprimé de maniére homogene par I’ensemble de
nos cing cultures primaires de CAFs hypoxiques, avec a nouveau 1’apparition de deux clusters
formés par les CAFs 1-2 et les CAFs 3-5 respectivement. Néanmoins, 1’expression des geénes codant
pour IDO1 (1 transcrit) et CD39 (2 transcrits) semble étre augmentée pour 1’ensemble des CAFs en
hypoxie. Afin de valider ces résultats, ’expression de : IDO1, ENTPD1, ARG1, IL10, IL6,
CXCL12, FASLG et LGALS3 a été testée par gRT-PCR. Les résultats obtenus confirment
I’augmentation d’expression des génes codant pour IDO1 et CD39 pour I’ensemble des CAFs en
hypoxie. En ce qui concerne 1’expression de ARG1, IL10, IL6, CXCL12, FASLG et LGALSS, les
résultats obtenus confirment leur surexpression hétérogéne par les CAFs hypoxiques, avec
notamment la surexpression de ARG1, 1L10 et IL6 pour les CAFs du cluster 2 (CAF3-5) alors que
les CAFs du cluster 1 (CAF1-2) surexpriment majoritairement CXCL12, FASLG et LGALS3 (figure
7A). Néanmoins, il existe parfois une certaine différence entre les résultats obtenus par 1’approche
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cDNA microarrays et par 1’approche qRT-PCR (notamment pour ARG1 et CXCL12). Ainsi, nous
avons également testé I’expression de CCL17 et IL19 (choisis aléatoirement) en qRT-PCR afin de
servir de controle interne et de validation de nos résultats de génomique. L’expression de CCL17
augmentée pour les CAFs 1, 4 et 5 en hypoxie a été a la fois détectée par I’approche en cDNA
microarray et gRT-PCR et I’expression de 1L19 augmentée pour les CAFs 3 et 5 en hypoxie a été a
la fois détectée par I’approche en cDNA microarray et qRT-PCR (figure 7B) suggeérant une
corrélation entre les résultats obtenus par les deux méthodes, méme si certaines variations sont
possibles. Finalement, nous avons également mesuré l’expression de geénes codant pour des
protéines ayant des capacités immuno-modulatrices non incluses dans la liste issue de GSEA
utilisée précédemment. Le niveau d’expression des génes codant pour les protéines TGF-B1 (Tumor
growth factor), TGF-f2, PD-L1 (Programmed death-ligand), PD-L2, Gal-9 (Galectine-9) et
PTGS2/COX-2 (Prostaglandin-endoperoxide synthase) a ainsi été testé par qRT-PCR. Les résultats
obtenus montrent que I’expression des génes codant pour TGF-f (1 ou 2) est susceptible d’étre
augmentée par tous les CAFs en hypoxie. De la méme maniére, la majorité des CAFs en hypoxie
sur-expriment PD-L1 (alors que I’expression de PD-L2 n’est pas altérée). La majorité des CAFs en
hypoxie semblent également surexprimer les génes codant pour la Gal-9 et COX-2 (figure 8).

Dans I’ensemble, ces résultats montrent donc qu’en conditions hypoxiques, les CAFs sur-expriment
un certain nombre de ces genes codant pour des protéines possédant des capacitées
immunosuppressives, incluant les génes codant pour les protéines IDO1, CD39, ARG1, IL10, ILS6,
CXCL12/SDF1, FasL, Gal-3, Gal-9, TGF-B, PD-L1 et COX-2, avec cependant une variabilité entre
les différents CAFs.
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Discussion

Au cours de ce travail, nous avons pu montrer que des CAFs peuvent étre présents au niveau de
zones hypoxiques du mélanome in vivo. L’hypoxie peut donc potentiellement affecter les
différentes propriétés des CAFs dans ce modele tumoral. Dans ce cadre, nos résultats in vitro
suggerent que I’hypoxie potentialise 1’état d’activation des CAFs et modifie profondément leur
profil transcriptomique, notamment en induisant I’expression de nombreux génes impliqués dans la
réponse au stress hypoxique. De plus, nos résultats montrent que 1’hypoxie influence
potentiellement les capacités immuno-modulatrices des CAFs en augmentant 1’expression de
plusieurs génes codant pour des protéines ayant des capacités immunosuppressives. Cependant,
I’expression de ces génes montre une certaine hétérogénéité avec deux clusters définis (CAF1-2 et
CAF3-5 respectivement). Cette hétérogénéité suggere que ces CAFs hypoxiques pourraient avoir
des effets immunosuppresseurs sur des populations immunitaires différentes et par divers
mécanismes indépendants, et ceci en fonction des patients. Cette hétérogénéité pourrait également

étre la résultante d’une origine différente de ces CAFs en fonction des patients étudiés.

Les résultats de ’analyse transcriptomique et de nos validations en qRT-PCR montrent néanmoins
que parmi les génes qui sont modulés en hypoxie, les génes qui codent pour IDO1 et CD39 sont
surexprimés au niveau de tous les CAFs. IDO1 est une enzyme permettant la dégradation du
tryptophane par la voie de la kynurénine. Le métabolisme du tryptophane diminue sa disponibilité
dans le microenvironnement tumoral et peut créer un environnement tolérogénique en ayant des
conséquences néfastes sur la prolifération, la fonction, la survie et le phénotype des lymphocytes T
environnants. En effet, ces effets immunosuppresseurs peuvent étre une conséquence directe de
I’activité de I''DO1 par la disponibilité réduite du tryptophane ou étre provoqués indirectement par
celle-ci. Ainsi, en absence de tryptophane, les lymphocytes T peuvent s’engager dans le cycle
cellulaire, mais ils sont bloqués dans la phase G1, bloquant leur prolifération. Une telle privation en
tryptophane peut également provoquer une anergie lymphocytaire qui ne parviennent pas a étre
activés par un antigene qui leur est présenté (Munn et al., 2004). En outre, I’expression d’un géne
codant pour une autre enzyme, 1’arginase-1 (ARGL1), est également augmentée en hypoxie par
certains CAFs. L’ARGI induit le catabolisme de la L-arginine qui est également un acide aminé

important pour la prolifération des lymphocytes T (Ochoa et al., 2001).

De plus, il est important de noter que I’expression du geéne qui code pour la protéine ENTPD1
(Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1) ou CD39, est également augmentée au niveau
de tous les CAFs en hypoxie. CD39 est une protéine transmembranaire permettant I'hydrolyse de

I'ATP extracellulaire circulant en adénosine diphosphate (ADP) puis en adénosine monophosphate
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(AMP). L’AMP est ensuite transformée en adénosine libre par I'ecto-5'-nucleotidase (NT5E) ou
CD73. L'adénosine est un régulateur des reponses immunitaires innée et adaptative et peut
notamment induire une immunosuppression en altérant les activités anti-tumorales des cellules T
CD4" et CD8", des cellules NK et des DC (Allard et al., 2016).

Nos résultats montrent également que I’expression des génes qui codent pour la galectine-9 et la
galectine-3 est augmentée au niveau de certains CAFs hypoxiques. Ces galectines sont des facteurs
majeurs d'immunosuppression. La Gal-9 agit sur plusieurs récepteurs membranaires, notamment le
checkpoint immunitaire Tim-3 (Zhu et al., 2005) et agit comme un facteur autocrine stimulant
I’expansion des lymphocytes Treg et leur activité suppressive (Wu et al., 2014). D’autre part, la
Gal-3 est impliquée dans la modulation des réponses des lymphocytes T par plusieurs mécanismes,
notamment par la diminution d’expression du TCR (Kouo et al., 2015). Ces donnés montrent que
les galectines-9 et-3 pourraient servir de cibles thérapeutiques potentielles. Certains CAFs en
conditions hypoxiques pourraient également sécréter la cyclo-oxygenase-2 (COX-2), dont le géne
PTGS2, est augmenté de maniére hétérogéne par certains CAFs en hypoxie. COX-2 induit la
formation d’un médiateur de I’inflammation, la prostaglandine E2 (PGEZ2), a partir de l'acide
arachidonique, et aide ainsi a l’induction d’un environnement inflammatoire favorable au
développement tumoral. De plus, nos données montrent que les genes de cytokines telles que
TGFB-1, TGFB-2, IL6 et IL10 sont surexprimés en hypoxie par certains CAFs, ce qui suggere qu’un

microenvironnement hypoxique pourrait favoriser une production plus accrue de ces facteurs.

Finalement et de maniére intéressante, ’expression du géne qui code pour le checkpoint de la
réponse immune PD-L1/B7-H1 est augmenté au niveau de certains CAFs en hypoxie. PD-L1
exprimé par les CAFs pourrait étre une source supplémentaire du ligand PD-L1 libéré dans le
milieu extracellulaire qui par la suite peut se lier a son récepteur PD-1 exprimé a la surface des
lymphocytes T et induire par conséquent 1’inhibition de la fonction de ces derniers. Toutefois,
aucune étude n’a, a ce jour, démontré 1’expression de PD-L1 a la surface des CAFs hypoxiques.

Ces données présentent ainsi de nouvelles pistes d’étude a visée thérapeutique.

L’ensemble des résultats obtenus suggére donc que I’hypoxie pourrait potentialiser les capacités
immunosuppressives des CAFs, tout du moins dans le mélanome. Néanmoins des travaux
complémentaires devront étre menés pour étayer ces observations. En effet, il sera nécessaire par la
suite de valider I’expression au niveau protéique de ces facteurs au niveau des CAFs normoxiques
ou hypoxiques par différentes approches (western blot ou cytométrie en flux), ainsi que la sécrétion
de ces facteurs immunosuppresseurs par des approches de dosage (ELISA ou analyse multiplexée

de type Bio-Plex), ceci dans le but de corréler les résultats de 1’expression génique avec leur
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expression protéique. De plus, il serait important de déterminer si certains « genes
immunosuppresseurs » induits en hypoxie pourraient étre des cibles directes du facteur de
transcription HIF-1a, notamment en utilisant une approche de type immunoprécipitation de la
chromatine (ChIP) afin de démontrer la liaison de HIF-1a au motif consensus HRE (élément de

réponse a I’hypoxie) sur le promoteur de ces génes au niveau des CAFs hypoxiques.
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Légendes des figures

Figure 1: Des fibroblastes activés sont présents au niveau de zones hypoxiques de biopsies de

mélanome

(A) La presence de zones hypoxiques au sein de biopsies de 9 patients a été évaluee par
immunohistochimie en mesurant 1’expression du marqueur CA9. Dans les zones hypoxiques CA9+
clairement identifiées, la présence de fibroblastes activés a été évaluée grace aux marqueurs FSP1 et
a-SMA. L’ensemble des résultats obtenus aprés lecture par deux anatomo-pathologistes distincts
est présenté sous forme de tableau. (+) présence ; (-) absence. (B) Images représentatives de
marquage des zones hypoxiques CA9+ (marquage cytoplasmique et nucléaire), FSP1+ (marquage

cytoplasmique et nucléaire) et a-SMA+ (marquage cytoplasmique).
Figure 2: Caractérisation phénotypique des fibroblastes associés au mélanome obtenus

(A) Liste des différentes cultures primaires de CAFs obtenues. (B) Analyse de 1’expression des
marqueurs fibroblastiques, mésenchymateux, épithéliaux, endothéliaux, hématopoiétiques ou
leucocytaires (FSP-1, Vimentine, E-cadhérine, CD31, CD34 ou CD45 respectivement) par les
différentes populations fibroblastiques. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules
positives + s.d. de trois expériences indépendantes par cytométrie en flux. (C) Les CAFs expriment
le marqueur fibroblastique vimentine et le marqueur d’activation des fibroblastes a-SMA. Les

résultats présentés sont représentatifs de trois western blot indépendants.

Figure 3: L’hypoxie induit Pexpression de HIF-1o. et de certaines de ses cibles

transcriptionnelles au niveau des CAFs

La réponse des fibroblastes a I’hypoxie a été Vvérifiée en mesurant 1’induction de 1’expression de
HIF-1a et de ses génes cibles. (A) Les fibroblastes en hypoxie (1% pO,) durant 48 hrs expriment
plus de HIF-1a par rapport aux fibroblastes en normoxie. Le ratio HIF-1a/Actine a été calculé par
densitométrie et normalisé a “0” pour les CAF1l normoxiques (A.U.: arbitrary units). (B)
L’expression de génes cibles de HIF-1a (VEGF, CA9, SLC2A1, PDK1), testée par gRT-PCR, est
augmentée au niveau des fibroblastes hypoxiques. Les résultats sont exprimés en moyenne + s.d. de

trois expériences indépendantes (N : Normoxie/ H : Hypoxie), (*p < 0.05; **p < 0.01).
Figure 4: L’hypoxie augmente I’activation des CAFs

(A) Images représentatives des CAFs en normoxie (en haut) et en hypoxie (en bas).
Morphologiquement les CAF hypoxiques ont une forme trés allongée et forment plus de

prolongements cellulaires par rapport & la condition nomoxique. (B) L’expression du geéne
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d’activation FAP testée par qRT-PCR est augmentée en hypoxie. (C) L’activation des fibroblastes
en conditions hypoxiques induit une plus forte expression des génes MMP2 et MMP9 qui codent
pour des modulateurs de la matrice extracellulaire, les métalloprotéinases matricielles MMP2 et
MMP9. Les résultats (B-C) sont exprimés en moyenne * s.d. de trois expériences indépendantes
(N : Normoxie/ H : Hypoxie), (*p < 0.05; **p < 0.01; NS, Non Significatif).

Figure 5: L’hypoxie induit de profondes modifications du profil transcriptomique des CAFs

(A) Volcanoplot représentant les génes différentiellement exprimés par les CAFs aprés 48 hrs en
hypoxie en comparaison avec les conditions normoxiques. L’analyse transcriptomique a révélé la
présence de 7317 génes differenciellement exprimés entre les CAFs normoxiques et hypoxiques et
parmi ces genes, 3924 genes sont « up-régulés » et 3393 génes sont « down-régulés ». (B) Heatmap
représentant les genes codant pour des protéines impliquées dans la réponse au stress hypoxique

dont I’expression est modulée au niveau des CAFs hypoxiques.

Figure 6: L’hypoxie induit I’expression par les CAFs de génes qui codent pour des protéines

ayant des capacités immuno-modulatrices

Une heatmap a été générée a partir des résultats de transcriptomique en ciblant une liste de 167
genes (base de données GSEA) qui codent pour des protéines immunosupressives ou ayant des

fonctions dans la modulation de la réponse immunitaire.

Figure 7: L’hypoxie induit I’expression par les CAFs de génes qui codent pour des protéines

ayant des fonctions immunosuppressives

(A) Validation de I’expression de génes de la heatmap (IDO1, ENTPD1, ARG1, IL10, ILS6,
CXCL12, FASLG et LGALS3) testée par gqRT-PCR. L’expression de ces geénes est globalement
augmentée au niveau des CAFs en hypoxie. (B) La mesure de I’expression de CCL17 et IL19 en
gRT-PCR a servi de contrble interne pour valider les résultats de génomique. Les résultats (A-B)
sont exprimés en moyenne * s.d. de trois expériences indépendantes (N : Normoxie/ H : Hypoxie),
(*p < 0.05; **p < 0.01; NS, Non Significatif).

Figure 8: Expression par les CAFs de genes codant pour des protéines ayant des capacités
immuno-modulatrices non incluses dans la liste issue de GSEA

Le niveau d’expression des génes TGFB1, TGFB2, PD-L1, PD-L2, LGALS9 et PTGS2 a été teste
par qRT-PCR. Les résultats obtenus montrent que 1’expression de ces genes est globalement

augmentée au niveau des CAFs en hypoxie, sauf pour le gene qui code pour PD-L2 qui ne semble
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pas étre altéré par I’hypoxie. Les résultats sont exprimés en moyenne + s.d. de trois expériences
indépendantes (N : Normoxie/ H : Hypoxie), (*p < 0.05; **p < 0.01; NS, Non Significatif).
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A Figure 1
Présence de fioroblastes (FSP1+) - Présence de fibroblastes activés (a-SMA#)

Patient Presence de 20ns hypoxigues (CA%) dans les zones hypoxiques dans les zones hypoxiques
1 -
2 -
3 -
4 .-
5 + + +
0 -
7 + + +
8 + + +
9 -

CA9 FSP-1 o-SMA




Primary fibroblast culture Origin Stade
CAF1 melanoma metastatic
CAF2 melanoma metastatic
CAF3 melanoma metastatic
CAF4 melanoma metastatic
CAF5 melanoma metastatic
FSP-1 Vimentin E-cadherin CD31 CD34 CD45

CAF1
CAF2
CAF3

CAF4
CAF5

93.5+/-24 73.2+/-9.3
93.6 +/- 3.3 85.8 +/-0.6
99.8 +/-0.1 95.1 +/-4.2

951 +/-1.1 92.7 +/-2.6
96.5 +/- 1.7 95.2 +/-4.7

23+/-0.7 3.4+/-03 2.3 +/-0.3 2.4+/-0.5
1.5+4/-04 29+/-12 05+/-0.3 1.0+/-0.2
21+/-03 25+/-14 09+/-02 3.2+/-1

0.5+-01 29+/-0.7 0.9 +/-0.5 0.7 +/-0.1
22+/-12 27+/-0.3 0.5+/-0.1 1.1 +/-0.1

a-SMA

CAF1

CAF2 CAF3 CAF4 CAF5

Figure 2
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Figure 4
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Conclusion et

Discussion génerale



Le mélanome est un cancer exceptionnellement agressif et résistant aux traitements. Bien que
beaucoup de progres aient été réealisés au cours de la derniere décennie, notamment par des
thérapies ciblées utilisant des inhibiteurs de BRAF, MEK ou KIT et le développement de
I'immunothérapie a l'aide d'inhibiteurs des « checkpoints » de la réponse immunitaire, le traitement
des mélanomes de stade IlI, 1V et du mélanome récurrent reste encore un challenge en raison du
taux de réponse limité et des effets secondaires séveres, ce qui souligne le besoin urgent de

concevoir des approches plus efficaces pour le traitement du mélanome.

Le mélanome n'est pas seulement inhérent aux mélanocytes avec un phénotype malin, mais dépend
aussi de la communication altérée entre les cellules néoplasiques et les populations de cellules non
malignes, comme les cellules endothéliales et inflammatoires, et les fibroblastes dans le stroma
tumoral. Ces fibroblastes associés au mélanome sont les cellules majoritaires du stroma tumoral et
présentent des différences phénotypiques et physiologiques par rapport aux fibroblastes dermiques
normaux. lls acquiérent des propriétés de myofibroblastes, remodélent la matrice extracellulaire et
sécretent des facteurs favorisant ainsi le processus de transformation en encourageant la croissance
tumorale, l'angiogenése, l'inflammation et la métastase et contribuent a la résistance aux
médicaments anticancéreux. Plus spécifiquement, un certain nombre d'études in vitro et in vivo a
montré que les CAFs favorisent la prolifération des cellules de mélanome. D’autre part, il est bien
documenté que le mélanome est une tumeur immunogene et l'interface entre la réponse immunitaire
et le mélanome représente une tentative par I'hdte pour supprimer la croissance tumorale. Les
cellules NK peuvent participer a la réponse immunitaire précoce contre le meélanome et contribuer a
la réponse immunitaire adaptative par la sécrétion de cytokines. Cependant, méme si les cellules de
mélanome sont souvent reconnues efficacement et tuées par les cellules NK in vitro, les mélanomes
ont développé plusieurs stratégies élaborées pour échapper a la destruction induite par les cellules
NK in vivo (Burke et al., 2010; Tarazona et al., 2015).

Nous nous sommes donc intéressés dans cette étude au rble des CAFs au cours de la réponse
immunitaire déclenchée par les effecteurs cytotoxiques NK dans le mélanome in vitro. Nous avons
montré que les fibroblastes isolés a partir de biopsies de mélanome interférent avec la susceptibilité
des cellules tumorales de mélanome a la lyse induite par les NK. Cet effet suppressif est en grande
partie dépendant du taux élevé de MMPs actives libérées par les fibroblastes associés au mélanome
et semble spécifique des fibroblastes présents dans le microenvironnement de la tumeur, les
fibroblastes de peau normale n’affectant pas ou trés peu la susceptibilité des cellules tumorales de
mélanome a la lyse médiée par les NK. Il est maintenant bien établi que différents facteurs solubles
libérés par les cellules tumorales dans le microenvironnement tumoral comme le TGF-B, le PDGF

et le FGF activent localement des fibroblastes qui acquiérent des propriétés phénotypiques et
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fonctionnelles différentes de leurs homologues, les fibroblastes normaux (Ohlund et al., 2014).
Lorsqu'ils sont exposés a ces stimuli, les CAFs expriment des protéases telles que les MMPs, ce qui
peut induire le remodelage de la matrice extracellulaire et favoriser I'invasion tumorale. En effet, les
fibroblastes normaux régulent continuellement le renouvellement de la MEC dans les tissus sains en
contr6lant la sécrétion des MMPs et I'expression des métalloprotéinases matricielles de type
membranaire (MT-MMPs), empéchant ainsi la degradation de la membrane basale et bloquant par
conséquent un processus potentiel de métastase. Au contraire, les facteurs solubles présents dans le
microenvironnement tumoral tels que TGF-B, TNF-a, IL1B et FGF favorisent l'expression des
MMP par les fibroblastes (Stuelten et al., 2005). De la méme maniére, nous avons observé dans
notre étude que les fibroblastes associés au mélanome sécrétent un niveau élevé de MMP actives
tandis que les fibroblastes cutanés normaux ne présentent qu’un niveau minimal de MMP dans leurs

milieux conditionnés (MC).

De maniere intéressante, nous avons montré que le niveau élevé dactivité des MMP dans les
milieux conditionnés des CAF dérivés de mélanome est associé a la diminution de la susceptibilité
des cellules tumorales de mélanome a la lyse médiée par les cellules NK, comme le montre
clairement l'utilisation d’un inhibiteur de MMPs, le GM6001, qui rétablit la susceptibilité des
cellules tumorales de mélanome a la lyse médiée par les NK en présence de milieux conditionnés de
fibroblastes associés au mélanome. Cependant, I'inhibition de I'activité des MMP dans les milieux
conditionnes des CAF aprés utilisation de 1’inhibiteur GM6001 est trés efficace mais ne rétablit que
partiellement la susceptibilité des cellules tumorales de mélanome a la lyse par les NK, suggérant
que les MMP ne seraient pas nécessairement les seuls facteurs impliqués dans cette diminution de
lyse des cellules tumorales. De plus, nos données montrent que les fibroblastes associés au
mélanome a travers la sécrétion de MMP actives, diminuent I'expression de MICA/B a la surface
des cellules tumorales de mélanome, ce qui représente le mécanisme induisant cette diminution de
lyse. Dans notre modele, cet effet des CAFs dérivés de mélanome semble étre spécifique a ces deux
ligands des récepteurs NKG2D car I'expression des ligands ULPBs n'est pas affectée, méme si nous
ne pouvons pas exclure que la sécrétion des MMPs ou d'autres facteurs par les CAF pourrait
influencer également I'expression d'autres ligands des récepteurs activateurs tels que CD112/
CD155, B7-H6, HLA-E qui se lient respectivement a DNAM-1, NKp30 et NKG2C. Néanmoins,
étant donné que la voie NKG2D/NKG2DL est d'une importance majeure dans l'activation des
cellules NK et dans leurs fonctions cytolytiques et sécrétrices de cytokines, la diminution
d’expression MICA/B a la surface des cellules tumorales de mélanome dépendante des CAF et des
MMPs conduit par consequent & une forte altération de l'activité cytotoxique des cellules NK contre

leurs cellules cibles de mélanome, ainsi qu'une sécrétion diminuée d'IFN-y par les cellules NK apres
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la reconnaissance de leurs cibles. Cette secrétion diminuée d'IFN-y par les cellules NK pourrait

d’autre part indirectement altérer la réponse dépendante des lymphocytes T CD8".

De plus, nous avons pu observer que ce mécanisme semble étre conservé, puisque tous les CAFs
isolés a partir de biopsies tumorales de patients différents atteints de mélanome ont tous le méme
effet sur la lyse dépendante des cellules NK. Néanmoins, d'autres études seront nécessaires pour
déterminer si ce phénomene pourrait étre étendu aux CAFs provenant d'autres tissus tumoraux. De
plus, il est important de souligner que le récepteur NKG2D sur certaines cellules T CD8" peut
déclencher un signal de co-stimulation nécessaire a leur activation (Maasho et al., 2005). La
diminution de I'expression de MICA/B a la surface des cellules tumorales de mélanome pourrait
donc avoir un effet délétére sur la réponse immunitaire dépendant des lymphocytes T. En ce qui
concerne le mécanisme d'action des MMP sur les ligands MICA/B, quelques études ont rapporté
que la sécrétion ou I'expression de ces métalloprotéinases par les cellules tumorales telles que les
MMP-2, MMP-9 sécrétées et la MMP-14, peuvent conduire au clivage protéolytique (ou
« shedding ») de MICA/B (Le Maux Chansac et al., 2008; Lee et al., 2008; Liu et al., 2010; Salih et
al., 2006; Salih et al., 2002; Sun et al., 2011; Yamanegi et al., 2012) et éventuellement des ULBP2
et ULBP3 (Shiraishi et al., 2016) a la surface des cellules tumorales. Il est largement admis que les
cellules tumorales peuvent affecter I'expression de MICA/B membranaire par la sécrétion des
MMP, cependant nos résultats apportent une preuve que les cellules stromales, en 1’occurrence les
CAFs, peuvent également affecter I’expression des ligands MICA/B par leur sécrétion de MMPs. A
travers cette étude nous apportons également un lien entre la sécrétion des MMPs par les CAF et la
modulation de la réponse immune anti-tumorale induite par les cellules NK qui passe par une
perturbation de la liaison entre le récepteur activateur NKG2D et ses ligands MICA/B. Cependant,
d'autres études seront nécessaires pour identifier les MMPs exactes impliquées dans ce processus
dépendant des CAFs par I’utilisation d’inhibiteurs plus spécifiques des MMPs. Néanmoins, étant
donné que MMP-14 est normalement ancré a la membrane plasmique par un domaine trans-
membrane et intra-cytoplasmique, il est peu probable que cette MMP soit impliquée dans le
« shedding » de MICA/B a la surface des cellules tumorales traitées par des MC. De plus, le
GM6001 inhibe en grande partie l'activité des MMP-1, 2, 3, 7, 8, 9 et 12 sécrétées et empéche
presque complétement le « shedding » de MICA/B a la surface des cellules tumorales traitées avec
les MC des CAF, ce qui suggere qu'une ou plusieurs de ces MMP sont impliquées. En outre, des
expériences de qRT-PCR ont montré que les CAF utilisés lors de ces travaux expriment en majorité
MMP1, 2, 3 et 9 au niveau ARNm. De plus, une analyse exploratoire par spectromeétrie de masse du
« sécrétome » d’un échantillon de milieu conditionné de CAF nous a également permis de détecter

MMP1, 2 et 3 dans les milieux conditionnés des CAFs (résultats non publiés). L’ensemble de nos
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données expérimentales et les données de la littérature nous laisse donc supposer a I’heure actuelle
que MMP2 en particulier pourrait étre impliquee dans le « shedding » de MICA/B a la surface des
cellules tumorales induit par les CAFs. L’ensemble des nos données expérimentales nous a

également permis de proposer le modele représenté dans la figure ci-dessous.

Lyse
+production de cytokines (IFN-y)

Melanoma

NK cell Tumor Cell

NKG2D

MICA/B

/ \ shedding

MMPs

Figure 31: Schéma illustrant le mécanisme d’action des CAFs altérant la sensibilité des cellules tumorales a la
lyse induite par les cellules NK. Au sein du microenvironnement tumoral, les CAFs sécretent de fortes quantités de
MMPs actives. Ces MMPs, par un mécansime de « shedding », induisent une diminution d’expression de ligands de
NKG2D, a savoir MICA/B, a la surface des cellules tumorales et par conséquent altérent leur lyse par les cellules NK.
Ce phénomeéne altére également la production de cytokine (IFN-y) par les NK lors de leur interaction avec les cellules

tumorales.

Enfin, il est important de souligner qu'une étude pionniere impliquant des CAF isolés de mélanome,
mais aussi d'autres études impliquant des fibroblastes dérivés de carcinome hépatocellulaire et
colorectal, ont montré que ces cellules peuvent diminuer I'expression de NKp30, NKp44, DNAM-1
et/ou NKG2D a la surface des cellules NK, ainsi que I'expression PFN ou GzmB (Balsamo et al.,
2009; Li et al., 2012; Li et al., 2013). Ces effets semblent dépendre, du moins en partie, de la
sécrétion de PGE2 et d'IDO par les CAF et conduire a une atténuation de l'activité cytotoxique des
cellules NK contre leurs cellules cibles tumorales. Dans ce contexte, ces études et nos résultats
mettent en évidence que le sécrétome des CAF, en particulier dans le mélanome, modifie de
maniere importante la réponse immunitaire anti-tumorale dépendante des NK par différents
mécanismes, notamment par la sécrétion de MMP actives. D'autres études seront donc nécessaires

pour déterminer si l'utilisation d'inhibiteurs de MMPs (Vandenbroucke and Libert, 2014), seuls ou
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en combinaison avec des inhibiteurs de PGE2 ou d'IDO, pourrait améliorer le contrdle de la
croissance tumorale dépendant des NK dans des modéles précliniques. De plus, des travaux seraient
également nécessaires afin de déterminer si ces inhibiteurs de MMPs pourraient étre utilisés en

combinaison avec les traitements contre le mélanome basés sur I’immunothérapie.

Il est d’autre part probable que les fibroblastes associés au cancer au niveau du stroma sont infiltrés
dans un environnement tumoral hypoxique. Nous nous sommes donc intéressés a I’hypoxie qui est
une composante intégrale et tout aussi importante du stroma des tumeurs solides et peut influencer
différentes populations du MET et plusieurs parametres biologiques conduisant au potentiel malin
(Semenza, 2012b). En effet, les tumeurs solides créent un microenvironnement hypoxique hostile
qui peut entraver l'efficacité de la réponse immunitaire. Nous avons cherché & comprendre
I’influence de cette composante métabolique et de « mimer » un microenvironnement tumoral dans
lequel se trouvent les CAFs. Nous nous sommes plus particulierement focalisés sur I’effet de
I’hypoxie sur les capacités immuno-modulatrices des fibroblastes associés au mélanome. Nos
résultats montrent que les CAFs placés en conditions hypoxiques répondent a ce stress en exprimant
le facteur induit par I’hypoxie HIF-la ainsi que plusieurs de ses genes cibles. En outre, une
approche expérimentale de type « Gene Expression » (cCDNA microarray) nous a permis d’identifier
des génes codant pour des protéines connues pour avoir des propriétés immuno-modulatrices dont
I’expression est modulée par ’hypoxie au sein des fibroblastes associés au mélanome. En effet,
nous avons observé que 1’hypoxie (1% pO;) augmente I’expression dans les CAFs d’un certain
nombre de genes codant pour des facteurs immunosuppresseurs bien connus dans la littérature
(IDO1, CD39, IL10, ARG1, IL6, FasL, Gal-3 et -9, TGF-B1...). Néanmoins, ces augmentations
d’expression semblent étre hétérogenes entre les CAFs isolés de cinq différents patients, ce qui
suggére que ces CAFs pourraient avoir des roles différents dans 1’induction d’une
immunosuppression au niveau du microenvironnement tumoral, agir sur des populations
immunitaires différentes et cela par divers mécanismes. De plus, cette hétérogenéité pourrait étre la
résultante d’une origine différente de ces CAFs en fonction des patients étudiés et des traitements
préalables. Néanmoins 1’expression d’IDO1 et de CD39/ENTPDI1 semble étre augmentée pour
I’ensemble des CAFs en hypoxie. De maniere intéressante, CD39 représente une cible thérapeutique
nouvelle et prometteuse en oncologie. En effet, des expériences in vitro et in vivo impliquant des
modeles de knock-out de CD39 apportent des preuves de l'activité anticancéreuse de l'inhibition de
CD39. En outre, le développement d’anticorps monoclonaux bloquant CD39 comme médicaments
anticancéreux potentiels pourrait représenter de nouveaux outils thérapeutiques pour inhiber

sélectivement la fonction des Treg du fait de leur expression de CD39 (Bastid et al., 2013).
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L’ensemble des résultats obtenus a ainsi permis de définir clairement une signature
immunosuppressive des CAFs hypoxiques. Néanmoins des travaux complémentaires devront étre
menés pour étayer ces observations. En effet, il sera nécessaire par la suite de valider 1’expression
de ces facteurs au niveau des CAFs normoxigques ou hypoxiques ainsi que la sécrétion de ces
facteurs immunosuppresseurs par différentes approches pour corroborer les résultats obtenus par
I’analyse de leur transcriptome. Il serait également intéressant et nécessaire de renforcer cette étude
en validant les effets biologiques de I’hypoxie sur I’immunosuppression controlée par les CAFs en

comparant ces effets a ceux des CAFs normoxiques.

En particulier, étant donné que les CAFs hypoxiques expriment de maniere plus importante des
facteurs qui inhibent I’activation des CTL (IDO1, ARG1, CD39), il serait intéressant de définir si
les milieux conditionnés de ces CAFs pourraient altérer la prolifération de PBMC (cellules
mononuclées du sang périphérique) et les fonctions des lymphocytes T cytotoxiques. De la méme
maniere, la sécrétion de prostaglandines, d’IL-6 et de VEGF pourrait augmenter la sécrétion de
facteurs immunosuppresseurs par les cellules myeloides immunosuppressives en ciblant la voie de
signalisation associant les protéines JAK (Janus kinase) qui convergent vers I’activation du facteur
de transcription STAT3 (Ugel et al., 2009).

La forte sécrétion de VEGF par les CAFs hypoxiques pourrait également altérer la maturation et la
fonctionnalité des cellules dendritiques (Ohm et al., 2003). Enfin, les CAFs hypoxiques pourraient
jouer un role important dans la polarisation des macrophages associés aux tumeurs comme le
suggeére I’expression augmentée d’IL10 et de TGF-f qui peuvent favoriser la polarisation en
macrophage de type Il (Murray et al., 2014). Plus globalement, il serait aussi intéressant d’étudier
I’effet de I’hypoxie sur les capacités pro-tumorales des CAFs hypoxiques en les co-cultivant avec
des cellules tumorales ou en traitant les cellules tumorales directement avec les milieux
conditionnés des CAFs hypoxiques afin d’étudier leur effet sur par exemple 1’invasion des cellules
tumorales et la formation de métastases étant donné que 1’expression des MMPs au niveau des

CAFs hypoxiques est augmentée.
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Perspectives



Lors de I’évolution des cellules tumorales, 1’environnement est crucial pour leur survie, leur
croissance et leur progression. A ce titre le microenvironnement tumoral est devenu une cible
privilégiée pour étudier de nouvelles approches pour le traitement des cancers. De plus, les
stratégies immunothérapeutiques visant a déclencher ou a améliorer I'immunité anti-tumorale sont
décevantes en raison de la diversitt des mécanismes d‘échappement tumoral a
I’immunosurveillance. Par ailleurs, une thérapie combinant le ciblage des cellules tumorales et des
différentes composantes du stroma peut fournir des stratégies prometteuses pour améliorer les
résultats thérapeutiques et surmonter la résistance aux traitements. Il devient alors important
d’étudier ces différents éléments et leurs implications dans la survie et le développement de la

tumeur pour essayer de les cibler.

Cibler les fibroblastes associés au cancer et leur sécrétome

Les options de traitement pour les patients atteints de mélanome métastatique ont considérablement
augmenté ces derniéres années (Bertolotto, 2013). Ainsi, une meilleure compréhension de
I’influence du microenvironnement tumoral permettra de concevoir des approches thérapeutiques
nouvelles et efficaces. Le plus grand avantage de cibler les CAF repose sur le fait que cela pourrait
étre appliqué a des patients porteurs de mutations génétiques différentes et aider a surmonter la
résistance aux médicaments due a I'nétérogénéité du mélanome et a l'instabilité génomique. Bien
que des progres passionnants aient été réalises dans la compréhension des CAF et de leurs
interactions réciproques avec les cellules de mélanome, les mécanismes sous-jacents de ces
interactions demeurent insaisissables. La connaissance de ces mécanismes avancera certainement
notre compréhension de la biologie du mélanome pour concevoir de meilleures stratégies
thérapeutiques pour cette maladie mortelle et sans doute pour d’autres cancers. Cibler les CAF pour
traiter le mélanome représente une prouesse dans le traitement de cette maladie. En effet, comme il
a été mentionné précédemment, les CAF jouant un réle important dans le développement des
tumeurs et étant plus génétiqguement stables que les cellules tumorales, les CAF apparaissent comme

une cible thérapeutique prometteuse pour le traitement du mélanome (Loeffler et al., 2006).

En combinant la connaissance des marqueurs de cellules stromales et de 1’hétérogénéité d’origine
des CAFs qui résulte en 1’expression de marqueurs différents, avec les progres récents des thérapies
anti-cancéreuses basées sur le stroma, le concept de thérapie personnalisée pourrait également étre
étendue au microenvironnement de la tumeur, fournissant ainsi une fagon plus compléte de traiter le
cancer. Ainsi, les CAF qui expriment la protéine FAP dans les tumeurs solides, représentent des

cibles thérapeutiques intéressantes. Pour cibler les CAFs exprimant FAP dans le stroma associé aux
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tumeurs, une équipe a modifié génétiqguement des lymphocytes T pour exprimer un récepteur
d'antigéne chimérique spécifique a la protéine FAP (CAR, chimeric antigen receptor). Les
lymphocytes T spécifiques de FAP résultants reconnaissent et tuent des cellules cibles positives
pour la protéine FAP en libérant des cytokines pro-inflammatoires et en induisant la lyse des
cellules cibles. De plus, dans un modéle de cancer du poumon, le transfert adoptif de cellules T
spécifiques de FAP a significativement réduit le nombre de cellules stromales qui expriment la
protéine FAP (Kakarla et al., 2013). Néanmoins, 1’expression de FAP au niveau des fibroblastes
associés au mélanome étant toujours sujet a controverse et sans doute faible, le ciblage de ce
marqueur n’est sans doute pas une bonne piste thérapeutique dans cette pathologie, ce qui met
¢galement en lumiére la nécessité d’identifier et de cibler d’autres marqueurs des CAFs dans le
mélanome.

De plus, la combinaison des traitements actuels d’immunothérapie et des molécules inhibitrices de
facteurs sécrétés par les CAF serait une approche intéressante dans le traitement des cancers
résistants a I’immunothérapie seule. En effet, un modele d'adénocarcinome canalaire pancréatique
(PDA) a permis d'analyser I’inefficacité de lI'immunothérapie dans cette maladie. Malgré le fait que
des cellules T CD8" spécifiques des cellules cancéreuses sont présentes chez les souris porteuses de
cellules PDA, les souris, comme les patients atteints de PDA, ne répondent pas aux anti-CTLA-4 et
aux anti-PD-L1. En revanche, I’administration de la molécule AMD3100 qui est un inhibiteur du
récepteur CXCR4 de la chimiokine CXCL12 majorotairement secrétée par les CAFs, induit une
accumulation rapide de lymphocytes T parmi les cellules cancéreuses et agit en synergie avec les
anti-PD-L1 pour diminuer fortement la croissance tumorale (Feig et al., 2013). Il serait donc
intéressant de cibler les facteurs sécrétés par les CAFs (comme par exemple le TGF-B1) et leurs
récepteurs qui sont impliqués dans le développement tumoral par des inhibiteurs tels que le
sunitinib (PDGFR, VEGFR, KIT and FLT-3) ou le sorafenib (PDGFR, VEGFR, c-Raf-1, B-raf).

Il serait également pertinent de cibler les métalloprotéinases matricelles sécrétées par les CAFs,
notamment sur la base de notre étude qui montre 1’effet néfaste des MMPs sécrétées par les CAFs
sur la modulation de la réponse NK et sur la base d’autres travaux montrant que les MMPs
promeuvent un environnement tumoral immunosuppressif (notamment par l'activation protéolytique
du TGF-B (Yu and Stamenkovic, 2000) et la dégradation du récepteur de I'lL-2-p entrainant
I'inhibition de la prolifération des cellules T intra-tumorales (Egeblad and Werb, 2002)). Le blocage
de la synthése des MMPs ou de leur activité pourrait contrecarrer ces effets et avoir le potentiel
d'améliorer lI'immunothérapie pour le cancer. En outre, le fait que dans de nombreux cancers, les
MMP sont produites par les cellules du stroma plutét que par les cellules tumorales suggere que

I’inhibition des MMP pourrait échapper au développement de résistances principalement dues a
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I’instabilité génétique des cellules tumorales. Différentes approches ont ainsi été développées pour
interférer avec 1’expression ou ’activation des MMP. La méthode principale réside dans I’emploi
d’inhibiteurs synthétiques qui interagissent directement avec le site catalytique des MMP pour
bloquer de facon réversible leur activité protéolytique et plusieurs molécules ayant une grande
affinité pour les MMP ont été synthétisées. Les impressionnantes données précliniques en oncologie
ont alimenté le développement clinique de plusieurs inhibiteurs des métalloprotéinases matricielles
et la combinaison de ces inhibiteurs et de I’'immunothérapie anti-cancéreuse pourrait représenter une
bonne piste d’exploration.

En conclusion, I’exploitation de ces fibroblastes associés au cancer et des nouvelles connaissances
sont d’un intérét majeur pour une meilleure intervention dans le domaine d’immunité anti-tumorale

dans divers cancers.

Intervenir sur les propriétés hypoxiques pour améliorer les approches d’immunothérapie

L’immunothérapie des tumeurs dans la clinique ne tient pas compte du microenvironnement
hypoxique et de son impact sur le résultat thérapeutique bien qu’il existe des médicaments
anticancéreux inhibant HIF (Scholz and Taylor, 2013; Semenza, 2009, 2012b). Il est évident que,
compte tenu de I’importance de I'hypoxie dans la régulation de la progression tumorale et la
suppression de la réponse immunitaire, intervenir sur les proprietés hypoxiques des tumeurs
pourrait étre une approche considérable dans les nouvelles thérapies combinées anticancéreuses. A
cet égard, le changement des propriétés de cette composante métabolique pourrait dans notre cas
diminuer I’activation des fibroblastes et par conséquent, leur taux de sécrétion de facteurs solubles
comme les MMPs ou les facteurs qui ont un réle dans I’immunossupression et donc améliorer la
réponse anti-tumorale. Cette intervention pourrait également diminuer le nombre de cellules
immunosuppressives et inhiber leurs fonctions, augmenter le nombre des cellules T effectrices et
améliorer 1’efficacité des vaccins, par conséquent, améliorer I'immunothérapie anti-tumorale. Agir
sur le microenvironnement tumoral hypoxique pour stimuler les cellules immunitaires est donc tres
pertinent. Plusicurs éléments de la voie de réponse a 1’hypoxie sont de bons candidats pour le
ciblage thérapeutique notamment HIF-1a, cependant 1’exploitation des voies de signalisation
d'hypoxie pour 1’application clinique, en particulier dans les tumeurs solides, est difficile. Dans ce
contexte, le remodelage du microenvironnement tumoral grace a la normalisation vasculaire pour
éviter la résistance de la tumeur et la suppression immunitaire pourrait également offrir des
approches thérapeutiques innovantes. Il sera donc important de prendre en compte la manipulation
du stress hypoxique dans les futures thérapies des cancers pour faciliter et améliorer I’efficacité

immunothérapeutique qui finiront par étre bénéfiques chez les patients cancéreux.
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Description

During tumor progression, tumor cells proliferate under adverse
host conditions and use several survival strategies to block the action
of key regulators of the immune response and circumvent anti-tumor
defenses. Consequently, the current development of new
immunotherapeutic strategies aimed at inducing or optimizing the
immune response directed against the tumor and opened the way to
new treatments of cancers. Besides the several known classical
strategies used by tumor cells to escape to immune surveillance, it
should be noted that the evasion of immunosurveillance by tumor cells
is also under the control of the tumor microenvironment complexity
and plasticity [1,2].

Among the stromal cells, activated fibroblasts, termed cancer-
associated fibroblasts (CAFs), play a critical role in the complex
process of tumor-stroma interaction. CAFs, one of the prominent
stromal cell population in most types of human carcinomas, are a-
SMA (alpha-smooth muscle actin) positive, spindle-shaped cells, who
closely resemble normal myofibroblasts but express specific markers
(ie, FAP (fibroblast-associated protein), PDGFR-B (platelet-derived
growth factor)) together with the fibroblastic marker FSP-1 (fibroblast
specific protein 1) and vimentin (a mesenchymal marker). CAFs are
also characterized by the absence of epithelial (cytokeratin, E-
cadherin), endothelial (CD31) and fully differentiated smooth muscle
(smoothelin) markers [3]. CAFs differentiate and proliferate in the
tumor microenvironment in a transforming growth factor-g (TGF-p),
platelet-derived growth factor (PDGF) and fibroblast growth factor
(FGF)-dependent manner from other cell types such as resident
fibroblasts, mesenchymal stem cells, endothelial and epithelial cells
[4,5]. In the tumor stroma, CAFs interact with tumor cells and secrete
several factors such as extracellular matrix proteins (ie, collagen),
matrix metallo-proteinases (MMPs), proteoglycans (ie, laminin,
fibronectin), chemokines (ie, CXCL1, CXCL2, CXCL8, CXCLe,
CXCL12/SDF1, CCL2 and CCL5), vascularisation promoting factors
(ie, PDGF and VEGF) and other proteins which affect tumor cells
proliferation, invasiveness, survival and stemness (ie, TGF-B, EGE
HGE, FGE PGE2) [5]. Consequently, CAFs have been involved in
tumor growth, angiogenesis, cancer stemness, extracellular matrix
(ECM) remodelling, tissue invasion, metastasis and even
chemoresistance [6,7].

During the past few years, these activated tumor-associated
fibroblasts have also been involved in the modulation of the anti-
tumor immune response by the secretion of immunosuppressive and
pro-inflammatory factors (ie, TGF-p, IL-1p, IL6, IL10...), chemokines
(ie, CXCL12, CCL2...) and chemical mediators (ie, PGE2...) in the
tumor microenvironment. As such, CAFs can potentially affect both

innate and adaptive antitumor immune response [8,9]. For example,
the secretion of CXCL12/SDF1 and CCL2/MCP-1 by CAFs is
potentially involved in macrophages attraction in the tumor
microenvironment and in their differentiation into a M2
immunosuppressive phenotype [10]. CAF secretion of chemokines can
also recruit immunosuppressive myeloid-derived suppressive cells
(MDSC) population to the tumor [11]. The secretion of TGF-$ by
CAFs potentially affects dendritic cells biology by inhibiting their
migration, maturation and antigen presentation capabilities, increases
the numbers of regulatory T cells (Tregs) within the tumor
microenvironment through the induction of FOXP3 expression [12]
and interferes with cytotoxic T lymphocytes (CTL) function and
frequency within the tumor [13]. The secretion of TGF-p by CAFs can
also attenuate IFN-y production by natural killer (NK) cells [14], as
well as the expression of NK-activating receptors including NKG2D,
NKp30 and NKp44 [12]. Similarly, the secretion of vascular endothelial
growth factor (VEGF) by CAFs may affect dendritic function and
increase the infiltration of Tregs and MDSC within the tumor [15].
Moreover, the secretion of prostaglandin E2 (PGE2) can decrease the
expression of the activator receptor NKG2D on NK cells surface
(which is also the case for indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO)
secretion by CAFs) [16] and induces FOXP3 expression in Tregs [17].
Nevertheless, further studies are clearly needed to fully elucidate the
complex role of CAFs in the complex tumor immunosuppressive
network.

Altogether, these findings highlight the action of CAFs on various
levels of the antitumor immune response within the tumor
microenvironment. Thus, combination therapy co-targeting CAFs and
tumor cells or other immune check points (ie, PDL1, CTLA4) should
represent a significant benefit in terms of tumor immunotherapy.
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Blurring the boundary between innate and adaptive immune system, natural killer (NK)
cells, a key component of the innate immunity, are recognized as potent anticancer
mediators. Extensive studies have been detailed on how NK cells get activated and
recognize cancer cells. In contrast, few studies have been focused on how tumor micro-
environment-mediated immunosubversion and immunoselection of tumor-resistant
variants may impair NK cell function. Accumulating evidences indicate that several cell
subsets (macrophages, myeloid-derived suppressive cells, T regulatory cells, dendritic
cells, cancer-associated fibroblasts, and tumor cells), their secreted factors, as well as
metabolic components (i.e., hypoxia) have immunosuppressive roles in the tumor micro-
environment and are able to condition NK cells to become anergic. In this review, we will
describe how NK cells react with different stromal cells in the tumor microenvironment.
This will be followed by a discussion on the role of hypoxic stress in the regulation of
NK cell functions. The aim of this review is to provide a better understanding of how
the tumor microenvironment impairs NK cell functions, thereby limiting the use of NK
cell-based therapy, and we will attempt to suggest more efficient tools to establish a
more favorable tumor microenvironment to boost NK cell cytotoxicity and control tumor
progression.

Keywords: HIF, microenvironment, solid tumors, natural killer cells, immune suppression

Introduction

Natural killer (NK) cells are lymphoid cells that are considered to be major innate effector cells. They
are endowed with a natural ability to kill tumor cells and infected cells (1). NK cell lytic functions
are regulated by a balance of activating and inhibiting signals originating from membrane receptors
(1). Despite their effective antitumor activity, their contribution in controlling solid tumor progres-
sion remains elusive. The immunosuppressive tumor microenvironment is undoubtedly involved in
tumor evasion from NK cell-mediated killing through several cellular and metabolic factors. Immune
and stromal cells as well as the hypoxic stress inside the tumor microenvironment are known to
be negative regulators of NK cell infiltration into solid tumors and cytotoxicity (1). Tumor cells
themselves develop several strategies to evade NK cell-mediated killing. In this regard, hypoxic stress
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Tumor microenvironment impairs NK cells

through its ability to induce tumor resistance and to regulate the
differentiation and function of immune-suppressive cells plays a
determinant role in shaping the NK cell phenotype and function.

In this review, we propose an insight on how tumor microen-
vironment inhibits NK cell functions and how this may impact
the therapeutic use of NK cells in anticancer treatments.

Cell-Mediated Immune Suppression
Toward NK Cells in the Tumor
Microenvironment

The tumor microenvironment is a complex network of tumor
cells, immune cells, stromal cells, and extracellular matrix
accomplishing proliferation, migration, and dissemination of
tumor cells. The immune cell subset comprises CD8* T cells,
CD4" T cells, NK cells, and myeloid cells [dendritic cells (DCs),
M2-macrophages, myeloid-derived suppressor cells (MDSCs)].
Despite the recognized role of NK cells in clearing circulating
tumor cells (leukemia cells, metastatic cells) (2-4), the antitumor
functions of NK cells in solid tumors are frequently mentioned
due to the more favorable prognosis associated with higher NK
cell infiltration in some type of cancers (5), the inverse correlation
between natural cytotoxic activity and cancer incidence (6), or
the faster tumor growth in NK cell-depleted mouse models (7-9).

Natural killer cells enter solid tumor site by extravasations
through tumor vasculature (10). CXCR3 is a major chemokine
receptor involved in NK cell migration toward tumor following a
gradient of the tumor-derived chemokine (C-X-C motif) ligands
CXCL9, 10, and 11 (11, 12). In particular, increased CXCL10
expression in melanoma tumors results in increased infiltration
of adoptively transferred CXCR3-positive expanded NK cells,
reflecting the role of CXCL10-induced chemoattraction (12).
However, infiltrated NK cells often display a suppressed pheno-
type inside solid tumors. Accumulating evidence indicates that
tumor-residing cells as well as a series of microenvironmental
factors are endowed with suppressive properties that affect NK
cell reactivity and inhibit their functions (Figure 1).

Macrophage Polarization Regulates

NK Cell-Mediated Cytotoxicity

Within the tumoral tissue, macrophages and other myeloid cells
constitute a major component of the immune infiltrate (13, 14).
They differentiate into tumor-associated macrophages (TAM)
with expression of TAM markers such as CD206 (15). Exposure
of TAM to tumor-derived cytokines such as IL-4, IL-10, IL-13,
and M-CSF is able to convert them into polarized type II or
M2 macrophages with immune-suppressive activities resulting
in tumor progression (15). M2-polarized macrophages appear
to contribute to immune suppression through the production
of immunosuppressive factors such as IL-10 and TGF-p (16).
Recently, the role of myeloid cells including macrophages in
immunosuppression of NK cells has been better understood by
the involvement of A2AR receptors (17). Myeloid-selective dele-
tion of A2ARs significantly activates macrophages by favoring
M1 polarization, reduces lung metastasis, and increases CD44
expression on tumor-associated NK cells and T cells as well as

numbers and activation of NK cells and antigen-specific CD8*
T cells in lung infiltrates (17). In a xenografted lung carcinoma
model, increased expression of surfactant protein-A (SP-A)
was reported to be associated with reduced tumor growth and
increased M1-TAM and NK cell recruitment and activation at
the tumor site (18).

Myeloid-Derived Suppressor Cells Suppress NK
Cell Activity

Myeloid-derived suppressor cells represent additional myeloid
subsets involved in tumor-induced immunosuppression (19).
MDSCs comprise immature macrophages, granulocytes, and
DCs. Their expansion and immunosuppressive functions are
well documented in tumor-bearing mice and cancer patients. As
such, the NK cell activity was found to be inversely correlated
with MDSC expansion (20, 21). In addition, MDSC-mediated
inhibition of NK cells was found to be cell contact dependent
via membrane-bound transforming growth factor-p (TGF-p) on
MDSC (21) or inhibition of perforin and signal transducer and
activator of transcription 5 (Stat5) activity in NK cells (20). MDSC
from patients with hepatocarcinoma also show inhibitory effects
on autologous NK cells after coculture (22). This inhibition was
also found to be cell contact dependent and to involve blocking
of the activating receptor NKp30 on NK cells (22).

CD4+CD25* T Regulatory Cells Inhibit NK Cell
Cytolytic Functions

T regulatory cells (Treg) are well described for their immunosup-
pressive functions (23). Studies performed by Trzonkowski et al.
(24) and Xu et al. (25) report direct inhibitory effects of Treg on
NK cell cytolytic functions and expression of the CD69 activa-
tion marker following in vitro cocultures. These studies indicate
that the production of TGF-f} by Treg is at least one mechanism
of Treg-mediated NK cell inhibition. In vivo, Treg depletion
was shown to increase NK cell proliferation by a mechanism
involving IL-15Ra expression on DCs (26). In a murine model,
such depletion was also shown to favor NKG2D-mediated tumor
rejection (27).

Dendritic Cells Modulate NK Cell Cytotoxicity
The incrimination of TGF-f in the modulation of NK cell cyto-
toxicity is also reported when NK cells are cocultured with DCs.
Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) phos-
phorylation in DCs was reported to be associated with increased
secretion of TGF-p, which inhibited NK cell activity, and inhibi-
tion of TGE-f restored NK cell functions (28). TGF-} production
by DCs can be induced by coculture of immature DC with lung
carcinoma cells (29) or by stimulation with LPS (30). Secretion
of IL-6 and IL-10 by DC has also been incriminated in dendritic
cell-mediated NK cell inhibition (31). Nevertheless, some reports
showthat DC canalso activate NK cell functions. IL-15-stimulated
DCs acquire the ability to increase surface expression of the NK
cell-activating receptors NKp30 and NKp46, which is associated
with an increased tumor target killing (32). This activation is cell
contact dependent and required membrane-bound IL-15 on DC.
DCs were also reported to induce NK cell proliferation and to
activate NKp30 receptor-signaling in NK cells (33).
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Cancer-Associated Fibroblasts Decrease NK
Cell-Mediated Cytotoxicity

Among the stromal cells, modified/activated fibroblasts, often
termed cancer-associated fibroblasts (CAFs), are considered
to play a central role in the complex process of tumor-stroma
interaction. CAFs, the prominent stromal cell population in most
types of human carcinomas, are a-SMA (alpha-smooth muscle
actin) positive, spindle-shaped cells, which closely resemble
normal myofibroblasts but express specific markers [i.e., FAP
(fibroblast-associated protein), FSP-1 (fibroblast specific protein
1), and PDGFR-p (platelet-derived growth factor)] together with
vimentin (a mesenchymal marker) and the absence of epithelial
(cytokeratin, E-cadherin) and fully differentiated smooth muscle
(smoothelin) markers (34-36). CAFs differentiate in the tumor

microenvironment in a TGF-B-dependent manner from other
cell types such as resident fibroblasts, mesenchymal stem cells,
and endothelial and epithelial cells (37, 38). In the tumor stroma,
CAFs produce and secrete several factors such as extracellular
matrix proteins (i.e., collagen I, ITI, IV), matrix metalloproteinases
(MMPs), proteoglycans (i.e., laminin, fibronectin), chemokines
(i.e., CXCL1, CXCL2, CXCL8, CXCL6, CXCL12/SDF1, CCL2,
and CCL5), vascularization promoting factors (i.e., PDGF and
VEGEF), and other proteins that affect tumor cells’ proliferation,
invasiveness, and survival (i.e., TGF-p, EGE HGFE and FGF)
(39). Consequently, CAFs have been involved in tumor growth,
angiogenesis, tissue invasion, and metastasis (40).

During the past few years, these activated tumor-associated
fibroblasts have also been involved in the modulation of the
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antitumor immune response, especially by the secretion of solu-
ble immunosuppressive factors in the tumor microenvironment
(TGE-B, IL-1p, IL-6, and IL-10) (41). As such, CAFs can poten-
tially affect both innate and adaptive antitumor immune response
by increasing the recruitment to tumor of myeloid-derived
suppressive cells (MDSC), by decreasing antigen presentation,
by increasing the numbers of Tregs, by decreasing T-cell prolif-
eration, cytotoxic T-cell (CTL) function and maturation, or by
inhibiting B cell activation and differentiation (41, 42). Different
studies also involved CAFs in the modulation of the NK cell func-
tionality. Indeed, the secretion of TGF-f by CAFs could attenuate
the expression of NK cell-activating receptors including NKG2D,
NKp30, and NKp44 (43, 44). More recently, studies involving
melanoma and hepatocellular and colorectal carcinoma-derived
fibroblasts have shown that CAFs can decrease NKG2D expres-
sion on NK cells surface through the secretion of prostaglandin
E2 (PGE2) and/or indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO). In
parallel, perforin and granzyme B expression (involved in NK
cell-mediated killing of target cells) also seem to be decreased
by coculture of NK cells with CAFs, affecting their lytic potential
(45-47). Altogether, these findings highlight the direct and indi-
rect action of CAFs on various levels of the antitumor immune
response and on NK cells antitumor activity within the tumor
microenvironment.

Tumor Cells May Develop Strategies to Evade
NK Cell-Mediated Lysis

In many cancers, tumor cells down-regulate surface expression
of MHC-I molecules in order to evade CD8-dependent T-cell
killing, making them more susceptible to NK cell-dependent
killing. Cancer cells can also up-regulate NKG2D ligands fol-
lowing activation of NFkB or Sp transcription factors (48).
However, tumor cells also develop various strategies to inhibit
NK cell-mediated cytotoxicity. Indeed, NK cells from multiple
myeloma patients were shown to constitutively express the
inhibitory receptor PD-1, as compared to NK cells from healthy
donors, which contributes to NK cell inhibition by multiple
myeloma cells (49). When the authors inhibit the PD-1/PD-L1
axis using lenalidomide or a blocking antibody, they restored
NK cell lytic functions against tumor cells. In addition, tumor
cells secrete a number of immunosuppressive cytokines such as
TGF-p. In this regard, neuroblastoma cell-derived TGF-f has
been reported to down-regulate the activating receptor NKp30
(50). Melanoma cells are also able to inhibit the expression of
activating NK cell receptors including NKp30, NKp44, and
NKG2D, resulting in impairment of NK cell-mediated cytotox-
icity (51). This inhibitory effect is mediated via the production
of IDO and PGE2 by melanoma cells. Tumor cells may release
soluble NKG2D ligands through proteolytic cleavage, resulting
in down-regulation of NKG2D and impairment of NK cell lytic
functions (52, 53). The inhibitory consequences of releasing
soluble NK cell receptor ligands may not be systematic. Indeed,
NKp30 activation by tumor-released vesicles containing HLA-B-
associated transcript 3 (BAT3), a ligand for NKp30, was reported
(54). Very recently, Deng et al. demonstrated that shedding of
the NKG2D ligand MULT1 results in NK cell activation and
increased surface expression of NKG2D (55). As suggested by

the authors, the differential affinity of MULT1 (high-affinity
NKG2D ligand) and MICA/B (low-affinity NKG2D ligand) for
NKG2D may explain this discrepancy. Recently, Nanbakhsh et al.
reported that the induction of c-myc in leukemic cells resistant
to cytarabine resulted in up-regulation of NKG2D ligands (56).
Since deregulated expression of c-myc is associated with many
cancers in human, it raises the question of the expression of
NK cell-activating ligands on c-myc-altered solid tumors. We
and others have also provided evidence indicating a role of HIF
factors in tumor resistance to NK cell-mediated lysis, which is
further detailed in Section “Consequences of Hypoxia-Induced
HIF Stabilization on NK Cell Functions”

Consequences of Hypoxia-Induced HIF
Stabilization on NK Cell Functions

Microenvironmental hypoxia is a prominent feature of solid
tumors and is involved in fostering the neoplastic process and in
the modulation of immune reactivity (57). It results from inad-
equacies between the tumor microcirculation and the oxygen
demands of the growing tumor mass, which leads to a lowering of
oxygen partial pressure and a metabolic switch toward glycolysis
(58). Tumor hypoxia is a negative prognostic and predictive factor
due to many effects on the selection of hypoxia-surviving clones
(59), activation of the expression of genes involved in apoptosis
inhibition (60), angiogenesis (61), invasiveness and metastasis
(62), epithelial-to-mesenchymal transition (63), and loss of
genomic stability (64). Accumulating evidences indicate that
tumor hypoxia is also involved in the loss of immune reactivity
either by decreasing tumor cell sensitivity to cytotoxic effectors or
by promoting immunosuppressive mechanisms (57).

Cellular Adaptation to Hypoxia Through
Hypoxia-Inducible Factors

Cells adapt to hypoxic microenvironment by regulation of
hypoxia-inducible family of transcription factors (HIFs). This
family comprises three members: HIF-1, HIF-2, and HIF-3. HIF-1
is a heterodimeric protein composed of a constitutively expressed
B-subunit and an O,-regulated a-subunit. In the presence of
O,, HIF-1a is hydroxylated on proline residue 402 and/or 564
by prolylhydroxylase domain protein 2 (PHD2), resulting in its
interaction with the von Hippel-Lindau (VHL) tumor suppressor
protein, which recruits an E3 ubiquitin-protein ligase that even-
tually catalyzes poly-ubiquitination of HIF-1a, thereby targeting
it for proteasomal degradation (1). Under hypoxic conditions,
hydroxylation is inhibited and HIF-la rapidly accumulates,
dimerizes with HIF-p, binds to the core DNA-binding sequence
50-RCGTG-30 [R being a purine base (adenine or guanine)] in the
promoter region of target genes, recruits coactivators, and activates
transcription (65). In addition, oxygen-dependent hydroxylation
of asparagine-803 by factor inhibiting HIF-1 (FIH-1) blocks the
interaction of HIF-1a with the coactivators P300/CBP under nor-
moxic conditions, resulting in suppression of HIF transcriptional
activity (66-68). Similar to HIF-1a, HIF-2a is also regulated by
oxygen-dependent hydroxylation. HIF-1a and HIF-2« are struc-
turally similar in their DNA-binding regions and dimerization
domains but differ in their transactivation domains. Consistently,
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they share many target genes, but each one also regulates a unique
set of genes (69). HIF-3x lacks the transactivation domain and
may function as an inhibitor of HIF-1a and HIF-2« (70).

Hypoxic and Pseudo-Hypoxic Tumor Cells Are
Resistant to NK Cell-Mediated Killing

It is now well established that the hypoxic tumor microenviron-
ment favors the emergence of tumor variants with increased
metastatic and invasive potential and alters immune reactivity
as well (57).

Fink and colleagues reported the inhibition of NK cell cyto-
toxicity toward liver tumor cell lines under hypoxic conditions,
suggesting for the first time that hypoxia is able to confer tumor
resistance to NK cell-mediated cytotoxicity (71). Another study
demonstrated that hypoxia decreased the expression of MICA (a
NKG2D ligand) on osteosarcoma cell surface with a consistent
decrease in the susceptibility of these cells to NK cell-mediated
cytotoxicity (72). Consistently, HIF-1a knockdown using small
interfering RNA increased the expression of cell surface MICA and
concomitantly increased the level of soluble MICA. HIF-1a was
also found to be inversely correlated with MIC gene expression,
indicating that hypoxia was involved in the inhibition of NK cell
reactivity toward tumor cells. Recently, we showed that hypoxia-
induced autophagy in tumor cells mediated resistance to CTL (73).
In this context, Baginska et al. demonstrated that hypoxia-induced
autophagy in tumor cells was also involved in tumor resistance
to NK cells via granzyme B degradation in autophagosomes (74).

In the particular context of renal cancer, hypoxic signaling
is frequently constitutively active owing to the majority of renal
cancers presenting with clear cell carcinoma (ccRCC) histology
(75), which is usually associated with mutational or functional
inactivation of the VHL gene (76). The VHL pathway targets the
hypoxia-inducible factors (HIFs) family of transcription factors,
in particular HIF-1a and HIF-2a, for ubiquitin-mediated degra-
dation via the proteasome (77). Consequently, VHL inactivation
leads to constitutive stabilization of HIFs, a process known as
pseudo-hypoxia, and increased expression of HIF target genes.
Our group has recently shown that, in VHL-mutated ccRCC
cells, HIF-2 stabilization caused by mutated VHL induces up-
regulation of ITPR1 which is involved in ccRCC resistance to NK
cells (78). NK cells were found to induce a contact-dependent
autophagy in ccRCC cells that was dependent on ITPR1 expres-
sion in tumor cells. Blocking ITPR1 expression in ccRCC cells
inhibited NK cell-induced autophagy and suppressed ccRCC
resistance to NK cells.

On the contrary, in non-tumoral cells, Luo and colleagues
demonstrated that HIF-lo overexpression in HK-2 cells
induces MICA expression and enhances NK cell cytotoxicity
toward target cells as well as IFNy secretion by NK cells (79).
Antibody blocking experiments using anti-MICA mAb were
able to down-regulate NK cell-mediated killing and IFNy secre-
tion toward HIF-1a-overexpressing HK-2 cells confirming the
involvement of MICA in the increased NK cell reactivity.

Hypoxia Inhibits NK Cell Functions via HIFs
The specific role of hypoxia and HIFs on NK cells is not well
studied.

Balsamo and colleagues showed that NK cells adapt to a
hypoxic environment by up-regulating HIF-1o. They demon-
strated that, under hypoxia, NK cells lose their ability to up-
regulate the surface expression of the major activating NK-cell
receptors (NKp46, NKp30, NKp44, and NKG2D) in response to
IL-2 or other activating cytokines (including IL-15, IL-12, and
IL-21). These altered phenotypic features correlated with reduced
responses to activating signals, resulting in impaired capability of
killing infected or tumor target cells. However, hypoxia does not
significantly alter the surface density and the triggering function
of the Fc-y receptor CD16, thus allowing NK cells to maintain
their capability of killing target cells via antibody-dependent
cellular cytotoxicity (80).

Hypoxic primary tumors were shown to provide cytokines
and growth factors capable of creating a pre-metastatic niche
and a reduction of the cytotoxic functions of NK cells. In fact,
Sceneay et al. reported that injection of mice with hypoxic mam-
mary tumor cells resulted in increased CD11b*/Ly6C™/Ly6G*
myeloid and CD37/NK1.1* immune cell lineages infiltration
into the lung and led to increased metastatic burden in mam-
mary and melanoma experimental metastasis models (81). The
cytotoxicity of NK cells was significantly decreased, resulting in
a reduced antitumor response that allowed metastasis formation
in secondary organs to an extent similar to that observed fol-
lowing depletion of NK cells. Sarkar and colleagues confirmed
that hypoxia reduced NK cell killing of multiple myeloma cell
lines (82). They showed that hypoxia significantly decreased
expression of the activating receptor NKG2D by NK cells and of
intracellular granzyme B and perforin. Whether HIF factors were
able to directly regulate the expression of granzymes genes is not
documented, but perforin has been reported not to be a direct
target gene of HIF-1 (83).

Despite detailed description of the detrimental effects
of hypoxia on NK-cell responses, the underlying molecular
mechanisms remain unclear. In particular, whether HIF or other
hypoxia-related factors are able to directly control NK cell recep-
tor expression remain to be clarified.

Indirect Consequences of Hypoxic Stress on

NK Cell Cytotoxic Functions

Despite the direct consequences of hypoxic stress on NK cells,
intratumoral hypoxia is also involved in increased tumor infiltra-
tion by Treg and MDSC and in M2-polarization (57), which are
cellular subsets that negatively regulate NK cell lytic functions
(see Cell-Mediated Immune Suppression Toward NK Cells in
the Tumor Microenvironment). Hypoxic stress is also involved
in increased expression and secretion by tumor cells of NK
cell-inhibiting cytokines such as TGF-p (84, 85). Of note, NK
cell adhesion on hypoxic endothelial cells was reported to be not
altered (86), but NK cell infiltration into hypoxic tumors has not
been extensively studied.

NK Cell: A Role in Tumor Immunoediting

The major focus ofimmunotherapy approaches has been enhanc-
ing the effectiveness of host antitumor immunity. However, while
accumulating evidences indicate that tumor microenvironment
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might evade the innate host immune response to ensure tumor
development and survival (58, 87), NK cells have also been
reported to play a role in the selection of tumor-resistant and
tumor-tolerant cells and therefore to shape tumor microenvi-
ronment (88). While the mechanisms of CTL-induced tumor
editing are well known (89), only limited knowledge on how
NK cells induce tumor editing is available. In this regard, the
involvement of NK cells in immune editing has been studied in
relation to NKG2D and DNAMI1 (90, 91). Guillerey and Smyth
have elegantly demonstrated the NK cell activity in the cancer
immune editing process with particular emphasis on the elimi-
nation and escape phases (92). NK cells have been also shown to
kill immature DC because of their low amount of surface human
leukocyte antigen (HLA) class I molecules (33) and therefore
impact the quality of adaptive immune response. In this regard,
Ghadially et al. have reported data indicating that in the absence
of NKp46, graft-versus-host disease (GVHD) is greatly exacer-
bated, resulting in rapid mortality of the transplanted animals
(93). Furthermore, these authors have demonstrated that the
exacerbated GVHD is the result of an altered ability of immune
cells to respond to stimulation by immature DCs (94). Buchser
et al. have shown that classic cytolytic cells, including NK cells,
can often promote survival and autophagy in target cells (95).
These authors provided evidence indicating that NK cells are
a primary mediator of autophagy in tumor target cells by a
mechanism involving cytokines (IL-10, IL-2, IFNy) and that
cell-to-cell contact strongly enhanced lymphocyte-mediated
autophagy. The authors suggested that the NK cell-mediated
autophagy promotes cancer cell survival and may represent an
important target for development of novel therapies.

NK Cell-Based Immunotherapies in the
Context of Tumor Microenvironment
Complexity and Heterogeneity

Natural killer cell-based immunotherapies have the advantage
of circumventing antigen recognition restriction since NK cells
do not need antigen recognition to kill tumor targets. In this
context, NK cell infusion has been useful in leukemic patients,
probably due to their primary location being the blood. Indeed,
most of hematological malignancies display an autologous NK
cell deficiency specifically in myeloid diseases. Autologous NK
cells do not control acute myeloid leukemia (AML) blasts and
several mechanisms have been hypothesized: down-regulation
of the ligands for NK-cell activating receptors or up-regulation
of NK cell inhibitory receptors (96). Allogeneic NK cells do not
bear this deficiency and have demonstrated their ability to kill
AML blasts targets. In this context, the killer Ig-like receptor
(KIR)-ligand mismatch is considered fundamental for their anti-
tumor effects (97, 98, 99). Modulating the immune reconstitution
following allogeneic transplantation with NK cells is a potential
powerful tool to increase the graft versus leukemia (GvL) effect
against AML blasts and tumor cells (100). NK cells do recover
early following allogeneic transplantation and exert cytotoxicity
through MHC unrestricted killing. High numbers of allogeneic
circulating NK cells improved remission duration in patients with

leukemia and consolidate engraftment following haploidentical
transplants (101).

On the other hand, the therapeutic potential of NK cells
in solid tumors is not yet clearly established. However, pre-
clinical studies support the antitumor activity of NK cells
against solid tumors (102). Phase I and phase II clinical trials
based on adoptive transfer of irradiated NK cell lines or allo-
geneic NK cells have been made in breast, ovarian, melanoma,
and renal cancer patients (98, 103). These trials revealed mild
and transient toxicities following NK-92 infusion and some
severe syndromes following allogeneic NK cell administration.
Further studies are still needed to increase NK cell persistence
and expansion.

Moreover, producing sufficient amounts of allogeneic NK
cells for clinical applications remain a technical challenge in
cell therapy programs despite their useful and safe infusion
10 years ago (104). Dampening negative regulators of NK cell
lytic functions should also be explored, in particular in the
context of solid tumors. Strategies aimed at inhibiting NK cell
suppressors such as TGF-p, expansion of immunosuppressive
cells, and expression of inhibitory checkpoints should be con-
sidered. In particular, targeting HIF-1a by antisense plasmid
in xenografted mice led to NK cell-dependent tumor rejection
(105). Various anticancer drugs have been shown to inhibit
HIFs (106, 107). We believe that pharmacologic manipula-
tion of hypoxic signaling will result in increased target killing
by effector cells and in general improving of antitumoral
immunotherapy. Whether the suppression of hypoxia may be
a promising strategy that is selective for facilitating immuno-
therapeutic efficacy in cancer patients is at present investigated.
Nevertheless, a better understanding of functionally distinct
KIR or NK cell receptor subsets within NK cell population is
still needed for designing optimal immunotherapy based on
NK cell administration or reactivation.

Conclusion

During the last few years, cancer immunotherapy has emerged
as a safe and effective alternative to cancers that do not respond
to classical treatments including those types with high aggres-
siveness. New immune modulators like cytokines, blockers of
CTLA4/CD28 and PD-1/PD-L1 interactions, or adoptive cell
therapy have been developed and approved to treat solid tumors
and hematological malignant diseases. In these scenarios, cyto-
toxic lymphocytes mainly CTLs and NK cells are the ultimate
responsible for killing the cancer cells and eradicating the tumor.
Many mechanisms have been proposed for the functional
inactivation of tumor-associated NK cells. Thus, the definition
of tumor microenvironment-related immunosuppressive factors,
along with the identification of new classes of tissue-residing NK
cell-like innate lymphoid cells, represents key issues to design
effective NK-cell-based therapies for solid tumors.
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Granzyme B-Activated pS3 Interacts with Bcl-2 To Promote
Cytotoxic Lymphocyte—-Mediated Apoptosis

Thouraya Ben Safta,”"J”]lE Linda Ziani,""*’lIE Loetitia Favre,”"’k’jk Lucille Lamendour,""*’]IE
Gwendoline Gros,*”h’fF Fathia Mami-Chouaib,*”L’* Denis Martinvalet,§ Salem Chouaib,""*’fF

and Jerome Thiery*

Granzyme B (GzmB) plays a major role in CTLs and NK cell-mediated elimination of virus-infected cells and tumors. Human
GzmB preferentially induces target cell apoptosis by cleaving the proapoptotic Bcl-2 family member Bid, which, together with
Bax, induces mitochondrial outer membrane permeabilization. We previously showed that GzmB also induces a rapid accumu-
lation of the tumor-suppressor protein p53 within target cells, which seems to be involved in GzmB-induced apoptosis. In this
article, we show that GzmB-activated p53 accumulates on target cell mitochondria and interacts with Bcl-2. This interaction
prevents Bcel-2 inhibitory effect on both Bax and GzmB-truncated Bid, and promotes GzmB-induced mitochondrial outer mem-
brane permeabilization. Consequently, blocking p53-Bcl-2 interaction decreases GzmB-induced Bax activation, cytochrome ¢
release from mitochondria, and subsequent effector caspases activation leading to a decreased sensitivity of target cells to both
GzmB and CTL/NK-mediated cell death. Together, our results define p53 as a new important player in the GzmB apoptotic
signaling pathway and in CTL/NK-induced apoptosis. The Journal of Immunology, 2015, 194: 418-428.

infected or malignantly transformed cells principally by

releasing the contents of cytotoxic granules into the
immune synapse formed with their target cell (1). The granule
mediators of target cell lysis are serine proteases, known as
granzymes (Gzms), which induce programmed cell death (2-4)
after they are delivered into the target cell cytoplasm by the
pore-forming protein perforin (PFN) (5-7).

Granzyme B (GzmB), one of the main mediators of cell death by
the cytotoxic granules pathway, is the most extensively studied
Gzm. Human GzmB (hGzmB) preferentially induces target cell
apoptosis in a mitochondria-dependent manner, which is a highly
regulated process involving the Bcl-2 family proteins. HGzmB
cleaves the proapoptotic Bcl-2 family member, BH3-only protein,
Bid (8, 9). Truncated Bid (tBid) disrupts the mitochondrial outer

C ytotoxic T lymphocytes and NK cells eliminate virus-
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membrane (MOM) to cause the release of the proapoptotic fac-
tors cytochrome ¢ and Smac leading to caspase 3 activation and
target cell apoptosis (10). Moreover, hGzmB induces cell death in
a Bax or Bak-dependent manner (8, 11), while this pathway is
blocked by overexpression of important prosurvival Bcl-2 family
proteins, including Bcl-2 or Bel-X; (12). It has also been suggested
that GzmB may induce target cell death in absence of Bid, Bax, and
Bak (13), by directly activating caspase 3 (8, 14), cleaving the in-
hibitor of caspase-activated DNase (CAD) to free CAD (15, 16), and/
or by cleaving several caspases (17) or noncaspase substrates (18, 19).

Our previous studies also suggested the existence of a relation-
ship between the tumor suppressor p53 and hGzmB-induced ap-
optosis. Indeed, we demonstrated that hGzmB induces a rapid
activation of the endonuclease CAD in a Bid- and caspase 3-in-
dependent manner that triggers early DNA damages. An ATM-
related genotoxic stress-activated kinase, hRSMG-1, is then rapidly
activated in response to hGzmB-induced early DNA damage (20)
and would be, at least in part, responsible for a rapid wild type p53
(wtp53) stabilization and activation in a melanoma target model
after interaction with autologous CTL clones or after hGzmB
treatment (21). Furthermore, RNA interference-mediated inhibi-
tion of p53 significantly decreased target cell killing induced by
CTLs or hGzmB (21). Taken together, these results indicate that
wtp53 is involved, by an unknown mechanism, in the modulation
of the PFN/hGzmB-dependent apoptotic pathways during the
killing of target cells by immune effector cells.

It is well established that wtp53 acts as a stress-activated tran-
scription factor that activates transcription of genes involved in ap-
optosis induction or regulation (22, 23), although some effects of p53
are independent of transcription (24). In this regard, compelling
evidences show that the transcription-independent function of p53
relies on its interaction with several members of the Bcl-2 family
(25, 26). Indeed, it has been reported that wtp53 protein can promote
the permeabilization of the MOM by forming complexes with the
protective Bcl-Xp, or Bcl-2 proteins, hence inhibiting their anti-
apoptotic effects (27). It was also demonstrated that p53 can accu-
mulate in the cytoplasm, where it directly activates the cytosolic
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proapoptotic protein Bax (28) or mitochondrial Bak (29) to induce
the mitochondrial release of apoptogenic factors.

Thus, the aim of this study was to investigate the mechanisms of
p53-dependent regulation of the hGzmB signaling pathway lead-
ing to apoptotic cell death. We demonstrate that after PEN/hGzmB
treatment, pS3 quickly accumulates on target cell mitochondria
and interacts with Bcl-2. This p53—-Bcl-2 interaction prevents
the inhibitory interaction of hGzmB-activated tBid with Bcl-2
and also favors the release of Bax from Bax—Bcl-2 complexes.
Consequently, p53—-Bcl-2 interaction is of major importance in
hGzmB apoptotic signaling pathway as shown by the pharmaco-
logical inhibition of this interaction leading to hGzmB cell death
signaling blockage at the mitochondria level and to a decrease of
both hGzmB- and CTL/NK-induced apoptosis.

Materials and Methods
Cell lines

MCF7/Caspase3 (30), T1, and A549 cells were grown in RPMI 1640/
GlutaMAX supplemented with 10% FCS, 100 U/ml penicillin, 100
mg/ml streptomycin, and 1% sodium pyruvate (Life Technologies). The T1
tumor cell line was established from the primary lesion of a patient suf-
fering from a melanoma (31). The LT12 CTL clone was isolated from T1
autologous tumor-infiltrating lymphocytes, recognized a peptide derived
from the MelanA/MART-1 Ag, and was maintained in culture as described
previously (20, 31). The NK92 cell line and NK cells isolated from healthy
donors with human CD56" selection kit (Stemcell) were cultured in RPMI
1640/GlutaMAX supplemented with 10% of FCS and 300 U/ml recom-
binant human IL-2. The H33 CTL clone was maintained in culture as
described previously and recognizes the allogeneic MCF7 cell line in an
HLA-A2-restricted manner (32).

Pifithrin treatment

Target cells were pretreated 15 h with 5-10 wM pifithrin (PFT)-p, 20 pM
PFT-a (Sigma-Aldrich), or DMSO before incubation with cytotoxic cells,
buffer, sublytic native rat PFN, and/or hGzmB in presence of PFT or DMSO.

Treatment with PFN and GzmB

Native rat PFN was purified from RNK16 cells, and native hGzmB was
purified from YT-Indy cells as described previously (33). Target cells were
diluted in HBSS with 10 mM Hepes pH 7.5, 4 mM CaCl,, 0.4% BSA
before adding sublytic PFN = 100 nM hGzmB, diluted in PFN buffer
(HBSS, 10 mM Hepes pH 7.5). The PFN sublytic concentration that
delivers Gzms to induce apoptosis without excessive necrosis was deter-
mined independently for each experiment by flow cytometry (BD Accuri
C6) as described previously (33).

Inhibition of GzmB activity

The GzmB inhibitor Z-AAD-CH2CI (a synthetic peptide that irreversibly
inhibits GzmB activity; Biovision) (34) was used at 100 wM to preincubate
effector cells for 2 h before incubation with target cells (concentration of
inhibitor during coincubation: 50 pM).

Western blot

Total cellular extracts were prepared by lysing cells in RIPA buffer (Pierce)
containing a mixture of protease inhibitors (Roche) and 2 mM sodium
orthovanadate before denaturation by boiling in Laemmli buffer and SDS-
PAGE separation. Blots were probed with the following Abs: anti-p53
mouse mAb (clone DO-1), anti-Bcl-2 mouse mAb (clone 100), and anti-
Bax mouse mAbD (clone N20) from Santa Cruz Biotechnology; anti—pho-
pho-p53(Ser’”) rabbit polyclonal Ab (pAb), anti—caspase 3 mAb (clone
3G2), anti-cleaved caspase 3 (p19/p17) rabbit pAb (clone 5A1E), anti—
caspase 9 rabbit pAb, anti-PARP rabbit pAb, anti-Bcl-X; mouse mAb
(clone 54H6), and anti-Bid rabbit pAb from Cell Signaling; anti-tBid (p15)
rabbit pAb from Invitrogen; and HRP-conjugated anti-actin mouse mAb
from Sigma-Aldrich. Western blot quantification was performed using the
Image] densitometry software.

Formation of E:T cell conjugates

Target cells were incubated with NK92 or H33 effector cells in Ca®* free
medium during 20 min at 37°C to allow conjugate formation. Synchro-
nized exocytosis of the cytotoxic granules contents was triggered by
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adding 4 mM CaCl, before analysis by microscopy, flow cytometry, or cell
fractionation at the indicated time.

Microscopy

Target cells were grown on collagen-coated glass coverslips (Sigma-
Aldrich), incubated with Cy5-CytoPainter mitochondrial staining so-
lution (Abcam), and treated with sublytic PFN = 100 nM hGzmB, NK92,
or H33 effector cells (E:T ratio 3:1). After 30 min, cells were fixed and
stained with an anti-p53 mouse mAb (clone DO-1) followed by incubation
with a goat Alexa Fluor 488—conjugated secondary Ab (Life Technol-
ogies) as described previously (5). Coverslips were then washed three
times in PBS and mounted in Vectashield mounting medium containing
DAPI (Vector Laboratories) before imaging (IX83 microscope; Olympus)
and analysis (CellSense Dimension software; Olympus).

Cytosol-mitochondria-nucleus fractionation

After pretreatment with DMSO or 10 uM PFT-p and 30 min treatment with
PFN =+ 100 nM hGzmB or NK92 cells (E:T ratio 3:1), 5 X 10° target cells
per condition were fractionated into cytosolic and high-purity mitochon-
drial fraction using a Qproteome mitochondria isolation kit (Qiagen) or
into cytosolic, mitochondrial, and nuclear fractions using a standard cell
fractionation kit (Abcam) following manufacturer’s protocol. Cytosolic,
mitochondrial, and/or nuclear extracts from the same number of cells were
denatured in Laemmli buffer before immunoblotting with anti-p53 (clone
DO-1) or anti-cytochrome ¢ (clone 7H8.2C12; BD Pharmingen) mouse
mADbs. Anti-vinculin (clone Vin-11-5; Sigma-Aldrich), anti-mitochondrial
Hsp70 (MtHsp70/Grp75; clone JG1; Abcam), and anti-PCNA (clone
PC10; Cell Signaling) or anti-topoisomerase II a (clone Ki-S1; Millipore)
mouse mAbs were used to verify the purity of cytosolic and mitochondrial
fractions and the absence of nuclear contamination.

Bcl-2 immunoprecipitation

After pretreatment with PFT-p or DMSO and PFN * hGzmB loading,
Bcl-2 immunoprecipitation was performed using a classical immunopre-
cipitation kit (Pierce) and an anti-Bcl-2 mouse mAb (clone 100) overnight
at 4°C. Immune complexes were eluted and washed before boiling in
Laemmli buffer. Immunoprecipitates and 1% of the cell lysates (input)
were run in 4-20% precast SDS-PAGE gel and immunoblotted with HRP-
conjugated anti-Bcl-2 mouse mAb (clone 100), anti-p53 rabbit pAb (clone
FL-393; Santa Cruz Biotechnology), HRP-conjugated anti-Bax rabbit pAb
(clone N20), or anti-tBid (p15) rabbit pAb (Invitrogen).

Bid and p53 small interfering RNA transfection

Silencer select validated Bid, p53, and control small interfering RNAs
(siRNAs) were purchased from Life Technologies. Subconfluent cells were
transfected with siRNA using Lipofectamine RNAiMAX (Life Technolo-
gies) in Opti-MEM according to the manufacturer’s instructions.

Apoptosis assays

To assess apoptosis, we analyzed cells incubated for 2 h at 37°C with buffer
or sublytic PFN = 100 nM hGzmB for caspase activation by flow
cytometry using M30-FITC mAD staining according to the manufacturer’s
protocol (M30 CytoDEATH; Roche) to detect an effector caspase-cleavage
product of cytokeratin 18 (35).

Mitochondrial outer membrane permeabilization assay

MOM permeabilization (MOMP) was evaluated by 3,3’-dihexyloxacarbo-
cyanine iodide DioC6 (3) labeling (Life Technologies). After sublytic
PFN = 100 nM hGzmB treatment or incubation with NK92 (E:T ratio
5:1), cells were incubated 10—15 min at 37°C with 40 nM DioC6 (3) in
prewarmed HBSS. The stained cells were then separated from the staining
solution by centrifugation, resuspended in PBS, and immediately analyzed
by flow cytometry (BD Accuri C6). For experiments with NK cell treat-
ment, MCF7-Casp3 cells were prestained with 1 nM Vybrant DiD (Life
Technologies) to exclude NK cells and to allow analysis of the target cells.

Chromium release assay

Cytotoxicity was measured by a 4 h chromium release assay as previously
described (21). Inhibition of PFN/Gzm-mediated cytotoxic pathway was
performed by using effector cell preincubation for 2 h with 100 nM con-
canamycin A (CMA; Sigma-Aldrich) (concentration of CMA during lysis:
50 nM) or with the GzmB inhibitor Z-AAD-CH2CI before incubation with
target cells. Experiments were performed in triplicate. Data were expressed
as the percentage of specific >'Cr release from target cells, calculated
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as (experimental release — spontaneous release)/(maximum release —
spontaneous release) X 100.

Measurement of Bax activation and detection of p53 intensity
by flow cytometry

After 30 min treatment with PEN = 100 nM hGzmB, cells were washed
with ice-cold PBS and fixed for 5 min in PBS/0.25% PFA at room tem-
perature (RT). Cells were then washed with PBS and incubated 30 min at

A Buffer PFN GzmB

p53 CONTROLS GRANZYME B-INDUCED APOPTOSIS

RT with an anti-Bax mAb (clone 6A7; Santa Cruz Biotechnology) diluted
in PBS/200 pg/ml digitonin (Sigma-Aldrich). Cells were then washed with
PBS, incubated 30 min at RT with a goat anti-mouse FITC-conjugated
secondary Ab (Beckman Coulter) in PBS, and washed twice with PBS
before flow cytometry analysis (BD Accuri C6). For the detection of p53
intensity, cells were fixed and permeabilized with Cytofix/Cytoperm (BD
Biosciences) 30 min after PFN/GzmB treatment, then incubated with
an anti-p53 mouse mAb (clone DO-1) and an Alexa 488—conjugated

PFN+GzmB

Time (min) 40 40 40

Actin|

p53 : -—--_--:,55

C Buffer PFN GzmB
Time (min) 30 30 30

FIGURE 1. GzmB induces p53
accumulation in target cell. (A and
B) Within 30 min of treatment with
sublytic PFN and hGzmB, p53
accumulates in MCF7-Casp3 target
cells. A representative Western blot
analysis of three independent ex-
periments is shown in (A). Actin
was used as loading control. p53
mean fluorescence intensity (MFI)
fold increase analyzed by flow
cytometry analysis from three inde-
pendent experiments is displayed in
(B). The p values were determined
by unpaired two-tailed Student ¢
test. (C) Within 20 min of treatment
with sublytic PFN and hGzmB, p53
is phosphorylated (Ser”’). An equal
amount of total p53 protein was
loaded in each well and served as
loading control. (D and E) p53, mi-
tochondria, and nucleus staining of
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secondary Ab before analysis of the mean fluorescence intensity by flow
cytometry (BD Accuri C6).

Statistical analysis

Data are expressed as mean = SD. The p values were determined by
unpaired two-tailed Student ¢ tests.

Results
hGzmB induces witp53 accumulation on target cell
mitochondria

To study the role of p53 in the regulation of hGzmB apoptotic
signaling pathway and in hGzmB-mediated cell death, we used the
wtp53 breast carcinoma cell line MCF7. Because MCF7 are de-
ficient for procaspase 3, which is important for hGzmB-induced
cell death, we used cells stably expressing physiological level of
procaspase 3 (MCF7-Casp3; Supplemental Fig. 1A). p53 can be
activated by gamma irradiation in these cells, and hGzmB acti-
vates the mitochondrial pathway of apoptosis in this cell line, with
Bid cleavage, Bax activation, procaspase 3, and PARP cleavages
leading to apoptosis (Supplemental Fig. 1B-F). As previously
reported in melanoma cells (20, 21), the treatment of MCF7-
Casp3 cells with 100 nM hGzmB in the presence of sublytic
concentration of PFN results in a significant wtp53 accumulation
within ~30 min (Fig. 1A, 1B) and a wtp53 phosphorylation (Ser®’;
one of the key events in DNA damage-induced stabilization and
activation) within ~20 min after PFN/GzmB treatment (Fig. 1C).
Moreover, fluorescence microscopy analysis of p53 subcellular
localization after 30 min target cell loading with PFN/hGzmB or
incubation with the NK cell line NK92 or the allogeneic CTL
clone H33 showed a mainly mitochondrial p5S3 accumulation
within target cells, which can be abrogated by preincubating ef-
fector cells with the irreversible GzmB inhibitor Z-AAD-CH2Cl

A +PFN  Time

Buffer +PFN +GzmB +GzmB =30 min

CMNCMNCMNCMN o,

p53 . - 55

mtHsp70 | » - 70
Vinculin (s - = &%

r100

Topo Il L] - LB w170

C: cytosolic fraction M: mitochondrial fraction
N: nuclear fraction
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(Fig. 1D, 1E). Similarly, after a classical cytosol/mitochondria/
nucleus or a high-purity fractionation of mitochondria, p53 ac-
cumulates in the MCF7-Casp3 target cell mitochondrial fraction
after 30 min treatment with PEN/hGzmB (Fig. 2A-C), but this
accumulation can also be detected earlier (Fig. 2D). Of note,
similar results were obtained using the Casp3™ parental MCF7
cell line (data not shown). Moreover, we also detected p53 in the
mitochondrial fraction after target cell incubation with the NK92
cell line in the absence of the irreversible GzmB inhibitor (Fig.
2E). Together, these observations demonstrate that hGzmB in-
duces a rapid p53 accumulation in the mitochondrial compartment
of treated cells. We also concluded that p53 might control
hGzmB-induced cell death through its nontranscriptional activity
at the mitochondria level. We thus hypothesized that p53
regulates hGzmB-induced cell death by interacting with Bcl-2 to
facilitate tBid-dependent Bax activation, MOMP, apoptogenic
factors release, and effector caspases activation.

hGzmB-activated p53 interacts with Bcl-2

To demonstrate the possible p53—Bcl-2 interaction in target cells
after PFN/GzmB treatment, we used the cell-permeable sulfon-
amide PFT-p that blocks p53 interaction with Bcl-X; and Bcl-2
proteins, and selectively inhibits p53 translocation to mitochondria
without affecting the transactivation function of p53 (36). We first
verified that PFT-p did not affect pS3 stabilization in response
to PFN/hGzmB treatment (Supplemental Fig. 2A, 2B). We then
performed a cytosol/mitochondria fractionation of DMSO or
10 uM PFT-p—pretreated MCF7-Casp3 cells, loaded with PFN =
hGzmB. DMSO-pretreated cells showed an accumulation of p53
in the mitochondrial fraction after 30 min treatment with PFN/
hGzmB, which can be blocked by PFT-p (Fig. 3A, 3B). Similarly,
PFT-w pretreatment decreased p53 mitochondrial accumulation in
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FIGURE 2. GzmB-induced p53 accumulates on target cell mitochondria. (A—C) After classical cytosol/mitochondria/nucleus (A) or high-purity cytosol/
mitochondria (B) fractionation experiments of target cells after 30 min treatment with PFN/hGzmB, p53 is detectable in the mitochondrial fraction of
treated cells. Representative immunoblots are shown. Immunoblotting with anti-vinculin, anti-mitochondrial Hsp70, and anti-PCNA or Topoisomerase 1I
mADb was used to verify the purity of cytosolic (C), mitochondrial (M) fraction, and nuclear (N), and the absence of nuclear contamination in mitochondrial
extract, respectively. Blot exposure was titrated down to the point where p53 is almost undetectable in control conditions (buffer, PEN alone, and GzmB
alone) to show increased mitochondrial accumulation in PFN/GzmB-treated cells. The p53/mtHsp70 ratio from (B) was calculated by densitometry and
display in (C) (mean = SD from three independent experiments). The p values were determined by unpaired two-tailed Student ¢ test. (D) Mitochondrial
and cytosolic fractions were isolated as in (B) after 25 to 30 min treatment with hGzmB or PFN/hGzmB treatment. (E) MCF7-Casp3 target cell incubation
for 30 min with the NK92 cell line (E:T ratio 3:1) also induces p53 mitochondrial translocation, which can be strongly decreased after NK cell pre-

incubation with an irreversible GzmB inhibitor.
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FIGURE 3. p53 interacts with Bcl-2 in response to GzmB. (A and B)
PFT-p, a cell-permeable sulfonamide that blocks p53 interaction with
Bcl-2, inhibits p53 accumulation on mitochondria of PEN/hGzmB-loaded
cells. A representative immunoblot is shown in (A). The p53/mitochondrial
Hsp70 ratio was calculated by densitometry and display in (B) (mean = SD
from three independent experiments). The p values were determined by
unpaired two-tailed Student # test. (C) PFT-p also blocks p53 mitochon-
drial accumulation in target cells after MCF7-Casp3 interaction with NK92
cells (E:T ratio 3:1). NK92 preincubated with an irreversible GzmB in-
hibitor or MCF7-Casp3 target cells pretreated with PFT-a, which blocks
p53 transcriptional activity, were used as controls. Blot exposure (A and C)
was titrated down to the point where p53 is almost undetectable in control
conditions (buffer or without NK treatment) to show the increased or de-
creased mitochondrial accumulation in PEN/hGzmB or NK-treated cells.
(D) p53 interacts with Bcl-2 after 30 min PFN/hGzmB treatment. Bcl-2
was immunoprecipitated before immunoblotting for Bcl-2, p53, and actin
as a negative control. Whole-cell lysate (input) used for the immunopre-
cipitation was also immunoblotted. The experiment was performed twice.
(E) PFTw pretreatment inhibits p5S3-Bcl-2 interaction after PFN/hGzmB

p53 CONTROLS GRANZYME B-INDUCED APOPTOSIS

target cells after incubation with the NK92 cell line, whereas
PFT-a,, which mainly blocks p53 transcriptional activity (37), has
no effect (Fig. 3C). Furthermore, Bcl-2-p53 complexes were de-
tected by immunoprecipitating Bcl-2 30 min after PEN/hGzmB
loading (Fig. 3D). Moreover, Bcl-2—p53 complexes were detected
in control cells pretreated with DMSO after PFN/hGzmB loading,
but not in PFT-p. pretreated cells (Fig. 3E). Together, these results
indicate that hGzmB-activated p53 interacts with Bcl-2, which
constitutively resides at MOM.

p53—-Bcl-2 interaction regulates GzmB-induced Bax activation
and MOMP

We next investigated whether p5S3—Bcl-2 interaction plays a role
in tBid and Bax-dependent GzmB-induced MOMP. As previously
described, MCF7-Casp3 target cell treatment with PFN/GzmB
generated a significant amount of tBid (p15), which is mainly
localized in the mitochondrial fraction. We also detected a sig-
nificant amount of Bax in both cytosolic and mitochondrial
compartments in PFN or hGzmB alone-treated cells, but Bax
became enriched at the mitochondria after PFN/GzmB treatment
(Fig. 4A). Moreover, Bid inhibition by siRNAs strongly inhibits
PFN/GzmB-induced caspase 3 activation (Fig. 4B, 4C), confirm-
ing that Bid is crucial for hGzmB-induced cell death in our model.
These results demonstrate that GzmB-induced mitochondrial p53
cannot lead to cell death by itself but more likely regulates tBid-
dependent Bax activation, a key step in hGzmB-induced MOMP
and apoptosis (10). It is known that Bax changes conformation
before oligomerization in the MOM. The conformational change
of Bax exposes its N terminus and can be specifically detected by
an anti-Bax Ab (clone 6A7) that binds to this region (38). Flow
cytometry experiments using the 6A7 Bax mAb show an ~50%
decrease of Bax activation after PEN/GzmB loading after PFT-n
pretreatment (Fig. 4D, 4E). Moreover, this decrease of Bax acti-
vation correlates with a decrease of PFN/hGzmB-induced
MOMP after PFT-p preincubation, as measured by DioC6 (3) stain-
ing (Fig. 4F, 4G). Similar results were also obtained after NK92
effector cell incubation with PFT-p—pretreated or p53 siRNA-
transfected target cells (Supplemental Fig. 2C, 2D). Finally,
PFN/hGzmB-induced cytochrome c release from the mitochon-
dria to the cytosol is also significantly decreased by a PFT-p
pretreatment (Fig. 4H, 4I). These results suggest that hGzmB-
induced p53-Bcl-2 interaction promotes tBid-dependent Bax ac-
tivation, MOMP, and cytochrome c release.

GzmB-induced p53—Bcl-2 complexes regulate Bax and tBid
interaction with Bcl-2

We next investigated the mechanisms involved in p53-dependent
regulation of Bax activation in response to hGzmB after its in-
teraction with Bcl-2. It has been shown that the mitochondrial
pathway is blocked by prosurvival Bcl-2, which binds and blocks
the active form of Bid or Bax by different mechanisms, depending
of the nature of the apoptotic stimulus (39-41). The “activator”
model (or mode 1) postulates that some BH3-only proteins (e.g.,
tBid) transiently bind to Bax and induce conformational changes
required for stable membrane insertion. In this model, Bcl-2
proteins sequester the activator BH3-only proteins and neutralize
them (42). In contrast, the “inactivator” model (or mode 2) pro-
poses that the primary function of antiapoptotic protein Bcl-2 is to
neutralize the proapoptotic effector proteins Bax by forming
heterodimeric complexes (28, 43), limiting their capacity to form

loading. Bcl-2 was immunoprecipitated before immunoblotting for Bcl-2,
p53, and actin as in (C). The experiment was performed twice.
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FIGURE 4.

Inhibition of p53-Bcl-2 interaction decreases GzmB-induced Bax activation and MOMP. (A) Bax and tBid accumulate in mitochondria of

PFN/hGzmB-loaded cells. A representative immunoblot of two independent experiments is shown. (B and C) Bid is essential for GzmB-induced caspase 3
activation. MCF7-Casp3 target cells were transfected with control (Ctrl) or Bid siRNAs (B) before loading with PFN = hGzmB for 45 min (C). Bid siRNAs
inhibit caspase 3 and PARP cleavage. (D and E) PFT-p pretreatment decreases Bax activation after 30 min PFN/hGzmB loading, assessed by flow
cytometry using anti-Bax 6A7 mAb. Representative flow cytometry histograms are shown in (D) and mean = SD of three independent experiments in (E).
(F and G) PFT-p pretreatment decreases MOMP after 30 min PEN/hGzmB loading, assessed by flow cytometry using DioC6 (3) staining. Representative
flow cytometry histograms are shown in (F) and mean = SD of three independent experiments in (G). (H and I) PFT-p. pretreatment decreases cytochrome ¢
release from the mitochondrial (m) to the cytosolic fraction (c) of PFN/hGzmB-loaded cells. A representative immunoblot is shown in (H). The ratio of
cytosolic/mitochondrial cytochrome ¢ was calculated by densitometry and display in (I) (mean * SD from three independent experiments). The p values

were determined by unpaired two-tailed Student 7 test.

pores in the MOM. Based on these models, the earliest step in the
process of hGzmB-induced cell death leading to MOMP that
could be modulated by p53—-Bcl-2 interaction is binding of tBid
or Bax to Bcl-2. To answer this question, we immunoprecipitated
Bcl-2 after PFN/hGzmB loading in DMSO- or PFT-p—pretreated
cells before immunoblotting with Bcl-2, p53, Bax, and tBid
mAbs (Fig. 5). Bcl-2-p53 complexes were only detected in
DMSO-pretreated cells after PFN/hGzmB loading and inhibited
by PFT-p. Bax did coprecipitate with Bcl-2 in control DMSO-
pretreated cells and was released from Bcl-2 after PFN/hGzmB
treatment. Importantly, the inhibition of p53—-Bcl-2 interaction
by PFT-p inhibits the release of Bax from Bcl-2 after PFN/
hGzmB treatment. With respect to tBid, we did not detect Bcl-
2-tBid interaction in DMSO-pretreated cells after PFN/hGzmB
loading. However, Bcl-2-tBid complexes were detected after
PFN/GzmB treatment when Bcl-2—-p53 interaction was inhibited
by PFT-p. Together, these data suggest that p5S3—Bcl-2 interaction
in response to PFN/hGzmB treatment favors the release of Bax
from its inhibitor Bcl-2 and also prevents tBid interaction with
Bcl-2.

p53-Bcl-2 regulation of GzmB-induced MOMP promotes
subsequent effector caspase activation

To further demonstrate that p53-Bcl-2 interaction regulates
hGzmB apoptotic signaling pathway at the mitochondrial level,
we then performed immunoblotting analysis of key proteins in-
volved in this pathway upstream and downstream of mitochondria.
Bid (p22) cleavage into tBid (p15) and cleavage of procaspases 9
and 3 were thus detected 15-30 min after PEN/hGzmB loading of
DMSO-pretreated target cells, as expected. In contrast, PFT-p
pretreatment did not interfere with hGzmB-mediated Bid cleavage
but inhibits the cleavage of procaspases 9 and 3 (Fig. 6A). Nev-
ertheless, a first cleavage of procaspase 3 (p19) is still observed in
PFT-p—pretreated cells after 20 min treatment with PFN/hGzmB,
which might reflect a direct but incomplete cleavage of procaspase
3 by hGzmB. In this regard, it has been proposed that GzmB can
initiate effector caspases activation but cannot fully process pro-
caspase 3 without disruption of the mitochondrial membrane and
the release of second mitochondrial activator of caspases/Diablo
and HtrA2/Omi that facilitate caspase 3 full activation by blocking
the inhibitory action of inhibitor of apoptosis proteins (10). Sim-
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FIGURE 5. p53-Bcl-2 interaction favors the release of Bax from Bcl-2
and prevents tBid interaction with Bcl-2 in response to GzmB. p53-Bcl-2
interaction in response to hGzmB promotes the release of Bax from Bcl-2
and inhibits tBid interaction with Bcl-2. DMSO or 10 uM PFT-p—pre-
treated MCF7-Casp3 cells were loaded with hGzmB alone (negative
control) or PEN/GzmB for 30 min before Bcl-2 immunoprecipitation and
immunoblotting with anti-Bcl-2, anti-p53, and anti-Bax and anti-tBid
(p15) mAb. Representative immunoblots from two independent experi-
ments are shown. p53/Bcl2, Bax/Bcl2, and tBid/Bcl2 ratios were calcu-
lated by densitometry. A.U., arbitrary unit.

ilarly, the reduction of p53 expression by siRNAs strongly de-
creased PFN/hGzmB-induced procaspases 9 and 3 activation but
did not interfere with Bid cleavage (Fig. 6B, 6C). Finally, neither
DMSO nor PFT-p pretreatment interfered with Bcl-2, Bel-X.

A +DMSO

p53 CONTROLS GRANZYME B-INDUCED APOPTOSIS

or Bax expression (Fig. 6D). Overall, these data demonstrate
that inhibiting p53-Bcl-2 interaction after PFN/GzmB treatment
blocks MOMP, leading to the inhibition of effector caspases ac-
tivation.

Blocking p53—Bcl-2 interaction inhibits GzmB-induced
apoptosis

Our results suggest that blocking p53—Bcl-2 interaction after PFN/
hGzmB treatment inhibits hGzmB-induced MOMP and hGzmB
apoptotic signaling pathway downstream of mitochondria, lead-
ing to a resistance to GzmB-induced cell death. To confirm this
finding, we compared PFN/hGzmB-induced apoptosis by mea-
suring effector caspases activation in either DMSO or 5-10 uM
PFT-p—pretreated cells. For effector caspase activation, we used
a flow cytometry—based assay using the M30-FITC mAb to detect
a caspase 3 cleavage product of cytokeratin 18 (35). Pretreatment
of MCF7-Casp3 cells with 7.5 or 10 puM PFT-pn before PFN/
hGzmB loading results in a significant dose-dependent inhibition
of hGzmB-mediated apoptosis (Fig. 7A, 7B). Similar results were
also obtained in MCF7-Casp3 cells transfected with p53 siRNA
(Fig. 7C) or using the wtp53 melanoma and lung carcinoma cell
lines T1 and A549 pretreated with PFT-p (Fig. 7D). Moreover, the
pretreatment of target cells with PFT-a, which mainly blocks p53
transcriptional activity (37), only slightly decreases PFN/hGzmB-
induced apoptosis compared with PFT-w (Fig. 7E), suggesting that
p53 function on hGzmB-induced cell death is mainly mediated by
its nontranscriptional activity. Together, these data demonstrate
that hGzmB-induced wtp53 accumulation to mitochondria and
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(A) and mean * SD of percentage M30" cells from four independent experime
siRNAs (leading to ~65% p53 inhibition compared with p53 basal level, measure
(10 nM) also decreases PEN/hGzmB-induced apoptosis of wtp53 T1 melanoma
to decrease PFN/hGzmB-induced apoptosis. MCF7-Casp3 cells were pretreate:
Apoptosis in (C)—(E) was measured as in (A) and shown as means = SD of perc
determined by unpaired two-tailed Student ¢ test.

interaction with Bcl-2 is an important modulator of hGzmB-
induced apoptosis.

p53-Bcl-2 interaction is an important modulator of
CTL/NK-mediated cell death through the PFN/GzmB pathway

To confirm the physiological relevance of the GzmB-induced
pS3-Bcl-2 interaction, we then tested whether blocking hGzmB-
induced p53-Bcl-2 interaction with PFT-p can interfere with
CTL and NK cell-mediated killing of wtp53 target cells. The
lysis of MCF7-Casp3 target cells by the allogeneic H33 CTL
clone and by the NK92 cell line was thus strongly decreased by
PFT-p. pretreatment (Fig. 8A, 8B) in a dose-dependent manner
(Supplemental Fig. 3A). Similarly, the lysis of wtp53 T1 target
cells by the autologous LT12 CTL clone and by the NK92 cell line
was strongly decreased after PFT-p pretreatment (Fig. 8C, 8D).
Similar results were also obtained after p53 inhibition using
siRNA or with NK cells obtained from two healthy donors
(Supplemental Fig. 3B—-F). Moreover, the inhibition of exocytosis-
mediated pathway by CMA resulted in the abrogation of H33,
LT12, NK92, and NK cells isolated from healthy donors’ cyto-
toxicity, indicating that their observed killing is mostly mediated

nts (B) are shown. (C) MCF7-Casp3 transfection with control (ctrl) or p53
d by Western blot) also decreases PFN/GzmB-induced apoptosis. (D) PFT-p
and A549 lung carcinoma cell lines. (E) PFT-p. is more efficient than PFT-a
d with 10 puM PFT-p and/or 20 uM PFT-a before PEN/hGzmB loading.
entage M30™ cells from three independent experiments. The p values were

by the PFN/Gzms pathway (Fig. 8A-D and Supplemental Fig.
3B-E) and particularly by GzmB, as confirmed using the GzmB
inhibitor Z-AAD-CH2CI (34) (Supplemental Fig. 4). Together,
these data demonstrate that hGzmB-induced p53 accumulation to
mitochondria and interaction with Bcl-2 is an important regulator
of the CTL/NK-mediated killing of wtp53 target cells (Fig. 9).

Discussion

Based on our previous results showing that p53 is involved in PFN/
GzmB-dependent cell death during the killing of target cells by
immune effector cells, this study was intended to provide insight
into the functional relationship between hGzmB and p53 during
CTL and NK-mediated killing. In this study, we demonstrated that
the death signal induced by hGzmB and mitochondrial pathway
are interconnected through p53 and tBid during the CTL/NK-in-
duced killing of target cells. We showed that hGzmB-activated p53
translocates to target cell mitochondria. Because PFT-w, which
targets only the mitochondrial branch of the p53 pathway without
affecting the important transcriptional functions of p53, decreases
both hGzmB- and CTL/NK-mediated cell death, we concluded
that p53 nontranscriptional activity is an important determinant in
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the hGzmB apoptotic signaling pathway. Of note, PFT-« also has,
to some extent, an effect on hGzmB-induced cell death, even if
PFT-p inhibition is much more potent. PFT-a was shown to block
p53 transcriptional activity by disrupting the nuclear transport of
p53 leading to inhibition of p53-dependent transactivation of its
target genes (37). Thus, we cannot exclude that p53-controlled
transactivation might be, at least in part, an important feature
for hGzmB-mediated apoptosis. However, recent evidence dem-
onstrated that PFT-a can also block the apoptosome-mediated
processing and activation of caspases 9 and 3, independently of
pS3 (44). Moreover, cDNA microarrays analysis of p53 direct
target genes expression (including Bax, Bcl-2, Bid, Puma, Noxa)
after PFN/hGzmB treatment did not emphasize significant up-
regulation or downregulation (data not shown and Ref. 20), sug-
gesting that p53 transcriptional activity is not essential for the
control of hGzmB-induced cell death.

As shown in this article and by others (8, 9), tBid is crucial for
hGzmB-induced Bax activation, MOMP, effector caspases cleav-
age, and apoptosis induction, but Bcl-2 and Bcl-X; were shown
to prevent Bax activation and MOMP in response to different
stress via the sequestration of tBid (mode 1) (40, 41). Similarly,
we found that p53 participates to hGzmB-induced apoptosis by
interacting with the antiapoptotic protein Bcl-2. This interaction
prevents hGzmB-generated tBid to interact with Bcl-2 as shown
by the Bcl-2-tBid complexes observed in PFN/hGzmB-treated
cells after PFT-p preincubation. Consequently, we suggested that
pS3 indirectly allows tBid-mediated Bax activation, probably by
preventing Bcl-2—tBid inhibitory interaction. Accordingly, we
observed that blocking p53-Bcl-2 interaction with PFT-p strongly
decreases Bax activation and MOMP. Of note, we confirmed that
PFN/hGzmB-activated tBid mainly localized to mitochondria, and
that PFN/hGzmB treatment increased mitochondrial Bax level.
These results suggest that hGzmB-activated tBid interacts and
activates Bax at the mitochondrial membrane. In this scenario, by

Effector : Target ratio

blocking Bcl-2-tBid interaction, p53 might also favor tBid-
mediated Bax translocation to mitochondria, where it can be ac-
tivated. In this regard, a critical role of tBid in the regulation of
MOMP has been demonstrated (45). In this model, Bax and tBid
seem to only interact when a membrane is present: tBid rapidly
binds to mitochondrial membranes and its BH3 domain facilitates
the insertion of cytosolic Bax into the membrane, leading to its
activation/oligomerization, and subsequently to membrane per-
meabilization (45).

We also observed a perhaps surprising significant amount of Bax
in mitochondrial fraction of untreated cells interacting with Bcl-2.
However, recent studies indicated that Bax localizes to both the

GzmB
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FIGURE 9. Proposed model for the role of p53 in GzmB—induced ap-
optotic signaling pathway. hGzmB-induced p53 accumulates on target cell
mitochondria where it interacts with the prosurvival protein Bcl-2. This
interaction allows the release of the proapoptotic protein Bax from its
inhibitory interaction with Bcl-2 and prevents hGzmB-activated tBid se-
questration by Bcl-2. In this case, free tBid activates free Bax to induce
MOMP, cytochrome c release, and apoptosis. Blocking p53-Bcl-2 inter-
action with PFT-p inhibits Bax release from Bcl-2, favors tBid—Bcl-2
binding, and consequently inhibits MOMP.
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cytosol and to mitochondria in healthy cells, and that transient Bax—
Bcl-X;, or Bax—Bcl-2 interaction stimulates retrotranslocation of
Bax from the mitochondria into the cytoplasm, thereby sustain-
ing Bax in its cytosolic inactive form (46, 47). In stressed cells,
transient interaction with direct activators induces extensive con-
formational changes of Bax, resulting in the formation of more
stable, membrane-embedded Bax. As such, antiapoptotic Bcl-2
proteins were shown to prevent Bax activation and MOMP not
only via the sequestration of tBid (mode 1), but also by binding
Bax (mode 2), thereby preventing Bax activation (40, 41). In
particular, Bcl-X; was shown to tie up both tBid and Bax in
nonproductive interactions inhibiting Bax binding to membranes
(48). Interestingly, we observed that GzmB-activated p53 inter-
action with Bcl-2 not only prevents tBid interaction with Bcl-2,
but also releases Bax from Bax—Bcl-2 complexes. Moreover, in
the absence of p53 binding to Bcl-2 after PFT-p pretreatment,
a ternary complex including Bcl-2, Bax, and tBid is observed in
response to PFN/hGzmB treatment, but Bax is not activated.
These results suggest that tBid binding to Bcl-2 is not enough to
free and to activate Bax, and that p53 is important to break this
ternary complex. Consistently, recent studies have identified the
region of interaction between Bcl-2-Bcl-X; proteins and p53 to its
DNA-binding domain (49-51). Moreover, it has been demon-
strated that Bcl-X; conformational change upon binding to wtp53
might facilitate the dissociation of Bcl-X;-Bax complexes (49,
52). Thus, we can envision that p53-Bcl-2 interaction in response
to PFN/hGzmB treatment also blocks “mode 2” inhibition and
favors Bax activation by hGzmB-activated tBid. In particular, p53
might release mitochondrial nonactivated Bax from Bcl-2 inter-
action, promoting its activation by tBid, but might also facilitate
the dissociation of Bcl-2-activated Bax complex, promoting both
Bax activation and oligomerization. In this scenario, hGzmB-
stabilized p53 would operate as a BH3-only protein of the de-
repressor type freeing proapoptotic tBid and Bax from Bcl-2—
mediated inhibition (Fig. 9). Similarly, ABT-737, a small mole-
cule that acts as a selective inhibitor of Bcl-2, was shown to in-
crease the levels of both tBid and Bax at the MOM that are free to
interact, thereby promoting Bax activation (53), and to block
hGzmB-activated tBid inhibition by Bcl-2 in Bcl-2-over-
expressing cells (54).

In conclusion, this study emphasizes that the coordinated action
of hGzmB-activated p53 and GzmB-cleaved Bid is important for
GzmB-induced cell death and for CTL/NK-mediated killing of
target cells. Nevertheless, it has been demonstrated that wtp53,
but not tumor-derived p53 mutants, binds to Bcl-2 via this DNA-
binding domain and can trigger MOMP (52). Because our
results point out the importance of Bcl-2/wtp53 interaction in
hGzmB-induced apoptosis, further studies will be required to
determine whether such pS3 mutants can be associated with tumor
cell resistance to PFN/hGzmB- and CTL/NK-mediated cell death.
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Figure S1. Granzyme B induces apoptosis of MCF7-Casp3 cells through the mitochondrial
pathway.

(A) MCF7 cells transfected with pro-caspase 3 (MCF7-Casp3) display similar amount of pro-caspase3 than
A549, DMS53, IGR-Heu, T1, M4T, Jurkat cells, while MCF7 cells are pro-caspase 3 deficient. (B) P53
accumulation in MCF7-Casp3 cells 5 hr after y-irradiation (5Gy). (C) PFN/GzmB loading (15-45 min) of
MCF7-Casp3 results in Bid and pro-caspase 3 cleavages. (D) Bax is activated after 30 min PFN/GzmB
loading, assessed by flow cytometry using anti-Bax 6A7 mAb. A representative flow cytometry histogram is
shown. (E-F) PFN/GzmB loading results in MCF7-Casp3 apoptosis, as revealed by flow cytometry analysis
using M30 mAb staining (which recognizes a cytokeratin-18 epitope, revealed after effector caspase
cleavage) (E) or by western-blot analysis of PARP cleavage (F). Representative flow cytometry histogram
(E) and immunoblot (F) of a least three independent experiments are shown.
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shown. P values were determined by unpaired two-tailed student’s t-test.
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Figure S3. PFT-p decreases CTL-mediated killing in a dose dependent manner and alters NK cell-
dependent cell death

(A) MCF7-Casp3 lysis by the H33 CTL clone after pre-incubation with 10 or 7.5 yM PFT-y or DMSO and
cocultured at different effector:target ratios is shown. (B) MCF7-Casp3 lysis by the NK92 clone after
transfection with control (ctrl) or p53 siRNAs (leading to ~65% p53 inhibition compared to p53 basal level,
measured by western blot) (C-E) PFT-y-pre-treated cells are less susceptible to NK-mediated cell death,
isolated from two healthy donors (NKd). MCF7-Casp3 lysis by NKd1 (A) or NKd2 cell line (C) and T1 lysis
by NKd1 (D) or by NKd2 (E) after pre-incubation with 10 mM PFT-y or DMSO and cocultured at different
effector:target ratios are shown. CMA, which inhibits calcium-dependent exocytosis of cytotoxic granules,
was used as an inhibitor of PFN/Gzm-dependent lysis (positive control). All data are representative of two
independent experiments performed in triplicate.
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MCF7-Casp3 lysis by the H33 CTL clone (A), by NK92 (C) or by NK isolated from two healthy donors (D,E)
and T1 lysis by the autologous CTL clone LT12 (B) by NK92 (C) or by NK isolated from two healthy donors
(D,E) after cytotoxic effector cells pretreatment with the GzmB inhibitor Z-AAD-CH2CI is strongly
decreased. Cytotoxicity experiments were performed at the effector:target ratio of 30:1. Means + s.d. of
three independent experiments are shown. P values were determined by unpaired two-tailed student’s ¢-
test.
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ABSTRACT: Cytotoxic T lymphocytes and natural killer cells are key effector cells in the immune response against
intracellular infection and transformed cells. These killer cells induce multiple programs of cell death to achieve
their function of eliminating their targets. In this review, we summarize our current understanding of the signaling
pathways involved in target cells apoptosis triggered by the cytotoxic effector cells. We also discuss the role of an
important player in the field of apoptosis, the well-known p53 tumor suppressor, in the modulation of cytotoxic

lymphocyte-mediated cell death.

KEY WORDS: Cytotoxic lymphocytes, granzymes, death domain receptors, p53, apoptosis

ABBREVIATIONS: CTL: cytotoxic T lymphocytes, NK: natural killer cell, PFN: perforin, Gzms: granzymes, hGzmB: hu-
man granzyme B, DR: death receptors, DD: death domain, DED: death effector domain, TNF-R: tumor necrosis factor (TNF)
receptor, TRAIL: tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand, FADD: Fas-associated protein with death domain,
DISC: death inducing signaling complex, ¢cFLIP: cellular FLICE-like inhibitory protein, MOMP: mitochondria outer membrane
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I. INTRODUCTION

Cytotoxic T lymphocytes (CTLs) and natural killer
cells (NKs) eliminate their target cells through two
major pathways. The first is a secretory pathway
involving the exocytosis by effector cells of pre-
formed cytotoxic granules content (also known as
the perforin/granzymes pathway).! The second is
an alternate pathway based on killer cell surface
expression of death inducing ligands and on their
corresponding death receptors on target cells (also
known as the death domain receptors pathway).> As
such, these pathways are involved in both immune
surveillance and immune regulation. However, on
the basis of findings in genetically manipulated
mice, human genetic diseases, and in vitro studies,
the granule exocytosis pathway seems to have the
dominant role in eliminating virus-infected cells
and in tumor immunosurveillance.> 4 In contrast,
engagement of the death receptors pathway is critical
for maintaining lymphocyte homeostasis in non-
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pathogenic situations but also forms a pathway of
NK and CD8" T-cell-mediated killing of tumor cells.?

Target cells destroyed by the perforin/granzymes
and the death receptor pathways die a highly regu-
lated death (also known as programmed cell death
or apoptosis).> During the last decade, numerous
groundbreaking studies have been published and
describe the signaling cascades triggered by these
pathways and by cytotoxic lymphocytes to ultimately
induce target cells apoptosis. However, although
the key inducers and regulators involved in this
process are now well known, major controversies
still exist® 7 and new players continued to emerge
in the field. In this review, we summarize our cur-
rent understanding of how killer cells destroy their
targets through the perforin/granzymes and the death
receptor pathways. We also describe several lines of
evidence demonstrating the implication of the tumor
suppressor p53, a well-known protein involved in
stress-induced cell death, in the modulation and
induction of CTL and NK cell-mediated apoptosis

433



434

of target cells through the perforin/granzymes and
death-domain receptor pathways.

Il. PATHWAYS INVOLVED IN CYTOTOXIC
LYMPHOCYTES-INDUCED APOPTOSIS

A. The Perforin/Granzyme Pathway

Killer lymphocytes induce apoptosis by releasing
cytotoxic mediators from specialized secretory
lysosomes, called cytotoxic granules, into the immu-
nological synapse formed with their target cells.®”
Cytotoxic granules are complex secretory lysosomes
that contain both normal resident lysosomal proteins
(i.e., CD107/Lamp1) and effector molecules respon-
sible for target cell elimination.” These include per-
forin (PFN)'® and a family of highly specific serine
proteases known as granzymes (Gzms),!! which are
complexed with a chondroitin sulphate-rich proteo-
glycan termed serglycin.!?

PFN is a pore-forming protein that is expressed
only by killer lymphocytes and is involved in the
delivery of the death-inducing Gzms into the target
cell cytoplasm.!®!3-15 In humans, five Gzms have
been identified (GzmA, B, H, K and M); GzmA and
GzmB have been studied most extensively.'® Once
in target cells, the Gzms independently activate sev-
eral parallel pathways of programmed cell death by
cleaving specific target proteins in the cytoplasm and
concentrate within mitochondria and nuclei, where
many key Gzms protein substrates reside.!”

GzmB, one of the main mediators of cell death
by the cytotoxic granules pathway, is the most
extensively studied Gzm (Fig. 1).!! Human GzmB
(hGzmB) preferentially induces target cells apop-
tosis in a mitochondria-dependent manner, which
is a highly regulated process involving the Bcl-2
family proteins. HGzmB cleaves the pro-apoptotic
Bcl-2 family member, BH3-only protein, Bid.'$!"
Truncated Bid (tBid) disrupts the outer mitochondrial
membrane (OMM) in a Bax and/or Bak-dependent
manner to cause the mitochondrial outer membrane
permeabilization (MOMP), the release of the pro-
apoptotic factors such as cytochrome ¢ and second
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mitochondrial activator of caspases (Smac), leading to
the activation of caspase-9 in the “apoptosome” fol-
lowed by caspase-3 activation, DNA fragmentation,
and target cell apoptosis.?’ GzmB also induces cell
death in a reactive oxygen species (ROS)-dependent
manner. Indeed, GzmB triggers an ROS increase in
the target cell by directly attacking several subunits
of the NADH:ubiquinone oxidoreductase complex
inside the mitochondria. This leads to mitocentric
ROS production, which is necessary for the opti-
mal apoptogenic factor release from mitochondria
in response to GzmB.?! Moreover, this pathway is
blocked by overexpression of important pro-survival
Bcl-2 family proteins, including Bcl-2 or Bel-X, .2
It has been also proposed that hGzmB can directly
initiate effector caspases activation but cannot fully
process pro-caspase 3 without disruption of the mito-
chondrial membrane and the release of Smac/Diablo
and HtrA2/Omi that facilitate caspase 3 full activation
by blocking the inhibitory action of [APs (inhibitor of
apoptosis proteins).?3 Notably, mouse GzmB prefer-
entially induces direct caspase 3 activation and trig-
gers apoptosis in a Bid-/mitochondria-independent
manner. Finally, it has been suggested that GzmB
may induce target cell death in the absence of Bid,
Bax, and Bak?* by directly cleaving the inhibitor of
caspase-activated DNase (ICAD/DFF45) to free the
endonuclease CAD/DFF40%:2¢ and/or by cleaving
several caspases?’ or non-caspase substrates.?®
GzmA induces caspase-independent cell death
and triggers single-stranded DNA cuts into large
fragments that are much larger than the oligo-
nucleosomal fragments generated during GzmB or
caspase-induced cell death (Fig. 2).2° In mitochondria,
GzmA cleaves the electron transport chain complex I
subunit Ndufs3, which interferes with mitochondrial
redox function and generates superoxide anion.?%3!
These superoxides generated by damaged mito-
chondria drive an endoplasmic reticulum-associated
stress response complex, known as the SET com-
plex,* into the nucleus where it plays a key role in
GzmA-induced nuclear damages and cell death.?
The SET complex is formed by three nucleases: the
base excision repair endonuclease Apel (apurinic/
apyrimidinic endonuclease 1), the 5’-3” exonuclease
Trex1 (three prime repair exonuclease 1), and the
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FIG. 1: GzmB-mediated apoptosis pathways. GzmB can trigger cell death by initiating the mitochondrial pathways

by cleaving the BH3-only protein Bid. Truncated Bid
mitochondrial outer membrane (which can be inhibited

promotes the oligomerization of Bax and/or Bak in the
by the anti-apoptotic protein Bcl-2), leading to the release

of cytochrome ¢ assembly of the “apoptosome” followed by caspase 3 activation and the cleavage of different death
substrates including ICAD, the inhibitor of the endonuclease CAD. GzmB can also directly process procaspase 3

or ICAD and induces a mitocentric ROS production to
through the Bid/mitochondrial pathway, whereas mouse

endonuclease NM23-H1 (non-metastatic protein
23-homolog 1). The SET complex also contains
the DNA binding protein that recognizes distorted
DNA HMGB?2 (high mobility group protein B2) and
the chromatin modifying proteins SET (which also
inhibits the endonuclease NM23-H1) and pp32.33-3°
GzmA, which enters to the nucleus via an unknown
mechanism, cleaves SET, allowing NM23-H1 to
nick DNA.3* The exonuclease Trex1 then extends
the break.’* Simultancously, GzmA cleaves and
inactivates HMGB2 and Apel, interfering with base
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promote apoptosis. Human GzmB preferentially operates
GzmB preferentially induces direct caspase 3 activation.

excision repair.’>-3¢ Moreover, GzmA interferes with
the recognition of damaged DNA by cleaving Ku70
and poly-ADP-ribose polymerase (PARP).37-38

The mechanisms of action of other Gzms, so
called “orphan” Gzms, are more obscure, although
several substrates have been identified during the
last decade.’® GzmH has been mostly described to
interfere with the replication of human adenovirus by
cleaving a DNA binding protein and the adenovirus
100K assembly protein*®*! but could also induce
caspase-independent cell death with ROS generation,
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FIG. 2: GzmA-mediated cell death pathways. In mitochondria, GzmA cleaves the electron transport chain complex
I subunit Ndufs3, which interferes with mitochondrial redox function and generates ROS. These ROS drive the
endoplasmic reticulum-associated stress response complex SET into the nucleus. GzmA also enters to the nucleus
and cleaves the protein SET, allowing the endonuclease NM23-H1 to nick DNA. The exonuclease Trex1 then extends
the break. Simultaneously, GzmA cleaves and inactivates HMGB2 and Apel, interfering with base excision repair,
and cleaves Ku70 and PARP interfering with the recognition of damaged DNA.

dissipation of AWm, chromatin condensation, and
nuclear fragmentation.*> GzmK has been reported to
induce cell death via a process that is similar to both
GzmA- and GzmB-mediated apoptosis. GzmK causes
the cleavage of Bid, dissipation of AYm, MOMP with
cytochrome ¢ and EndoG release, but it seems to
induce cell death independently of caspases.*} Others
reports have also shown that GzmK cleaves various
GzmA substrates, including SET and Apel, and also
triggers ROS production, SET translocation to the
nucleus, and DNA nicks.** Moreover, GzmK has
been shown to cleave valsolin-containing proteins,
which interfere with the endoplasmic reticulum (ER)

unfolded protein response and promote caspase-
independent cytotoxicity.*® Finally, independent
groups have observed that GzmM induces cell death;
even if the different published studies do not agree
about the class of cell death triggered by this Gzm.
It has been reported that GzmM induces caspase-
independent cell death that looked like lysis with
large vacuoles observed, without MOMP, phospha-
tidyl serine exposure or DNA fragmentation.*’*® In
other studies, GzmM activated caspase-dependent
cell death without Bid cleavage but with MOMP,
cytochrome c release, ROS generation, phosphatidyl
serine exposure, cleavage of the apoptosis inhibitor
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XIAP, and ICAD, followed by CAD activation and
disruption of the microtubule network.->°

B. The Death Receptor Pathway

Killer cells can also induce target cell apoptosis
through the death-receptor apoptotic pathway (also
called the extrinsic pathway).>3!-33 Death receptors
belong to the tumor necrosis factor (TNF) receptor
(TNFR) superfamily. All members of this death-
receptor family are characterized by the presence
of an intracellular 80 amino acid long motif, termed
death domain (DD), that plays a key role in sub-
sequent apoptotic signaling. The most extensively
studied death receptors are FAS (CD95/APO-1),
TNF-receptor 1 (TNF-R1/p55/CD120a), TRAIL
receptor 1 (TRAIL-R1/DR4), and receptor 2 (TRAIL-
R2/DR5), but two additional receptors are present
in humans (Death Receptors 3 (DR3/APO-3) and
6 (DR6)).’! These death receptors are activated by
their cognate respective ligands, and all belong to
the TNF family: Fas ligand (FasL /CD95L), TNF-
related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), and
TNF-a.? These ligands are expressed as type-II
transmembrane, homotrimeric proteins at the surface
of activated killer cells, but they can also be released
as soluble ligands through the action of specific cell
surface proteases.*>* Schematically, upon ligation
with their respective ligands, FAS, DR4, and DRS5
trigger apoptosis in target cells but can eventually
engage other pathways (NFxB, JNK/c-Jun, p38/
MAPK/AP-1 pathways) that promote cell survival or
other cellular function, like inflammation.>¢7 TNF-
R1 mainly signals activation of the NFxB, JNK/c-
Jun, p38/MAPK/AP-1 cascades, but they can also
trigger cell death under certain circumstances.?3%>°

Apoptotic signal transduction by FAS, DR4,
and DRS proceeds through shared general steps
(Fig. 3). Upon ligand binding, FAS, DR4, or DR5
multimerizes at the cell membrane,® ¢! leading to
a conformational change in the receptor’s intracel-
lular domain.%? This leads to the recruitment of an
adaptor protein, namely a Fas-associated protein
with death domain (FADD), which contains both
a DD that interacts with the receptor’s DD, and a
death effector domain (DED) that recruits initiator

Volume 35, Number 6, 2015

437

caspases (caspase 8 and caspase 10).9 The resulting
complex is called death-inducing signaling complex
(DISC).** Within the DISC, high local concentra-
tions of the initiator caspases lead to the formation
of homodimers involved in their activation® before
their release to the cytoplasm, where they can cleave
downstream substrate either via direct activation
of the effector caspases 3 or 7 (mitochondria inde-
pendent) or indirectly via mitochondria-dependent
mechanisms. These two mechanisms correspond to
the predominant arms of the death-receptor signaling
pathway (especially for the CD95 signaling), both
leading in fine to effector caspase 3 and caspase 7
activation, but these are thought to operate distinctly
in two distinct types of cells. Cells using the direct
activation of effector caspases by the initiator cas-
pases 8/10 are known as type I cells (i.e., SW480
colon adenocarcinoma, SKW6.4 B lymphoblastoid,
and H9 T lymphoma cells), whereas those using the
mitochondrial amplification pathway (through the
cleavage of Bid protein into truncated Bid, which
links caspase 8/10 to the mitochondrial pathway)
are known as type II cells (i.e., hepatocytes, Jurkat
cells, and pancreatic B cells).®® The basis of this
cellular preference seems to depend on the relative
stoichiometry of cleaved caspases 8 and 10 within
the DISC and to the numbers of DISC present upon
receptor/ligand interaction.®”-8 Because type Il cells
depend on the mitochondrial branch, apoptosis can
be blocked by the overexpression of Bcl-2 or Bcel-
X..% Importantly, the activation of procaspase-8 in
response to death-receptor triggering can also be
inhibited by cellular FLICE-like inhibitory proteins
(c-FLIP).”>"! Homologous to caspase 8, cFLIP
contains two DEDs and therefore can be recruited
at the DISC via FADD. The cFLIP short isoform
(cFLIPg,,) lacks the C-terminal caspase catalytic
homology domain and therefore acts as a competitive
inhibitor of caspase 8 recruitment to the DISC and
prevents caspase 8 homodimers formation, inhibit-
ing caspase 8 activation.”” The cFLIP long isoform
(cFLIP,,,,) contains a C-terminal caspase catalytic
homology domain that lacks caspase activity, but it
can modulate apoptosis in two opposite directions
depending on its expression level, even if this point
is still subject to debate. When expressed at a high



438

Thiery et al.

Killer cell
Ligand (FasL, TRAIL)
Death receptor (Fas, DR4, DR5)
Target cell
[ Death domain (DD)
FADD [l Death effector domain (DED)
DISC
Pro-Caspase-8
cFLIP— Bid
|
Typel [}X{] Typell
Caspase-8 \‘O tBid
o Apoptosome
Pro-Caspase-3 Pro-Caspase-9
SN Bax
Apaf-1 Bak
AN
(}I{) dATP
Caspase-9
L Mitochondria
Smac
MF\.\O
Caspase-3 1APs

N

substrates

Cleavage of death __— Apoptosis

FIG. 3: Apoptotic signal transduction by the death domain receptors FAS, DR4 and DR5 proceeds through shared
general steps. Upon ligand binding, FAS, DR4 or DRS multimerize at the cell surface leading to a conformational
change in the receptor’s intracellular domain. This leads to the recruitment of the adaptor protein FADD, which
contains both a death domain (DD) that interacts with the receptor’s DD, and a death effector domain (DED) that
recruits initiator pro-caspase 8. The resulting complex is called death inducing signaling complex (DISC). Within the
DISC, high local concentrations of the initiator caspases lead to formation of homodimers involved in their activation
before their release to the cytoplasm where they can cleave downstream substrates, either via direct activation of the
effector caspases 3 (type I cells) or indirectly via the cleavage of Bid protein into truncated Bid, which links caspase
8 to the mitochondrial pathway (type II cells). Homologous to caspase 8, cFLIP acts as a competitive inhibitor of

caspase 8 activation.

level, cFLIP,,, inhibits the activation of procaspase
8 and thereby blocks the apoptosis initiation. In
contrast, when expressed at a low level, cFLIP,,,
promotes procaspase 8 activation.>

lll. IMPLICATION OF P53 IN THE
MODULATION OF CYTOTOXIC
LYMPHOCYTES-MEDIATED CELL DEATH

A. Transcriptional and Non-transcriptional
Regulation of Mitochondrial Outer
Membrane Permeabilization and
Apoptosis by Stress-Induced p53

One of the most important and known apoptosis
regulators is the tumor suppressor p53. In response
to cellular stress, the p53 protein matures from a
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latent to an active form. This stress is detected by
various proteins, called “sensors.” These proteins
activate a cascade of events resulting in the stabi-
lization, accumulation, and re-localization of p53.
This model of quantitative activation (stabilization,
accumulation) and qualitative localization (nuclear
or mitochondrial translocation) involves covalent
and noncovalent modifications that induce a con-
formational change of p53. At the present time, the
majority of the proteins that govern the activation of
the p53 are represented by kinases (ATM, DNA-PK,
P38, INK, CHK2, etc.), acetyl transferases (P300,
CBP, etc.), and ubiquitin ligases (Mdm2, Mdm4).”3
In fact, upstream of the p53 protein, endogenous
and exogenous DNA damages constitute a trigger
for p53 protein activation and stabilization.

It has been well established that the wild-type
tumor suppressor p53 (wtp53) acts as a stress-
activated sequence-specific transcription factor that
activates transcription from promoters carrying a
p53 consensus binding site.”* As such, it protects
cells from a variety of stress signals such as DNA
damage, nucleotide depletion, oncogene activation,
or y-irradiation by regulating the transcription of
genes involved in cell-cycle arrest, DNA repair, and
apoptosis,” thereby preventing cells from replicat-
ing a genetically compromised genome. Regarding
apoptosis, pS3 both positively regulates the expres-
sion of Bax, Bak, Bid, Puma, and Noxa and inhibits
the expression of Bcl-2 or Bcel-X;,”>® which are
important factors of MOMP in response to different
apoptosis inducers.” P53 also positively regulates the
expression of several microRNAs (miRs) including
miR34, which negatively regulates the expression
of the anti-apoptotic proteins Bcl-2 and survivin.
Nevertheless, the activity of p53 in the regulation
of apoptosis through MOMP is not limited to its
activities as a transcription factor®! and p53 has been
shown to physically interact with several members
of the Bcl-2 family.

As mentioned above, it is well known that the
mitochondrial pathway and MOMP is regulated by
several Bcl-2 family members.®> Some BH3-only
proteins (known as activators, i.e., Bid) mediate
MOMP by physically interacting and activating the
effector proteins Bax and/or Bak, whereas others
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(known as de-repressors, i.e., Bad) act by displac-
ing Bax and/or Bak from Bcl-2 or Bcl-X, -mediated
inhibition.®? In this context, the “activator” model
postulates that some activator BH3-only proteins
(i.e., tBid or Bim) transiently bind to Bax and induce
conformational changes required for stable insertion
in the OMM. In this model, Bcl-2/Bcl-X; proteins
sequester the activator BH3-only proteins and neu-
tralize them.®* On the other hand, the “inactivator”
model proposes that the primary function of anti-
apoptotic protein Bcl-2/Bcl-X; is to neutralize the
pro-apoptotic effector proteins Bax and/or Bak by
forming heterodimeric complexes,?>8 limiting their
capacity to form pores in the OMM. In this context,
the direct role of p53 in the mitochondria has become
evident as a major regulator of cell death induced by
different kind of stress.?!- 8 Mihara et al. ¥ reported
that p53 protein can directly induce MOMP by
forming complexes with the protective Bcl-X; or
Bcl-2 proteins, resulting in cytochrome c release.
Consistently, protein modeling, nuclear magnetic
resonance (NMR) spectroscopy, and site-specific
mutagenesis experiments have identified the region
of interaction between Bcl-2/Bcl-X, proteins and p53
as its DNA-binding domain (DBD).#-°! Moreover, it
has been demonstrated that Bcl-X; conformational
change upon binding to wild-type (wt) p53 (but not
mutant p53) facilitates the dissociation of Bel-X,/
Bax complexes.®” In this model, the formation of
p53/Bcel-X; or Bel-2 complexes antagonizes Bel-X, /
Bcl-2 function of keeping Bax and Bak inactive,
and leads to their activation and oligomerization.
P53 can also accumulate in the cytoplasm, where
it directly activates the pro-apoptotic protein Bax
in a “hit and run” manner to induce mitochondrial
release of apoptogenic factors.”? In parallel, it has
also been proposed that stress-induced p53 is initially
bound to cytosolic Bcl-X; but that transcriptionally
induced Puma liberates p53 from this interaction,
thereby allowing p53 to interact with Bak/Bax to
initiate apoptosis.”>** Moreover, a study also dem-
onstrated that p53 binding to mitochondrial Bak is
necessary for its release from Mcl-1 (another anti-
apoptotic member of the Bcl-2 family) and further
oligomerization.” Finally, it has also been proposed
that mitochondrial p53 could function as an enabler
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BH3-only protein to prevent an activator, like tBid,
to interact with the anti-apoptotic protein Bcl-2,
Bcl-X; or Mcl-1.8996

Taken together, the different studies mentioned
above demonstrate the key role of p53 in the induc-
tion/regulation of stress-induced apoptosis, which
in particular has been reported to contribute to
the sensitivity of tumor cell to apoptosis induced
by many anti-cancer agents and by radiotherapy.
However, the role of this tumor suppressor protein
in the control of killer cell-mediated cytotoxicity is
not well documented.

B. Role of p53 in Granzyme-Induced Cell
Death

A few studies have established a link between p53
and tumor cell susceptibility to Gzms-induced cell
death. Fan et al. demonstrated that p53 is a physi-
ological target of GzmK and is cleaved at Lys?* and
Lys** to generate three fragments: p40, p35, and p13
(Fig. 4, right panel).”” All three cleavage fragments
exert pro-apoptotic activity. P40 and p35 display
both nuclear and mitochondrial localization, which
might be related to cell-death induction, while p13
localizes to the nucleus to exert pro-apoptotic activity.
Moreover, p35 and p13 display no or weak transcrip-
tional activity, while p40 induces the expression of
some p53 target genes, including p21, Mdm2, and
Puma, suggesting that both transcriptional and non-
transcriptional (mitochondrial) p53 activity might
be important features in the induction of GzmK-
dependent cell death. Importantly, pS3 expression
seems to be crucial for GzmK-mediated and NK
cell-dependent cell death, as shown by the differential
susceptibility of colon carcinoma cell line HCT116
p53** and HCT116 p53-- to both GzmK- and NK
cell-mediated lysis.

Our group also recently described a relationship
between p53 and hGzmB-induced apoptosis. We
demonstrated that both killer cells and hGzmB induce
rapid stabilization and activation of p53 within target
cells.”® HGzmB triggers the rapid translocation of a
small fraction of the endonuclease CAD to the nucleus
in a Bid- and caspase 3-independent manner, which
triggers early DNA damage. An ataxia telangiectasia
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mutated (ATM)-related genotoxic stress-activated
kinase belonging to the phosphoinositide 3-kinase
(PI3-kinase)-related kinases (PIKK) family, named
hSMG-1,% is then rapidly activated in response to
hGzmB-induced early DNA damage and would
be, at least in part, responsible for a rapid wtp53
phosphorylation, stabilization, and activation in a
melanoma target model following interaction with
autologous CTL clones or after hGzmB treatment.'?
Furthermore, RNA interference-mediated inhibition
of p53 significantly decreased targeted cell death
induced by both CTLs and hGzmB, which shows that
p53 is an important determinant of hGzmB-induced
cell death.”® More recently, we demonstrated that
hGzmB-activated p53 translocates to the target-cell
mitochondria outer membrane and interacts with the
anti-apoptotic protein Bcl-2 (Fig. 4, left panel).'”!
This interaction prevents the Bcl-2 inhibitory effect
on both Bax and hGzmB-truncated Bid and promotes
hGzmB-induced mitochondrial outer membrane
permeabilization. Thus, in response to hGzmB, p53
favors the release of mitochondrial non-activated
Bax from Bcl-2 interaction, promoting its activation
by tBid, but might also facilitate the dissociation of
Bcl-2/activated Bax complex, promoting both Bax
activation and oligomerization. In this scenario,
hGzmB-induced mitochondrial p53 operates as a
BH3-only protein of the “de-repressor” type freeing
pro-apoptotic tBid and Bax from Bcl-2-mediated
inhibition, and the non transcriptional activity of p53
seems to have the predominant role in the modula-
tion of GzmB-induced cell death. Consequently,
the inhibition of p53 mitochondrial translocation
and p53-Bcl-2 interaction decrease hGzmB-induced
Bax activation, MOMP, cytochrome ¢ release and
subsequent effector caspases activation, leading to a
decreased sensitivity of target cells to both hGzmB
and CTL/NK-mediated cell death.!"!

In summary, to some extent, both transcriptional
and non-transcriptional p53 activities seem to be
important for target-cell susceptibility to GzmK and
hGzmB, and consequently for CTL/NK-mediated
cell death. To date, no studies have involved p53 in
cell death induced by the others Gzms (GzmA, H, or
M). However, given the fact that some of them can
induce target cell MOMP by unknown mechanisms,
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FIG. 4: Implication of p53 in GzmB and GzmK-induced cell death. GzmB induces the accumulation of p53 on target
cell mitochondria where it interacts with the pro-survival protein Bcl-2. This interaction allows the release of the
pro-apoptotic protein Bax from its inhibitory interaction with Bcl-2 and prevents GzmB-activated tBid sequestration
by Bcl-2. In this case, free tBid activates free Bax to induce MOMP, cytochrome c release, and apoptosis. GzmK
induces the cleavage of p53 to generate three fragments: p40, p35, and p13. All the three cleavage fragments exert
pro-apoptotic activity. P40 and p35 display both a nuclear and mitochondrial localization, which might be involved
in MOMP, while p13 localizes to the nucleus to exert pro-apoptotic activity. P35 and pl3 display no or weak
transcriptional activity, while p40 induces the expression of some p53 target genes, including p21, Mdm2, and Puma.

further studies are required to determine whether
p53 might be involved in the cell death induced by
these Gzms.

C. Role of p53 in Death Receptors-
Mediated Apoptosis

Cell death induced through death receptors has been
widely studied, especially using recombinant soluble
ligands. Clinical studies evaluating the antitumoral
effect of TNF-a and FasL were initiated decades ago,
and more recently, TRAIL has gained interest, mostly
due to its ability to induce apoptosis of transformed
but not normal cells.'”2 Based on these studies, cross
talk between p53 and death-receptor—induced cell
death has been described, even if the TNF family can
also clearly engage apoptosis in a p53-independent
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manner.'%%1% Moreover, several lines of evidence
suggest that p53 upregulates the expression of the
death receptors Fas, DR4, and DRS5, and thus might
also mediate apoptosis in part via Fas and/or DR4/
DRS5.105-108 For example, under genotoxic stress,
p53 may sensitize tumor cells to TRAIL-induced
apoptosis through the upregulation of DR4/5 but also
by regulating the expression of important pro- and
anti-apoptotic proteins (described above) to enhance
their sensitivity to the intrinsic pathway.!0%!10 Tt
has also been demonstrated that TRAIL itself is a
p53 target gene.!'! Similarly, restoring the wtp53
function in tumor cells expressing a mutated p53
(mtp53) or overexpressing Mdm?2 can sensitize them
to TRAIL-induced cell death,''>"1'* TNFa-induced
cell death,!'>-118 and FasL-induced'"®:120 cell death.
As such, targeting p53 might serve as an effective
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strategy for sensitizing tumor cells to TNF family
ligand-induced apoptosis.

As mentioned above, the molecular mechanisms
underlying this p53-dependent sensitization of tar-
get cells to the death receptor-induced apoptosis
mainly depend on the transcriptional activation by
pS3 of the death receptors themselves and by the
modulation of the expression level of key pro- and
anti-apoptotic proteins, especially from the Bcl-2
family (e.g., Bax, Bcl-2, Bcl-X|, etc.). However, these
studies mainly used soluble ligands from the TNF
family and might not reflect cytotoxic lymphocyte-
mediated triggering of the death-receptor pathway.
Nevertheless, our group demonstrated that the res-
toration of a wtp53 function in a lung carcinoma
model, harboring a mtp53, restores the expression
of the Fas receptor at the cell surface and sensitizes
tumor cells to CTL-mediated apoptosis through the
Fas/FasL pathway.!?! Furthermore, in this model
the effect of wtp53 on the Fas-mediated apoptosis
also involves the inhibition of cFLIPy, ,expression,
resulting in an efficient pro-caspase § activation in
target cells after CTL attack.!?? Interestingly, the
observed effect of p53 might be dependent on an
ubiquitine- or proteasome-dependent degradation of
cFLIPg,,, triggered by p53.!23 These results indicate
that an activated p53 might also be important in the
regulation of CTL/NK-induced apoptosis through the
death-receptor pathway. However, further studies are
clearly needed to clarify this point.

IV. CONCLUDING REMARKS

It has become increasingly clear that the understand-
ing of the cell death mechanisms triggered by immune
effector cells will allow us to define more precisely
the signaling pathway triggered by CTL and NK
cells to destroy their targets, but it could also have
several future clinical applications. In this context,
the p53 protein is of particular interest based on its
role in the regulation of GzmB, GzmK as well as
death receptors-induced apoptosis. Notably, it seems
that p53 plays different roles in CTL-/NK-mediated
cell death. GzmB triggers the stabilization and acti-
vation of p53, which in turn facilitates the MOMP
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induced by the GzmB-dependent cleavage of Bid.
GzmK directly attacks p53 through its cleavage to
promote cell death. Finally, it seems that a stress-
induced activation of p53 in target cells sensitizes
them to apoptosis through the death receptor pathway,
at least under certain circumstances.

Furthermore, p53 is not only involved in the
regulation of the signaling pathway activated by
effector cells to kill their target. For example, a direct
link between p53 expression and target recognition
by NK cells was recently revealed. The activation
of p53 in lung-cancer cell lines strongly upregulates
the NKG2D ligands ULBP1 and ULBP2, resulting in
NK cell activation.'?* P53 also contributed to phago-
cytosis of apoptotic cells through the upregulation of
its target gene DD 1a (death domain 1a) and ensures
efficient generation of a precise immune response.'?
In contrast, it was also recently demonstrated that
the downmodulation of p53 in response to antigen
stimulation is critical for antigen-specific CD4* T-cell
proliferation.'2¢

Importantly, approximately half of human can-
cers have inactivating mutations of the p53 tumor
suppressor gene, and most of the remaining malig-
nancies deactivate the p53 pathway by increasing
its inhibitors, reducing its activators, or inactivating
its downstream targets. These mutations, resulting
in stabilization and accumulation of high level of a
defective pS3 product, result in loss of pS3 functions,
and the mutant proteins are frequently functionally
compromised for apoptosis induction in response to
different kind of stress. Whether these p53 mutations
facilitate tumor-cell escape to CTL/NK-mediated
lysis through the GzmB, GzmK or death recep-
tors pathways is unclear. In particular, it has been
demonstrated that wtp53, but not tumor-derived
pS53 mutants, binds to Bcl-2 via this DBD and can
trigger MOMP.”® Because of the results pointing
out the importance of Bcl-2/wtp53 interaction in
hGzmB-induced apoptosis, further studies will be
important to determine whether such p53 mutants can
be associated with a tumor cell resistance to PFN/
hGzmB- and CTL/NK-mediated cell death. Similarly,
inactivation of p53 transcriptional activity could be
associated with a tumor-cell resistance to CTL/NK-
mediated lysis via the FasL and TRAIL pathways.
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If this scenario is correct, reactivating p53 might
represent an effective strategy for sensitizing tumor
cells to CTL-/NK-mediated lysis. During the past
decade, several novel molecules have been identified
based on their properties to restore wtp53 conforma-
tion and function of mutant p53 proteins and triggers
apoptosis (PRIMA-1, MIRA-1, STIMA-1, CP-31398,
etc.).!?’ Recent studies also have shown in vitro and
in vivo that RITA and Nutlin-3a,'?® two inhibitors of
Mdm2-p53 interaction, allow the reactivation of the
p53 pathway in Mdm2 overexpressing tumor cells.
Because the clinical use of these molecules to restore
p53 function could be a novel strategy to optimize
the immunotherapy against cancer by increasing the
CTL/NK-mediated killing of tumor cells, the effect
of'these molecules on CTL/NK-, FasL-, TRAIL- and
GzmB-dependent cytotoxicity in different tumor
models expressing a mutated p53 should be tested.
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RESUME

Les fibroblastes associés au cancer (CAF) jouent un réle central dans un processus complexe
d'interaction entre les tumeurs et le stroma et favorisent la croissance tumorale. Des preuves
émergentes suggérent que ces fibroblastes sont impliqués dans I'altération de la réponse immune anti-
tumorale. Cependant, les mécanismes immuno-modulateurs sous-jacents dépendants de ces
fibroblastes ne sont encore que trés partiellement définis. Au cours de ma thése, j’ai mis en évidence
que les fibroblastes associés au mélanome diminuent la susceptibilité des cellules tumorales de
mélanome a la lyse induite par les cellules Natural killer (NK) par un mécanisme dépendant de la
sécrétion de métalloprotéinases matricielles (MMPs) actives. Cette sécrétion de MMPs réduit
I'expression de deux ligands du récepteur activateur NKG2D, MICA/B, a la surface des cellules
tumorales et diminue par conséquent l'activité cytotoxique des cellules NK dépendante de NKG2D
contre les cellules tumorales de mélanome. D’autre part, grace a une approche génomique globale,
mon travail a montré que 1’hypoxie au sein du stroma tumoral pourrait augmenter les capacités
immuno-modulatrices des CAFs en modifiant 1’expression d’un ensemble de genes qui codent pour
des protéines immunosuppressives. L’ensemble de ces résultats démontrent donc que les CAFs sont
des déterminants essentiels modifiant la susceptibilité des cellules tumorales aux cellules tueuses mais
qu’il existerait également un dialogue entre le microenvironnement hypoxique et les CAFs leur

permettant d’augmenter leur potentiel immunosuppresseur.
SUMMARY

Cancer-associated fibroblasts (CAF) play a central role in a complex process of interaction between
tumors and stroma and promote tumor growth. Emerging evidence suggest that these fibroblasts are
involved in the alteration of the anti-tumor immune response. However, the underlying
immunomodulatory mechanisms dependent on these fibroblasts are still only partially defined. During
my thesis, | demonstrated that melanoma-associated fibroblasts decrease the susceptibility of
melanoma tumor cells to Natural killer (NK) cell lysis through a mechanism dependent on the
secretion of active matrix metalloproteinases (MMPs). This secretion of MMPs reduces the expression
of the two NKG2D ligands, MICA/B at the surface of the tumor cells and consequently decreases the
NKG2D-dependent cytotoxic activity of NK cells against melanoma tumor cells. On the other hand,
using a global genomic approach, my results suggested that hypoxia within the tumor stroma could
increase the immunomodulatory capacities of CAFs by modifying the expression of a set of genes that
encode for immunosuppressive proteins. Together, our results show that CAFs are essential
determinants modifying the susceptibility of tumor cells to killer cells but that there is also a crosstalk
between the hypoxic microenvironment and the CAFs allowing them to increase their

immunosuppressive potential.



	1 Page de couverture CBMS
	2 Dédicace Linda
	3 remerciements
	4 dicton
	5 intro
	6 Oncotarget et sup
	Ziani et al
	Supplements

	7 partie 2
	8 Figures Data2
	FIGURE  1
	FIGURE 2
	FIGURE 3
	FIGURE 4
	FIGURE 5
	FIGURE 6
	FIGURE 7
	FIGURE 8

	9 Discussion
	10 Annexes
	cancerassociated-fibroblasts-and-modulation-of-the-antitumor-immune-response-1747-0862-1000193
	Contents
	Cancer-associated Fibroblasts and Modulation of the Antitumor Immune Response
	Description
	Acknowledgement
	References


	fimmu-06-00482
	Critical role of tumor microenvironment in shaping NK cell functions: implication of hypoxic stress
	Introduction
	Cell-Mediated Immune Suppression Toward NK Cells in the Tumor Microenvironment
	Macrophage Polarization Regulates 
NK Cell-Mediated Cytotoxicity
	Myeloid-Derived Suppressor Cells Suppress NK Cell Activity
	CD4+CD25+ T Regulatory Cells Inhibit NK Cell Cytolytic Functions
	Dendritic Cells Modulate NK Cell Cytotoxicity
	Cancer-Associated Fibroblasts Decrease NK Cell-Mediated Cytotoxicity
	Tumor Cells May Develop Strategies to Evade NK Cell-Mediated Lysis

	Consequences of Hypoxia-Induced HIF Stabilization on NK Cell Functions
	Cellular Adaptation to Hypoxia Through Hypoxia-Inducible Factors
	Hypoxic and Pseudo-Hypoxic Tumor Cells Are Resistant to NK Cell-Mediated Killing
	Hypoxia Inhibits NK Cell Functions via HIFs
	Indirect Consequences of Hypoxic Stress on NK Cell Cytotoxic Functions

	NK Cell: A Role in Tumor Immunoediting
	NK Cell-Based Immunotherapies in the Context of Tumor Microenvironment Complexity and Heterogeneity
	Conclusion
	Acknowledgments
	References


	J Immunol-2015-Ben Safta-418-28
	JI_1401978_Supplemental_Figures_1
	FIGURE S1
	FIGURE S2
	FIGURE S3
	FIGURE S4

	CRI-15-016-Final-Article-4-13-16

	11 RESUME

