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Résumé

La voie Fas-FasLi est la voie majeure d’apoptose dont le réle est indispensable pour
I’homéostasie des cellules hématopoiétiques et la tolérance périphérique. Mon projet de thése
consiste a étudier le réle de FasL dans la réponse anti tumorale, notamment le role de
son expression sur les cellules myéloides, en 'occurrence les macrophages et les méyloidés
suppressives.

Les souris Fasl KO sont caractérisées par une accumulation des différentes populations
de cellules hématopoiétiques dans les organes lymphoides périphériques . Cependant, elles ne
développent pas de tumeurs spontanées. De facon intéressante, nos résultats montrent que
lors qu’elles sont transplantées par les cellules tumorales, leur survie est significativement
diminuée par rapport aux souris contréles (Fasl///#!), ce qui suggére un role de FasL dans la
réponse anti-tumorale. Une caractérisation fine de la répartition des cellules myéloides chez
les souris Fasl KO porteuses de tumeur, montre une répartition différentielle des cellules
Grl™, par une accumulation des M-MDSC, dans la rate de ces souris. En plus, un enrichisse-
ment de l'infiltrat tumoral par les macrophages TAM chez les souris Fasl KO a été observé.
Ces macrophages, indépendamment de génotype exécrent une forte activité d’arginase et
iNOS et une inhibition de la prolifération des cellules T in vitro. Ainsi, la mortalité plus
importante chez les souris Fasl KO pourrait, en partie, étre associée a cet enrichissement des

TAM dans linfiltrat des souris déficientes en FasL.
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Afin de déterminer si cette accumulation des cellules myéloides immunosuppressives dé-
ficientes en FasL est spécifique d’un environnement tumoral ou le reflet d’un état inflamma-
toire, nous avons examiné le phénotype des macrophages dans un modéle d’inflammation
induite par le thioglycolate. Les résultats montrent que les macrophages CD11bTF480",
recrutés sur le site de l'inflammation, lorsqu’elles sont déficientes en FasL, sur-expriment
les génes anti-inflammatoires comme IL-10, Argl, CCL17. La caractérisation plus fine de
cette population de macrophages a montré que la population responsable de ce phénotype
suppressive est F480TCD1157IL-4R ™. Chez les souris Fasl KO, le pourcentage des macro-
phages F480TCD1151IL-4R™ est significativement augmenté en comparaison avec les souris
controles. L’analyse fonctionnelle de cette population CD115" a montré que ces cellules,
inhibent la prolifération et la production d’IFN-vy des cellules T activées. Ces caractéris-
tiques fonctionnelles sont en faveur d’un phénotype anti-inflammatoire de ces macrophages,
qui lorsqu’ils sont déficients en FasL, leur recrutement sur le site de I'inflammation est plus
important.

L’ensemble de ces résultats suggére que l'expression de FasL sur les cellules myéloides
pourrait jouer un role dans leur polarisation vers un phénotype pro inflammatoire. Ainsi, ce
travail pourrait apporter de nouvelles approches de levée de I'immunosuppression pour une

immunothérapie efficace.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION 2

1.1 La réponse immunitaire anti-tumorale

1.1.1 Le concept de I'immunosurveillance anti-tumorale

Le concept d’immunosurveillance anti-tumorale a été initialement émis par Paul Ehrlich
au début du siécle dernier (Kristiansen et al., 2004). A partir des connaissances acquises en
transplantation et en immunité anti-tumorale et surtout a partir de la découverte d’antigénes
associés aux tumeurs (TAAs), les bases fondamentales de ce concept ont été formellement
établies par Burnet et Thomas quelques années plus tard. Ils ont alors émis I’hypothése que
les cellules tumorales apparaissent continuellement au cours de la vie et que les lymphocytes
T, comme des sentinelles, jouent un roéle essentiel dans la reconnaissance et 1’élimination
permanentes des cellules tumorales avant qu’elles ne deviennent cliniquement visibles (Bur-
net et al., 1970; Thomas and Lawrence, 1959; Klein et al., 1966; Old and Boyse, 1964). A
cOté de nombreux mécanismes suppresseurs de tumeurs intrinséques, ce processus d’immu-
nosurveillance anti-tumorale constituerait ainsi un suppresseur extrinséque de tumeurs. En
effet, si la réparation de ’ADN, 'apoptose, ou la sénescence ne permet pas d’éliminer les
cellules transformées, le systéme immunitaire interviendrait dans la destruction de ces der-
niéres. Cependant, la validation de ce concept n’a pu étre réellement réalisée que seulement
récemment & travers une longue histoire de débats tendus (Dunn et al., 2002; Pardoll, 2003)
avec le développement de nouvelles techniques permettant le ciblage de génes et la généra-
tion de souris transgéniques. Bien que cela ait été plus compliqué, les preuves cliniques de
I'immunosurveillance chez 'homme ont pu étre apportées.

Les premiéres expériences sur des souris nude (présentant une atrophie thymique) n’ont
pas permis de mettre en évidence une différence d’incidence de tumeurs spontanées ou in-
duites par des carcinogénes chimiques (tel que le méthylcholanthréne ou MCA) par rapport
a des souris immunocompétentes (Burstein and Law, 1971; Johnson, 1968; Nomoto and Ta-
keya, 1969; Outzen et al., 1975; Stutman, 1974). Ces premiers résultats obtenus dans les

années 70 ont donc fortement mis en doute la validité du concept d’immunosurveillance
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anti-tumorale. Mais, dans les années qui suivirent, la souris nude a été reconnue comme un
modéle imparfait d’immunodéficience depuis la découverte de I'existence d’un nombre réduit
mais fonctionnel de lymphocytes T (Hunig, 1983; Ikehara et al., 1984; Maleckar and Sherman,
1987). De plus, ces souris ne sont pas déficientes pour les cellules NK; lesquelles n’étaient pas
encore bien définies & cette époque (Herberman et al., 1978), et qui sont aujourd’hui décrites
pour jouer un rble prépondérant dans I'immunité innée. D’ailleurs, la profonde influence de
I'immunité innée sur I'immunité adaptative n’était pas encore reconnue (Janeway, 1989).
Ces travaux pionniers chez la souris nude ne permettaient pas de conclure rigoureusement
a la validité de la théorie de I'immunosurveillance anti-tumorale. Ce sont les modéles de
souris KO, développés plus tard, ou 'utilisation d’anticorps monoclonaux qui ont permis de
réévaluer et de mettre en évidence un role du systéme immunitaire dans le controle de la
formation de tumeurs spontanées ou induites par des carcinogénes chimiques. Par exemple,
les souris déficientes pour le géne codant le récepteur a 'IFN-v (interféron-v) ou STAT-1 (Si-
gnal Transducer and Activator of Transcription 1), facteur de transcription impliqué dans la
transduction du signal de 'TFN-y ont montré une incidence plus élevée de tumeurs induites
chimiquement par le MCA par rapport aux souris immunocompétentes (Kaplan et al., 1998).
De la méme maniére, I'incidence de tumeurs induites par MCA ou spontanées est augmentée
chez les souris déficientes pour Perforine, acteur essentiel dans ’action cytotoxique des lym-
phocytes T et des cellules NK (Street et al., 2004), ou pour TRAIL (TNF-Related Apoptosis
Inducing Ligand) (Finnberg et al., 2008). Par ailleurs, cette augmentation se révéle plus im-
portante dans un fond génétique muté pour le géne p53 codant pour la protéine suppresseur
de tumeur pb3. De la méme maniére, les souris déficientes pour les cellules T, B, et NKT
développent plus rapidement et plus fréquemment des sarcomes chimiquement induits par
MCA par rapport aux souris sauvages, et ces mémes souris agées développent plus de tu-
meurs spontanées (Shankaran et al., 2001). Cette altération est induite par la déficience pour
le géne "Recombinase Activating Gene" (RAG) 1 ou 2, codant pour les enzymes impliquées

spécifiquement dans la recombinaison des génes des récepteurs a I'antigéne des lymphocytes
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B, T, et également NKT (Smyth et al., 2003). L’ensemble de ces études confirme clairement
que le systéme immunitaire controle la formation tumorale chez la souris, permettant ainsi de
valider de maniére expérimentale le concept d’'immunosurveillance anti-tumorale et surtout
la participation & la fois de I'immunité innée et adaptative.

Chez I’homme, la démonstration formelle de ce concept d’'immunosurveillance anti-tumorale
est plus compliquée. En effet, bien qu’il a été initialement montré une augmentation de I'in-
cidence de certains cancers chez les individus immunodéprimés, il a été par la suite démontré
que ces tumeurs présentaient pour la plupart une origine virale (Epstein-Barr Virus, Herpes
Virus, Papillome Virus, etc.) reflétant la susceptibilité accrue de ces patients aux infections
(Dunn et al., 2002; Pardoll, 2003). Néanmoins, un risque plus élevé de développer des cancers
ne présentant pas d’étiologie virale comme des cancers du poumon, du rein, du colon, du
pancréas et des mélanomes a été observé chez de nombreux patients immunodéprimés suite a
une greffe d’organe (Dunn et al., 2004). Par ailleurs, les études de Galon et d’autres équipes
ont bien mis en évidence la corrélation positive entre la présence d’infiltrat lymphocytaire au
sein de la tumeur et la survie globale des patients atteints (Galon et al., 2006, 2007; Mlecnik
et al., 2011). En effet, cette corrélation a été obtenue dans le cas de différents cancers comme
mélanome (Clark et al., 1989; Tefany et al., 1991; Mihm Jr et al., 1996), cancer du sein
(Mahmoud et al., 2011; Menegaz et al., 2008), du colon (Pages et al., 2008; Tosolini et al.,
2011), de la prostate (Ké&rja et al., 2005; Richardsen et al., 2008), de 'ovaire (Hamanishi
et al., 2007; Sato et al., 2005) ou encore pour les neuroblastes (Dunn et al., 2004). En ré-
sumé et méme si les résultats ne sont pas aussi concluant que chez la souris, il existe un
faisceau d’arguments forts qui abonde dans le sens de I'existence d’une immunosurveillance

anti-tumorale chez ’homme (Croci et al., 2007; Smyth et al., 2006).

1.1.2 Les effecteurs de la réponse anti-tumorale

Le développement d’une réponse immunitaire a 1’agression constituée par 1I’émergence

et la croissance d’une tumeur se traduit par I'activation de deux systémes de défense : une
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réponse innée qui constitue la premiére ligne de défense suivie d’une réponse spécifique
ou adaptative. Ces deux types de réponse résultent de l'activation d’'un enchevétrement
complexe de cellules immunocompétentes qui vont coopérer entre elles afin d’éliminer, tout

du moins potentiellement, les cellules tumorales.

1.1.2.1 L’immunité innée

La réponse immunitaire innée correspond a la premiére ligne de défense de 'organisme
contre les infections et différents effecteurs de ce systéme ont été impliqués dans le controle
de la croissance tumorale, notamment les macrophages et les cellules NK (Natural Killer)
(Galon et al., 2012; Smyth et al., 2001; Godfrey et al., 2000).

Les cellules NK jouent un role clé dans le systéme immunitaire inné et sont capables
d’induire la lyse de nombreuses cellules tumorales. Leur fonction est régulée par une balance
de signaux inhibiteurs et activateurs, transmis respectivement par des récepteurs inhibiteurs
se liant aux molécules de classe I du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), et par des
récepteurs activateurs se liant a différents ligands exprimés par les cellules infectées par des
virus ou par les cellules tumorales (Smyth et al., 2002). De plus, les cellules NK répondent a
de nombreuses cytokines comme I'IL-2, 'TL-12, I'TL-15 et les interférons de type I (« et (),
qui augmentent leurs capacités lytiques, sécrétoires et prolifératives ainsi que leur potentiel
anti tumoral.

Les macrophages, autres partenaires de systéme immunité innée, sont des cellules spécia-
lisées dans la phagocytose, mais possédent également, comme les cellules NK, une capacité
cytotoxique naturelle. Des cytokines (TNF) ou d’autres agents produits par les macrophages
(NO, H202) seraient responsables de cette cytotoxicité. Au contraire, certains facteurs pré-
sents dans l’environnement tumoral peuvent altérer le phénotype des macrophages et leur
accorder une fonction pro-tumorale. Je vais discuter sur l'origine, la plasticité et les phéno-
types des macrophages dans la partie 1.3.3.2.

Le role d’autres effecteurs de 'immunité innée (éosinophiles, neutrophiles,...) a pu étre
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démontré dans des situations expérimentales trés particuliéres, néanmoins, ces cellules ne

semblent participer que modestement au contrdle de la réponse anti-tumorale.

1.1.2.2 Immunité adaptative

La réponse immune adaptative se base essentiellement sur la reconnaissance de peptides
antigéniques par les cellules T CD41 et CD8. L’identification et la caractérisation de TAA
(Tumor Associated Antigen) ont permis de mettre en évidence une réponse CTL spécifique-
ment dirigée contre ces antigénes tumoraux. Néanmoins, la réponse cellulaire T dirigée contre
la tumeur ne se limite pas & une réponse T CD8' mais aussi une réponse par les cellules T
CD47". Le role des lymphocytes T dans la réponse immune a été mis en évidence dans un
premier temps par I’équipe de Schreiber en 2001 en utilisant des souris mutées sur le sur le
géne RAG2 (Shankaran et al., 2001). L’inactivation de ce géne qui est exprimé uniquement
dans les lymphocytes et qui est nécessaire au réarrangement V(D) J des chaines du récepteur
des lymphocytes T (TCR) et du récepteur des lymphocytes B (BCR), empéche la génération
de lymphocytes B et T matures dans ces souris (Shinkai et al., 1992).

Il est bien montré que ces souris développent plus rapidement et plus fréquemment des
tumeurs induites par MCA par rapport les souris sauvages. Par la suite, de nombreuses études
ont étendu ces observations en identifiant quels lymphocytes RAG2-dépendants pouvaient
contribuer aux défenses anti tumorales. Ces travaux ont mis en avant un roéle important des
populations T dans le processus d’immunosurveillance anti tumorale.

La majorité des lymphocytes T qui sortent du thymus et circulent dans le sang entrent
dans les organes lymphoides secondaires (ganglions, lymphatiques, plaques de Peyer et rate),
expriment un TCR formé par ’association de deux chaines protéiques, « et 3, leur permet-
tant de reconnaitre des antigénes peptidiques présentés par une CPA (Cellule Présentatrice
Antigéne) dans les ganglions lymphatiques. Pour avoir un nombre suffisant de lymphocytes
T spécifiques de 'antigéne en réponse a la stimulation antigéniques, les lymphocytes doivent

étre activées et proliférer, processus appelé « Expansion Clonale », qui permet de différencier
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ces cellules en cellules effectrices.

1.1.2.2.a Les cellules T CD8" . De nombreuses études réalisées ces 20 derniéres an-
nées démontrent que les lymphocytes T CD8", aussi appelés lymphocytes T cytotoxiques
(CTL), jouent un role important dans les réponses immunitaires anti-tumorales. Les lympho-
cytes T CD8™" naifs vont continuellement de sang périphérique vers les organes lymphoides
secondaires ou leur différenciation va s’initier vers les effecteurs cytotoxiques aprés leur acti-
vation par les CPA professionnelles qui présentent des complexes CMH de classe I/peptide.
Au cours de ce processus, les CPA expriment & leur surface un ensemble de récepteurs qui
attirent les lymphocytes vers ces organes et qui leurs permettent de pénétrer dans ceux-ci.
CCRYT est le récepteur principal impliqué dans le chimiotactisme des lymphocytes T vers les
ganglions (Miyasaka and Tanaka, 2004). Il permet aux lymphocytes de répondre aux chimio-
kines CCL21 et CCL19 respectivement produites par les cellules endothéliales des vaisseaux
sanguins lymphatiques appelées HEV (High Endothelium Veinule) et par les cellules stro-
mas entourant ces structures. L’expression de CD62L sur les lymphocytes CD8' permet le
ralentissement et le roulement des lymphocytes le long de la paroi des HEV, et par la suite
leur entrée dans les ganglions lymphatiques (Miyasaka and Tanaka, 2004).

La voie d’activation des lymphocytes T CD8* anti-tumoraux par la tumeur est celle de la
présentation croisée d’antigénes tumoraux restreints par les molécules de classe I du CMH,
par le biais des cellules dendritiques, nécessitant a la fois une fonction T CD4™" et la sécrétion
de cytokine par la CPA (IL-12) et par la cellule T CD4" (profil de type Thl /sécrétion d’'TL-2,
I1-4, TL-12). Cette différenciation des cellules T CD8% en cellules CTL repose sur d’impor-
tantes modifications de leur profil d’expression génique et sur l'acquisition de différentes
fonctions importantes (Kaech et al., 2002).

Aprés leur activation par les CPA, les cellules CD8" vont exprimer les molécules néces-
saires pour exercer les fonctions cytotoxiques contre leurs cellules cibles, comme la Perforine,

les Granzymes A et B, Fas ligand (FasL), I'Interféron-y (IFN-v) ou le TNF-a.
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Suite & leur activation, les CTLs ont deux types de mécanismes de cytotoxicité : Le
premier mécanisme correspond a la voie Perforine/Granzymes qui consiste en l’exocytose
polarisée du contenu de granules cytotoxiques aboutissant & la libération de différentes pro-
téines cytolytiques (Perforine et serines protéases appartenant a la famille des Granzymes)
au niveau de la synapse immunologique. Aprés sécrétion, ces Granzymes vont étre interna-
lisés par la cellule cible et activer sa mort cellulaire programmeée par apoptose. Le second
mécanisme correspond & la voie des récepteurs & domaine de mort appartenant a la superfa-
mille du récepteur au TNF qui consiste en I'activation de récepteurs induisant un signal pro
apoptotique, au niveau de la cellule cible, suite a leur engagement par leurs ligands exprimés
par les CTLs activés. Les principaux récepteurs identifiés sont le récepteur de type I au TNF
(TNF RI /p55/CD120a), le récepteur Fas (CD95) et les récepteurs & TRAIL (TNF-Related
Apoptosis Inducing Ligand) DR4 et DR5. Leur engagement dépend respectivement du TNF,
Fas Ligand (FasL) et TRAIL (Dorothee et al., 2004).

1.1.2.2.b Les cellules T CD4*" . Historiquement, I’étude de la réponse immunitaire T
anti tumorale s’est focalisée sur la réponse lymphocytaire T CD8", premiérement par le fait
que les CTL peuvent directement détruire la tumeur, et secondairement par ’observation
que de nombreux antigénes putatifs sont issus de protéines intracellulaires, présentés dans
le contexte des molécules de classe I du CMH. Néanmoins, il est maintenant clairement
établi que la réponse T CD4" auxiliaire (TH, T Helper) joue un réle crucial dans la réponse
immune anti tumorale. En effet, les cellules TH ont un role central dans le développement
d’une réponse immunitaire en activant les effecteurs spécifiques d’antigéne et en recrutant
les cellules du systéme immunitaire inné comme les macrophages (Knutson and Disis, 2005).
Deux sous-types majeurs de cellules CD4" existent : les cellules de type THI1, TH2, et aussi
il existe deux sous-types mineurs : TH17 et les cellules T régulatrices (Figure 1.1).

Les cellules de type THI1 se caractérisent par la sécrétion d’IFN-v, d'IL-12 et de TNF-«

qui sont impliqués dans 'activation, le développement et la persistance d’une réponse CTL.



CHAPITRE 1. INTRODUCTION 9

( ———> IFN-y et IL-12: Immunité Cellulaire \

=3 |L-4 et IL-13: Immunité Humorale

m—2  |L-17: Auto-immunité

IL-10 et TGF-: Immuno régulation

FIGURE 1.1 — Les différentes sous populations des cellules T CD4 : TH1, TH2, TH17 et Treg.

Les cellules de type TH2 sont, quant & elles, caractérisées par la sécrétion d'IL-4 et IL-13
et sont impliquées dans le développement d’une réponse humorale. Un autre sous type de
T CD4%, qui se développe indépendamment des TH1 et TH2, a récemment été décrit, les
lymphocytes Th17. Ces cellules sont caractérisées principalement par la production d’IL-17A,
d’IL-17F, de TNF-« et d'IL-6 et semblent jouer un role dans de nombreuses pathologies auto-
immunes (Kryczek et al., 2008) et aussi dans le cancer. Récemment, il y a de plus en plus
des études qui montrent une corrélation avec la présence des cellules TH17 et la progression
tumorale dans les patients atteints de cancer (Kryczek et al., 2009). Un autre sous-type
de lymphocytes T CD4" qui trouve son origine dans le thymus et qui représente 5-6% des
lymphocytes T CD47" circulants fait également 1'objet d’intenses recherches ces dernicres
années. Il ’agit des lymphocytes T CD4TCD25% régulateurs (Treg) dont le role sera détaillé
plus loin.

Comme nous ’avons vu précédemment, I'activation des lymphocytes T CD8™ est via la



CHAPITRE 1. INTRODUCTION 10

présentation croisée de peptides tumoraux restreints par les molécules de classe I du CMH
par le biais des cellules dendritiques. Néanmoins, un signal d’aide délivré par les cellules T
CD4™" est crucial pour une activation compléte des cellules T CD8*. Ainsi, I'interaction entre
le complexe CMH de classe I1/peptide exprimé par la DC et le TCR de la cellule T CD4"
va permettre a la DC d’induire I'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 CDS86, 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 'activation
des cellules T CD8. De plus, Giuntoli et al. (2002); Meunier et al. (2012) ont montré une
interaction directe entre CTL-CD8™ et cellules CD4" dans un modéle in vitro. La fonction des
CTL pourrait ainsi étre augmentée par les cellules CD4" par le contact entre les molécules
de co-stimulation présentes a la surface des cellules T CD8 et les molécules de classe II
du CMH présentes a la surface des cellules T auxiliaires (Giuntoli et al., 2002; Meunier
et al., 2012). Par ailleurs, un role fondamental des cellules T CD4" dans le développement
d’une mémoire T CD8T fonctionnelle a été décrit (Bourgeois et al., 2002; Janssen et al.,
2003; Shedlock and Shen, 2003; Sun and Bevan, 2003). Selon ces travaux, il semble que
les cellules T CD8" générées en 'absence de cellules T CD4" soient incapables de générer
une réponse secondaire. En effet, les cellules T CD8' mémoires générées en présence de
cellules T CD4™" répondent par la suite normalement & une ré-stimulation antigénique et
sont capables d'une expansion secondaire, méme en l’absence d’une activité auxiliaire, alors
que les cellules T CD8' mémoires générées en absence de lymphocytes T CD4* présentent un
défaut de réponse secondaire, malgré la présence a ce moment de cellules T CD47. Le signal
d’aide délivré par les cellules T CD4™" lors de 'activation primaire des lymphocytes T CD8"
semble donc étre nécessaire pour la différenciation de cellules CD8" mémoires possédant la
capacité de développer une réponse secondaire.

Enfin, différents travaux ont permis de mettre en évidence des fonctions effectrices des

cellules T CD47. 1l a été ainsi montré que les cellules de type THI1 produisent de 'ITFN-a
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qui active la production de NO et de super oxyde par les macrophages intra tumoraux,
qui eux-mémes exercent une activité anti tumorale. De plus, les macrophages peuvent étre
directement impliqués dans le rejet de tumeurs induit par la sécrétion d’IL-12 provenant des
cellules TH1 (Tsung et al., 2002). De méme, les cellules de type TH2 sont capables de recruter
et d’activer des éosinophiles capables de produire des facteurs anti tumoraux (Hung et al.,
1998). Par ailleurs, les cellules TH1 possédent une activité anti tumorale in vivo dépendante
de leur activité anti-angiogénique, en relation avec certaines cytokines qu’elles produisent,
en particulier I'IFN-v, et son récepteurs exprimé par les cellules non-hématopoiétiques du
stroma tumoral (Qin and Blankenstein, 2000).

En résumé, les cellules T CD4" jouent un réle fondamental pour I'initiation et le maintien
d’une réponse T CDS8" fonctionnelle. De plus, ces cellules dites auxiliaires sont capables
d’exercer une activité cytotoxique propre, soit indirectement en recrutant des macrophages
et des éosinophiles, soit en inhibant la néo-angiogenése tumorale, soit en exercant une activité

lytique directe vis a vis des cellules tumorales CMH-IIT (Quezada et al., 2010).

1.1.3 Meécanismes de cytotoxicité des cellules immunitaires

Apreés l'activation des CTLs et des cellules NK, ces cellules vont entrer dans une phase
effectrice qui va leur permettre de lyser spécifiquement leurs cellules cibles. Pour ce faire,
deux types de mécanismes sont & la disposition de ces cellules tueuses : La voie intrinseque

et la voie extrinséque.

1.1.3.1 La voie Perforine/ Granzymes

La voie Perforine/Granzymes est basée sur I’exocytose polarisée du contenu de granules
cytotoxiques par les cellules tueuses (CTL et ainsi que les cellules NK—Figure 1.2). Ces

granules lytiques sont des lysosomes sécrétoires spécialisés contenant différentes protéines
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impliquées dans la mort par apoptose de la cellule cible (Pipkin and Lieberman, 2007; Lie-
berman, 2003). Un des constituants essentiels de ces granules est la Perforine. Présentant
une analogie de structure avec la protéine C9 du complément, la Perforine est caractérisée
par sa capacité a former des pores par multimérisation dans les membranes cellulaires de
maniére Ca2* dépendante (Tschopp and Nabholz, 1990) et permet ainsi I'internalisation
passive des autres constituants des granules dans la cellule cible (Young et al., 1987). Les
autres constituants essentiels de ces granules sont les Granzymes (pour Granule Enzyme)
qui représentent une famille de sérine protéases. L’activation des granzymes est via un cli-
vage protéolytique induit par la Cathepsine C. Par ailleurs, le pH acide des granules inhibe
Pactivité des Granzymes ainsi que celle de la Perforine. Chez I’homme et la souris, les deux
types de Granzymes les plus abondants et les plus étudiés sont les Granzymes A avec une
activité tryptase et B avec une spécificité de substrat trés similaire a celle des caspases et
clive aprés un résidu d’acide aspartique (Barry and Bleackley, 2002).

Aprés engagement du TCR, la réorganisation du cytosquelette de la cellule CD8" permet
d’orienter les granules vers la cellule cible avant I'exocytose dépendante du calcium. Toujours
en présence de calcium, les molécules de perforine s’assemblent pour former des pores dans la
membrane plasmique de la cellule cible, permettant le passage des granzymes et I'induction

de l'apoptose (Trapani et al., 1998; Law et al., 2010).

1.1.3.2 La voie des récepteurs a domaine de mort

Le deuxiéme mécanisme correspond a la voie des récepteurs a domaine de mort qui
appartiennent a la superfamille du récepteur au TNFE. Cette voie consiste en ’activation de
récepteurs induisant un signal pro-apoptotique, dans la cellule cible, suite a leur engagement
par leurs ligands exprimés par les CTL activées. Les principaux récepteurs identifiés sont le
récepteur de type I au TNF (TNF-RI), le récepteur Fas (CD95) et les récepteurs & TRAIL,
DR4 et DR5. Leur engagement dépend respectivement du TNF, Fasl, et TRAIL.
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FIGURE 1.2 — Voies de cytotoxicité des CTL : La voie des récepteurs de mort (Fas, TNFRI,
DR4, DR5) et I'exocytose du contenu de granules cytotoxiques (perforine, granzymes).

1.1.3.3 La voie TNF/TNF-R

Le facteur de nécrose tumorale (TNF, Tumor Necrosis Factor) est une cytokine dotée
de propriétés pléiotropies, principalement produite par les macrophages et les lymphocytes
T activés. Il a été initialement démontré que le TNF-a (TNF-alpha) était capable d’in-
duire une nécrose hémorragique de tumeurs transplantées chez la souris, d’ott son nom (Old
et al., 1988). Le TNF-« est d'une part exprimé sous forme d’une protéine transmembra-
naire de type II assemblée en homotrimeére (Tang et al., 1996) et d’autre part sous forme
soluble résultant du clivage de la forme membranaire du TNF-a par une métalloprotéase
appelée TACE (TNF Alpha Converting Enzyme) (Black et al., 1997). Chez 'Homme, deux
récepteurs membranaires distincts pour le TNF ont été identifiés : le récepteur de type I
(TNF-RI/p55/CD120a) et le récepteur de type II (TNF-RII/p75/CD120b) ; qui ont des do-
maines intracellulaires distincts (Tartaglia et al., 1993). D’autre part, TNF-RI est exprimé
constitutivement et semble, dans la majorité des cas, initier la plupart des fonctions biolo-
giques du TNF, notamment son activité cytotoxique. En revanche, l'expression de TNF-RII

est inductible et aurait plutét un role de régulation de la prolifération notamment au niveau



CHAPITRE 1. INTRODUCTION 14

des cellules du systéme immunitaire.

Il a été montré que les récepteurs au TNF étaient exprimés a la surface cellulaire sous
forme d’homotrimeéres pré-associés en I'absence de ligand(Chan et al., 2000). En effet, TNF-
RI possede d’une part la capacité d’induire un signal apoptotique et d’autre part d’induire les
voies JNK et NFxB. Le signal apoptotique induit par TNF-RI va passer par le recrutement,
via une protéine adaptatrice, TRADD (TNF Receptor Associated Death Domain), de la
protéine FADD puis de la procaspase-8. La voie de signalisation de TNF-RI semble ensuite
suivre une cascade moléculaire trés similaire a celle décrite précédemment pour Fas. D’autre
part, la molécule TRADD va étre capable de recruter la protéine adaptatrice TRAF2 et
la kinase RIP (Hsu et al., 1996) qui vont permettre 'activation des voies NFxB et JNK
(Kelliher et al., 1998; Liu et al., 1996; Yeh et al., 1997). En résumé, il existe une compétition
et une interdépendance trés complexe au niveau des différentes voies induites par le TNF,

qui sont sans doute le reflet de la pléiotropie exceptionnelle de cette cytokine.

1.1.3.4 La voie TRAIL/TRAIL-Rs

La molécule TRAIL (Apo2L/Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis Inducing Ligand)
a été clonée en vertu de son homologie de séquence avec d’autres membres de la famille du
TNF notamment Fasl, (Wiley et al., 1995). TRAIL est exprimé par de nombreux tissus et
lignées cellulaires et a été impliquée dans l'activité anti tumorale de plusieurs populations
lymphocytaires T et NK (Smyth et al., 2003). Apo2L est une protéine transmembranaire de
type II et son domaine extracellulaire peut étre clivé sous 'action de cystéine-protéases et
générer une forme soluble (Mariani and Krammer, 1998) notamment au niveau des monocytes
et des neutrophiles (Tecchio et al., 2004). Comme la plupart des autres membres de la famille
du TNF, TRAIL forme des homotrimeéres qui se lient & des triméres de récepteurs.

D’autre part, la complexité du systéme de récepteur de la voie TRAIL est sans pré-
cédent dans la famille des récepteurs au TNF (Kimberley and Screaton, 2004; LeBlanc
and Ashkenazi, 2003). En effet, cinq récepteurs & TRAIL ont été identifiés chez I’homme :
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TRAIL-R1 (DR4/APO-2), TRAIL-R2 (DR5/KILLER), TRAIL-R3 (DcR1/TRID), TRAIL-
R4 (DcR2/TRUNDD) et l'ostéoprotégérine (OPG). Les récepteurs DR4 et DR5 sont deux
récepteurs capables d’induire ’apoptose de la cellule cible. Les trois autres récepteurs sont
en revanche incapables d’induire un signal apoptotique et sont qualifiés de “récepteurs leur-
res” (Dc : Decoy Receptor). L’engagement des récepteurs pro-apoptotiques DR4 et DR5 par
la molécule TRAIL va induire un signal de mort trés similaire a celui observé pour la voie
Fas. En effet, la protéine FADD va étre recrutée au niveau du DISC de DR4 et DR5 par une
interaction entre domaine de mort homologue et permettre le recrutement de la procaspase-8
(Bodmer et al., 2000; Sprick et al., 2000). Ce recrutement va alors permettre I'activation de la
procaspase-8 par auto- et trans protéolyse, initiant le programme apoptotique et I'activation

de la voie des caspases ou de la voie mitochondriale (LeBlanc and Ashkenazi, 2003).

1.1.3.5 La voie de Fas / FasL

La voie impliquant le récepteur Fas (APO-1 ou CD95) a été sans aucun doute la plus
étudiée (Chaigne-Delalande et al., 2008) comme voie de cytotoxicité exercée par les CTL et

NK. J’aborderai ce sujet plus en profondeur dans le chapitre suivant.
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1.2 La voie de signalisation de Fas/ FasL dans le systéme

Immunitaire

1.2.1 Structure biologique de Fas et FasL

Le récepteur Fas est une glycoprotéine transmembranaire de type I de 317 acides ami-
nés qui comporte trois domaines extracellulaires riches en cystéines (CRDs, cysteine-rich
domains). CRD2 et CRD3, les deux CRD de Fas les plus proches de la membrane, sont né-
cessaires pour la fixation du ligand, FasL (Orlinick et al., 1997; Starling et al., 1997). Fas, est
trimérique et cette forme préexiste a la surface cellulaire en absence de ligand (Chan et al.,
2000). En effet, ces deux récepteurs possédent dans leur région extracellulaire une séquence
PLAD (preligand assembly domain) qui permet de trimériser, par des liaisons homophiliques,
le récepteur au repos. Ce domaine PLAD est localisé au niveau du CRD1 (Siegel et al., 2000)
et est essentiel pour la liaison de FasL ainsi que pour la transduction du signal apoptotique
(Figure 1.3).

Le domaine extracellulaire de FasL comporte des sites de liaison a Fas, des sites de
glycosylation et un site, conservé par tous les membres de la famille du TNF, permettant
son homo-trimérisation (Figure 1.3). Le domaine intra-cytoplasmique régule négativement
I’expression de FasL a la membrane plasmique et participe a l'activité cytotoxique de FasL.
Ce domaine intra-cytoplasmique peut également induire des signaux de co-stimulation au
TCR (Jodo et al., 2005; Orlinick et al., 1997; Sun et al., 2006a; Xiao et al., 2004). Par ailleurs,
il a été reporté quun hexameére de FasL (c’est-a-dire deux trimeéres adjacents de FasL) est le
complexe minimum requis pour induire efficacement un signal de mort (Holler et al., 2003).

La partie intracellulaire qui s’appelle « death domain » (DD) ou « domaine de mort
», est caractéristique des récepteurs de la superfamille du TNFR. Le DD de Fas est une
structure comprenant 6 hélices o amphipathiques et antiparalléles ne possédant aucune ac-

tivité enzymatique propre. Lors de l'activation de Fas, le DD permet le recrutement, par
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FIGURE 1.3 — Structures de Fas (en haut) et Fasl. (en bas). CRD : Domaine Riche en

Cystéine, PRD : Domaine Riche en Proline, TM : Transmembranaire, THD : TNF Homology
Domain.

liaison hémophilique, de la protéine adaptatrice FADD (Fas-associated protein with death
domain) qui posséde une structure homologue DD. L’engagement de FADD avec pro-caspase
8 enclenche la machinerie d’apoptose (Siegel et al., 2000). Le ligand de Fas, FasL (CD95L),
est quant a lui une protéine transmembranaire de type II présente sous deux formes : une
forme membranaire et une forme soluble résultant du clivage de la forme membranaire par
des métalloprotéases (Kayagaki et al., 1995). L’induction de I'apoptose induite par FasL est
attribuée principalement a la forme membranaire (Schneider et al., 1998). FasL est consti-
tué d’'un domaine transmembranaire et d'un domaine permettant son homotrimérisation,

conservé par tous les membres de la famille du TNF (Orlinick et al., 1997).

1.2.2 Expression

Fas est exprimé de maniére ubiquitaire, mais dans certaines conditions son expression
peut étre augmentée physiologiquement. Par exemple, I'expression de Fas a la surface des

lymphocytes T est augmentée aprés leur activation. Fas est également surexprimé a la surface
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de lymphocytes infectés par des virus tels que le virus de la leucémie T humaine (HTLV-1),
le virus de I'immunodéficience humaine (VIH-1) ou le virus d’Epstein-Barr (EBV) (Debatin
et al., 1994). L'IFN-vy ou des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et I'IL-17
peuvent aussi augmenter ou induire I'expression de Fas a la surface cellulaire (Liang, 2010).
Par exemple, les progéniteurs hématopoiétiques immatures humains possédant le marqueur
cellulaire CD34, expriment trés faiblement Fas, mais cette expression augmente graduelle-
ment au cours de la différenciation.

FasL, contrairement & son récepteur, sa distribution tissulaire est trés limitée. Il est
exprimé de maniére prédominante a la surface des cellules T activées et des cellules NK
activées (Mabrouk et al., 2008; Krammer, 2000; Nagata, 1997). L’expression de novo de
FasL est induite lors de 'activation des lymphocytes T de fagon antigéne spécifique ou non-
spécifique. Donc, FasL est impliqué dans la régulation de la réponse immunitaire par un
processus nommé AICD (Activated Induced Cell Death). AICD consiste a l'induction de la
mort des cellules T activées pour donner la fin a leur réponse contre les pathogénes. Par
exemple, les macrophages ou les cellules dendritiques infectés par le virus, sur-expriment
FasL, ce qui pourrait étre la cause de I’élimination des lymphocytes T CD4" dans la maladie
(Badley et al., 1996; Raftery et al., 2001).

En fin, FasL peut étre exprimé sous la forme soluble suite au clivage de la forme mem-
branaire par les métalloprotéases (MMPs). Dans différents systémes cellulaires, les MMPs
facilitent la libération des sFasL et diminuent ainsi la quantité de FasL. membranaire dispo-
nible. FasL: soluble peut toujours lier a son récepteur, Fas. Mais les études ont montré que
FasL membranaire tue les cellules cibles Fas positives plus efficacement par rapport la forme
soluble (Tanaka et al., 1998; Schneider et al., 1998). Une étude récente a utilisé deux lignées
de souris, une avec la délétion ciblée de FasL. membranaire et ’autre avec la délétion ciblée
de la forme soluble de FasL. Les souris sFasl KO produisent de Fasl. membranaire qui ne
peut pas étre clivé par les métalloprotéases et les souris mFasl KO n’ont pas de la forme

membranaire mais elles produisent la forme soluble. Leurs résultats indiquent que seulement
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la forme membranaire est essentielle pour 'activité cytotoxique des cellules alors que sFasL
a principalement des fonctions non-apoptotiques. Ainsi, un excés de sFasL (en l’absence de
mFasL) favorise I'auto-immunité et la tumorigenése (O'Reilly et al., 2009).

On retrouve également FasL. de fagon constitutive au niveau de sites dits « immuno-
privilégiés », tels que les yeux et les testicules (Stuart et al., 1997), le cerveau et le placenta,
ou la réponse inflammatoire doit étre physiologiquement trés étroitement contrélée. De plus,
FasL a été détecté a la surface de cellules tumorales. Dans ce contexte, il participerait a
I’échappement de la tumeur au systéme immunitaire en induisant l'apoptose des lymphocytes
T cytotoxiques via Fas. Il n’existe cependant pas d’études claires démontrant I'importance

de ce modeéle de « contre-attaque Fas » in vivo (Restifo, 2000; Igney and Krammer, 2002).

1.2.3 La voie de signalisation d’apoptose par Fas/FasL

Le processus d’apoptose aboutit a l'activation des caspases, une famille de protéases
a cystéine aspartate-spécifique, qui clivent les protéines essentielles cellulaires. L’activation
des caspases peut étre atteinte par deux voies de signalisation apoptotiques distinctes mais
convergentes, la voie extrinséque et la voie intrinséque.

L’induction de l'apoptose par la voie Fas/FasL s’effectue en plusieurs étapes successives
qui ont été étudiées par plusieurs équipes comme I’équipe du Dr. Marcus E. Peter (Algeciras-
Schimnich et al., 2002). Dans un premier temps, la stimulation de FasL conduit & la forma-
tion rapide de micro agrégats du récepteur. Dans un second temps, la protéine adaptatrice
FADD (Fas-Associated Death Domain) est recrutée via une interaction homotypique entre
le domaine de mort de Fas et un domaine de mort homologue situé¢ au niveau de la partie
C-terminale de FADD (Chinnaiyan et al., 1995). De plus, FADD contient dans sa partie N-
terminale un second domaine appelé « domaine effecteur de mort » (DED : Death Effector
Domain) d’environ 80 acides aminés. Le DED de FADD, en interagissant avec les deux DED
présents dans le prodomaine des procaspases initiatrices -8 ou -10, permet le recrutement de

ces procaspases initiatrices (Boldin et al., 1996; Kischkel et al., 2001; Tibbetts et al., 2003).
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Le complexe multi protéique ainsi formé est appelé « complexe de signalisation induisant la
mort » ou DISC (Death Inducing Signaling Complex), qui, comme son nom l'indique, initie
le signal de mort (Figure 1.4).

La formation du DISC est un processus actif impliquant une réorganisation des microfi-
laments d’actine (Algeciras-Schimnich et al., 2002). L’étape suivante, plus tardive, consiste
en la formation d’agrégats plus importants (le « clustering » de Fas). L’interaction de Fas
avec son ligand n’est pas suffisante pour induire son « clustering ». Ce phénoméne est un
processus actif qui dépend des caspases initiatrices pré-activées par le DISC, en particulier
la caspase-8 (Algeciras-Schimnich et al., 2002). Ce rapprochement et la forte concentration
locale en procaspase-8 (p55/ph3) au niveau du DISC permettent son activation par clivage
auto- et trans-protéolytique. En fonction de I’étendue de la formation du DISC, deux princi-
paux types de signalisation de Fas ont été décrits permettant de distinguer les cellules dites
de “type I” comme les thymocytes, des cellules dites de “type II” comme les hépatocytes
(Barnhart et al., 2003; Scaffidi et al., 1998; Hao and Mak, 2010).

Dans les cellules de “type I”, 'engagement de Fas conduit & la formation efficace du DISC
qui induit 'activation en importante quantité de la caspase 8 qui va permettre l'activation
directe des pro-caspases effectrices, notamment de la procaspase-3 qui va elle-méme induire
I’apoptose de la cellule cible en clivant ses différents substrats de mort. En revanche, dans
les cellules de “type II”, la formation du DISC est faible et conduit a une faible quantité de
caspase-8 activée qui ne permet pas une activation directe de la procaspase-3 et nécessite une
boucle d’amplification passant par la mitochondrie. Cette activation de la voie mitochondriale
est initiée par le clivage de Bid en tBid par la caspase-8 qui va alors migrer au niveau de la
membrane mitochondriale externe, et en coopération avec Bax et Bak, induire la libération
des différents facteurs apoptogéniques de la mitochondrie. Ainsi, les cellules de type II,
contrairement aux cellules de “type I”, sont sensibles a la surexpression des membres anti-
apoptotiques de la famille Bel-2 tels que Bel-2 lui-méme et Bel-XL (Scaffidi et al., 1999).

Le cytochrome c libéré de la mitochondrie forme I’apoptosome en coopération avec Apaf-1
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et du dATP pour induire I'activation de la procapase-9 qui, par la suite, active la caspase-
3. Les autres facteurs libérés par la mitochondrie notamment Smac/Diablo et HtrA2/Omi
participent aussi indirectement a ’activation de la caspase-3 en inhibant les IAPs, inhibiteurs
de lactivité des caspases effectrices (Wei et al., 2008). Enfin, les facteurs AIF et EndoG sont
aussi libérées et participent a ’apoptose de la cellule cible.

D’autre part, le DISC de Fas permet aussi le recrutement d’autres protéines, notamment
la protéine FLIP (FLICE or Caspase 8 Inhibitory Protein) qui inhibe I'activation de la
procaspase-8 (Shu et al., 1997). Yeh et al. (2000) ont générés des souris c-FLIP déficientes
et ils ont montré un double réle de cette molécule. Premiérement, ils ont montré que les
embryons ¢-FLIP~/~, avec un phénotype trés similaire des souris CASP8~/~ et FADD~/~,
ne peuvent pas survivre au dela de 10éme jour d’embryogénése. Donc, C-FLIP coopére
avec FADD et caspase-8 au cours du développement embryonique. Pourtant, les fibroblastes
embryonnaires de ces souris c-FLIP~/~, au contraire des souris CASP8~/~ et FADD~/~, sont
trés sensibles a la voie d’apoptose induite par Fas/FasL, ce qui suggére un role cytoprotection

de C-FLIP contre I'apoptose induite par la voie Fas/FasL.

1.2.4 Roles physiologique de la signalisation de la voie Fas et FasL

1.2.4.1 Role de Fas/FasL dans la tolérance périphérique et ’homéostasie des

cellules immunes.

L’importance de la voie de signalisation Fas/FasL dans le controle de systéme immunitaire
a été mise en valeur aprés avoir découvert que les alléles Ipr et gld codent pour les génes Fas et
Fasl respectivement. En effet, Les mutations murines, lpr (lymphoprolifération) et gld (syn-
drome lymphoprolifératif généralisée), sont des mutations récessives naturelles (Cohen and
Eisenberg, 1991). Les souris qui portent ces alléles Ipr et gld, & I’état homozygote, (Fas™®"/'P"
et Fasl9'4/9'4 ) (Watanabe-Fukunaga et al., 1992; Takahashi et al., 1994) développent une lym-

phadénopathie et une splénomégalie en accumulant une population inhabituelle des cellules
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T (Thy-1*CD4-CD8 CD3%B220%), avec des manifestations auto-immunes (Rieux-Laucat
et al., 1995; Fisher et al., 1995).

Chez 'homme, un défaut dans la voie de signalisation Fas/ FasL conduit au syndrome
ALPS (Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome), caractérisé par une lymphoprolifé-
ration et une accumulation des cellules Thy-1TCD4~CD8 CD317B220". 70% des patients
atteints d’ALPS ont une mutation germinale sur le géne Fas a ’état hétérozygote. D’autres
mutations comme des mutations germinales sur CASP10 ou FASL peuvent conduire égale-
ment & ALPS (Madkaikar et al., 2011).

L’identification des génes Fas et FasLi a conduit a la génération des souris Knock Out.
Adachi et al. (1993) ont généré les souris Fas KO qui sont caractérisées par le développement
d’une lymphadénopathie et une splénomégalie beaucoup plus prononcée par rapport les souris
porteuses de la mutation « Leaky- Ipr ». De plus, Wu et al. (1993) ont montré lorsque
Fas est exprimé par les lymphocytes de souris lpr, en tant qu’'un transgéne, le phénotype
lymphoprolifératif disparait (Wu et al., 1993), confirmant que Fas joue un rdle dans la mort
cellulaire programmeée des lymphocytes T. Par la suite, les souris Fasl KO ont été générées.
Le phénotype de ces souris est similaire avec celui des souris Fas KO, ce qui confirme que
contrairement aux autres membres de la famille TNF, FasL est la ligand exclusif de Fas. Ces
souris développent une splénomégalie et une lymphadénopathie associées a une production
d’auto-anticorps et l'infiltration fréquente des lymphocytes dans la foie, les glandes salivaires
et le rein. Ce phénotype conduit a la mort prématurée de ces souris. De plus, les auteurs ont
montré que 'alléle gld a conservé une faible activité pour le récepteur Fas, suggérant que
allele gld est également "leaky" (Karray et al., 2004).

Par la suite, pour mieux caractériser les bases cellulaire de ce phénotype, les génes Fus et
Fasl sont invalidés de fagon conditionnelle (systéme Cre-LoxP) sur les cellules T et B. Hao
et al. (2004) ont développé des souris Fas déficientes dans les cellules T et B. Ils ont montré

que la Perte de Fas sur les cellules B, T ainsi que les cellules présentatrices d’antigéne, a



CHAPITRE 1. INTRODUCTION 24

entrainé une lymphadénopathie, une hyper gamma globulinémie et la production d’auto-
anticorps (Hao et al., 2004, 2008). Toutes ces anomalies développées chez ces animaux, sont
dans une mesure, considérablement plus modérées par rapport aux animaux ayant le géne
Fas invalidé dans tous les tissus.

De facon trés intéressante, Stranges et al. (2007) ont montré que la perte de Fas sur
les cellules dendritiques suscite aussi certaines caractéristiques de I'auto immunité tels que
I’hyperplasie lymphoide et la production d’auto-anticorps.

Mabrouk et al. (2008) ont généré les souris ayant le géne Fasl spécifiquement invalidé
dans les cellules T et B et les cellules myéloides. Ils ont montré que 'homéostasie des cellules
T, B et les cellules présentatrice d’antigénes, DC, est dépendante de la voie Fas/FasL. En
effet, invalidation de Fasl dans les cellules T, T-Fasl~/~, conduit & une accumulation des
cellules B et DC, ce qui souligne I'importance de ’expression de FasLi par les cellules T
pour éliminer les cellules CPA auto réactives afin de prévenir les maladies auto-immunes
(Mabrouk et al., 2008). Par ailleurs, ils ont montré que la délétion de Fasl sur les cellules

myéloides ne conduit pas a des manifestations auto-immunes.

1.2.4.2 Role de voie Fas/FasL dans la cytotoxicité par les cellules T et NK.

Les lymphocytes cytotoxiques, CD8" et aussi une partie des lymphocytes CD4" ex-
priment FasL a leur surface. La voie Fas/FasL, en paralléle de la voie intrinséque, est respon-
sable de I'activité cytotoxique par les cellules T et les NK. Bien que FasLi normalement est
impliqué dans I’élimination des cellules infectées par virus ou les cellules en excés, une aug-
mentation anormale de Fasl. peut conduire aux certaines probléme immunopathologiques.
Par exemple, il a été montré que la maladie GvH (Graft-versus-Host) peut étre empéchée
par un traitement avec 'anticorps neutralisant de FasL et TNF-«a (Hattori et al., 1998). Par
ailleurs, FasL a un role indispensable pour induire I’apoptose dans les progéniteurs hémato-

poiétiques au cours de U'infection CMV (cytomégalovirus) (Mori et al., 1997).
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1.2.4.3 Les roles non-apoptotiques de la voie Fas/FasL.

En plus de role majeur de voie Fas/FasL dans I’apoptose, leurs fonctions non-apoptotiques
ne sont pas négligeables. Par exemple, Il a été montré que la délétion de Fas sur les cellules
T provoque aussi une lymphopénie chez les souris (Hao et al., 2004), ce qui souligne le rdle
de Fas dans la survie et la prolifération des cellules T.

L’activité non-apoptotique de la voie Fas/FasL se passe par certains composants de DISC,
comme FADD, Caspase-8 et c-FLIP. Ce fut d’abord découvert quand 1’équipe de Winoto a
montré que chez les souris déficientes en FADD, non seulement la voie d’apoptose via FasL
est bloquée, mais aussi I'activation et la prolifération des cellules T sont perturbées (Zhang
et al., 1998). Les études sur les souris portant les délétions ciblées de Caspase-8, ont montré
que Caspase-8 est aussi essentiel pour les activités non-apoptotiques observées (Kang et al.,
2004).

Le role pro-inflammatoire de FasLi est moins connu et semble 1lié & un pouvoir chimio-
attractant de FasL, impliquées dans la réponse inflammatoire comme les polynucléaires neu-
trophiles (Seino et al., 1998). Pourtant le/les mécanismes moléculaires qui induit I'inflamma-
tion par FasL reste inconnu. Letellier et al. ont montré que la voie Fas/FasL est impliquée
dans le recrutement des cellules myéloides vers le site d’inflammation via la voie de signa-
lisation kinase SyK . En effet, Ils ont montré que lors d’une lésion dans le systéme nerveux
central, l'expression de FasL sur les cellules myé¢loides est augmentée. Cette augmentation
conduit a une activation de la voie PISK-AKT et une augmentation de la production des
cytokines pro-inflammatoire, ce qui entraine une meilleure récupération aprés blessure (Le-
tellier et al., 2010).

La voie Fas/FasL a des activités non-apoptotiques, non seulement sur les cellules du sys-
téme immunitaire, mais sur d’autres types cellulaire. Fas est trés fortement exprimé constitu-
tivement dans les cellules du foie (hépatocytes). En effet I'anticorps anti-CD95 (Jo2) provoque

une apoptose massive des cellules du foie, donc Fas est important pour induire ’apoptose
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des hépatocytes. Cependant, Fas est impliqué dans la régénération de foie aprés 1'hépatec-
tomie partielle (Desbarats and Newell, 2000). En effet, 'injection de l'anticorps Jo2 aux
souris partiellement hépatectomisés accélére effectivement la régénération du foie. En plus,
la caspase-8 (Ben Moshe et al., 2007) et FADD (Schuchmann et al., 2005) sont également
nécessaires pour la régénération du foie. Les dommages au foie sont associés a ’activation
des voies de signalisation anti-apoptotiques (Akt, STAT3 et NFxB) qui protégent contre la
mort cellulaire induite par Fas et peuvent donc aider a changer des signaux Fas a commuta-
tion principalement de pro-apoptotique & non apoptotique. Il existe différentes explications
pour cette commutation entre la signalisation pro-apoptotique ou non-apoptotique de la
voie Fas/Fasl, par exemple le role de c-FLIP ou les modifications post-traductionnelles de
Fas. En conclusion, il est important de bien connaitre les composants qui relient cette voie
aux voies non-apoptotiques, parce que ceux-ci peuvent fournir de nouvelles cibles pour trai-
ter des maladies tels que le cancer ou les maladies inflammatoires, pour lesquels 'activité

non-apoptotique de Fas/FasL semble étre essentielle.

1.2.4.4 Fas/FasL et la tumeur.

L’expression de FaslLi a été observée dans différents types tumoraux, comme des carci-
nomes colorectaux (O’Connell et al., 1996), hépatocellulaires (Strand et al., 1996), ou des
mélanomes (Hahne et al., 1996). Le role de cette expression est controversé. Certaines études
ont montré que cette expression pourrait induire le recrutement des polynucléaire et une ré-
ponse anti tumorale (Maher et al., 2002). D’autres études montrent que FasL, par différents
mécanismes, aide les cellules tumorales & échapper de systéme immunitaire. Ces stratégies
permettent la délétion des lymphocytes T spécifiques de la tumeur, conduisant & un état dit
de “tolérance périphérique”. Le premier de ces mécanismes, et le plus fréquemment décrit,
repose sur l'expression par les cellules tumorales de FasL et est plus connu sous le nom de

“modeéle de contre-attaque”. Selon ce modeéle, de nombreuses tumeurs exprimeraient FasL
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dont des lymphomes, des mélanomes, des carcinomes hépatocellulaires, gastriques ou pul-
monaires, et seraient capables d’induire ’apoptose des lymphocytes infiltrant la tumeur, via
le récepteur Fas qu’ils expriment suite & leur activation (Igney and Krammer, 2005). De
plus, il a été reporté que des cellules de mélanomes sécrétaient des microvésicules exprimant
FasL et capables d’induire 'apoptose de cellules Jurkat (Andreola et al., 2002). Néanmoins,
ce modeéle de contre-attaque est sujet & une trés importante controverse suite & de nom-
breux travaux contradictoires faisant douter de la relevance in vivo de ce modéle (Igney and
Krammer, 2005). De plus, de nombreuses études réalisées avec des anticorps anti-FasL non
spécifiques sont & interpréter avec beaucoup de précautions.

Le second mécanisme pouvant induire la délétion des lymphocytes T anti tumoraux par
la tumeur, repose sur le phénoméne de mort cellulaire induite par I'activation ou AICD.
En effet, suite & leur activation, les cellules expriment fortement FasL pouvant ainsi induire
leur propre mort (Suicide) ou la mort des cellules T environnantes (Fratricide) (Khong
and Restifo, 2002; Molldrem et al., 2003; Prado-Garcia et al., 2012). Il semble donc que
la stimulation chronique des lymphocytes T anti tumoraux par les cellules tumorales, sur-
exprimant de surcroit les TAA, puisse aboutir a la délétion de ces effecteurs par AICD. Un
exemple clair de ce phénomeéne a été montré, chez des patients atteints de leucémie myéloide
chronique, une délétion sélective de CTL de haute avidité spécifiques d’antigéne tumoral
induite par la tumeur par le phénoméne d’AICD (Molldrem et al., 2003). Dans le chapitre
suivant, je vais détailler le concept d’échappement et les différents mécanismes responsables

dans ce phénoméne.
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1.3 Echappement des cancers aux réponses immunitaires

1.3.1 Théorie de I’« immunoediting »

La théorie de 'immunoediting des cancers, a été émise par Schreiber et ses collaborateurs
dans le but d’expliquer le dynamisme qui existe entre le systéme immunitaire et le systéme
tumoral, en soulignant le fait que le phénotype immunogéne d’'une tumeur est constam-
ment fagonné par les contraintes immunologiques environnantes, méme aprés l’émergence
de variantes résistants (Dunn et al., 2002; Khong and Restifo, 2002). En effet, le systéme
immunitaire, & ses dépens, fagonne la tumeur génétiquement instable et notamment les mé-
tastases. Cette hypothése suggere trois phases distinctes dans I’évolution d’une tumeur : une

phase d’élimination, une phase d’équilibre et une phase d’échappement (Figure 1.5).

1.3.1.1 La phase d’élimination

Théoriquement, la phase d’élimination correspond au concept d’immuno surveillance anti
tumorale proprement dit, selon lequel les cellules néoplasiques nouvellement formées ou en-
core les cellules cancéreuses qui ont réussi a se disséminer dans d’autres sites, sont systéma-
tiquement détruites par le systéme immunitaire. Celui-ci agit ainsi comme un suppresseur de
tumeur extrinseque protégeant les hotes immunocompétents du développement de néoplasie

et de la formation de métastases.

1.3.1.2 La phase d’équilibre

La seconde phase, qui peut étre relativement longue, correspond a un équilibre dynamique
entre les effecteurs immuns et les variantes tumorales ayant survécu a la phase d’élimination.
En effet, les cellules effectrices exercent une pression de sélection suffisante pour contenir la
croissance d’une tumeur cliniquement indétectable, mais néanmoins insuffisante pour 1’éradi-
cation totale de cellules tumorales génétiquement instables. Pendant cette phase, la tumeur

est ainsi maintenue dans un état d’équilibre entre I’élimination et I’échappement. C’est aussi
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au cours de cette phase que les contraintes exercées par le systéme immunitaire sculptent
constamment le phénotype immunogéne d’une tumeur. La preuve expérimentale de la phase
d’équilibre a été rapportée par I’équipe de Robert Schreiber qui a injecté aux souris du mé-
thylcholantréne (MCA), un puissant carcinogéne conduisant au développement de sarcomes
dans 20% des animaux (Koebel et al., 2007). Pour les animaux restants ne présentant pas de
tumeur décelable, la déplétion des lymphocytes T CD41 ou CD8" ou encore I’administration
d’anticorps bloquant I'IFN-v ou I'IL-12, cytokines impliquées entre autre dans I'immunité
adaptative, induit le développement de tumeurs. En revanche, la déplétion en cellules NK ne
montre aucun effet (Koebel et al., 2007). Ces résultats suggerent que les cellules cancéreuses
sont bien présentes, leur développement étant bloqué par le systéme immunitaire et plus
particuliérement par 'immunité adaptative. Ces résultats ont été confirmés dans des souris
ayant un déficit de I'immunité adaptative (invalidées pour Rag-1 ou -2) qui développent
pour une majorité d’entre elles des sarcomes. Ces résultats mettent ’accent sur le role des
cellules T et de 'lFN-v dans cette phase d’équilibre dans ce modéle de sarcome induit par
le carcinogéne MCA (Aguirre-Ghiso, 2007).

Dans cette phase, une étude a été identifiée la présence de micro-masses tumorales de
quelques millimétres aux sites d’injection du carcinogéne chez les souris immunocompétentes
dans un état d’équilibre puisque leur volume reste stable pendant des mois. Dans un modéle
des souris transgéniques pour ’expression d’oncogene RET humain et d’un antigéne chimere
homme /souris de CMH (AAD), Eyles et al. (2010) ont montré que la déplétion des lym-
phocytes T CD8 T accélére considérablement le prolongement de lésions métastatiques a des
organes viscéraux, ce qui indique que le systéme immunitaire était une barriére importante
contre la diffusion des cellules tumorales pour établir des métastases. De facon intéressante,
il semble que ces cellules T CD8' n’éliminent pas les cellules tumorales par cytotoxicité,
mais, en produisant d’IFN-v inhibent leur prolifération et leur dissémination (Eyles et al.,

2010).
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1.3.1.3 La phase d’échappement

La troisieme phase est dite d’échappement. Au cours de cette phase, les variantes tumo-
rales résistantes sélectionnées durant la phase d’équilibre vont pouvoir croitre dans un envi-
ronnement immunologiquement intact. Cette breche dans le systéme immunitaire se produit
sans doute lorsque les changements génétiques et épigénétiques ont conféré & ces variantes
tumorales une certaine résistance, suffisante, pour échapper a la détection et & 1’élimina-
tion. Une conséquence importante de ce concept d’immunoediting est I'immunorésistance
intrinseque de la plupart des tumeurs se développant chez un individu immunocompétent
en particulier des métastases. Les seules tumeurs parvenant a se développer et devenant dé-
tectables cliniquement ne peuvent étre que celles ayant acquis des caractéristiques leur per-
mettant d’échapper a I'immuno surveillance. Ces mécanismes d’échappement seront abordés
dans la section suivante. Enfin, les deux premiéres phases de ce processus conduisant a un
« immunoediting » du cancer représentent des objectifs potentiels pour 'immunothérapie :

I’élimination de la tumeur ou le maintien d’un état d’équilibre.

1.3.2 Les mécanismes d’échappement tumoral au systéme immuni-

taire

Il est maintenant bien établi depuis les travaux de Weinberg (Hanahan and Weinberg,
2000) que six caractéristiques intrinséques aux cellules déterminent I'apparition de tumeurs.
Les cellules cancéreuses assurent ainsi leur propre production de facteurs de croissance,
ignorent les signaux inhibiteurs, échappent a la mort cellulaire avec un potentiel réplica-
tif illimité, favorisent la néo angiogenese et enfin envahissent les tissus avoisinants. Schreiber
et ses collégues ont mis en avant une septiéme fonction essentielle a la croissance tumorale :
I’échappement & I'immunosurveillance. Cette derniére caractéristique peut ainsi conceptuel-
lement se définir & l'interface entre les caractéristiques intrinséques des cellules tumorales et

le microenvironnement tumoral (Dunn et al., 2004; Smyth et al., 2006). Comme montré dans
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FIGURE 1.6 — Les mécanismes de 1’échappement de tumeur. D’aprés Vesely et al. (2011).

le Figure 1.6, de nombreux travaux ont mis en évidence les différentes stratégies permettant a
la tumeur d’échapper ou d’interférer avec la réponse immunitaire anti-tumorale en particulier
au niveau des métastases. Les mécanismes d’échappement peuvent étre classés en plusieurs
catégories, selon qu’ils soient intrinséques, comme une diminution de la présentation d’an-
tigéne par MHC, sur expression des molécules anti-apoptotiques (¢-FLIP et BCL-XL), ou
extrinséques, comme expression des molécules inhibiteurs & leur surface comme PD-L1 et
FasL qui, respectivement, inhibe et tue les cellules T effectrices. En plus, les cellules tumo-
rales peuvent sécréter les facteurs immunosuppresseur (TGF-3, IL-10, IDO) (Vesely et al.,

2011).
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1.3.2.1 Echappement a la reconnaissance : Altération de la présentation anti-

génique

La présentation antigénique par les molécules HLA est cruciale a la fois durant 1’acti-
vation de la réponse T et durant la phase effectrice de la réponse immune adaptative. Des
altérations de 'apprétement et de la présentation du peptide antigénique ont été fréquem-
ment rapportées dans de nombreuses tumeurs. En effet, la présentation antigénique au niveau
des cellules tumorales peut étre altérée partiellement ou totalement en conséquence de mu-
tations et/ou délétions d’un ou plusieurs génes codant pour la machinerie d’apprétement
du peptide. La perte compléte des molécules HLA est ainsi un phénoméne courant dans de
nombreuses tumeurs murines et humaines (Kamphausen et al., 2010; Seliger et al., 2002). La
perte totale de molécules de classe I du CMH est associée avec des mutations ou la délétion
de l'expression de la 52m entrainant un défaut d’assemblage de ces molécules (Restifo et
al. 1996). Des pertes sélectives d’un haplotype, d'un locus ou d’un allele HLA donné ont
également été décrites (Khong and Restifo, 2002).

D’autres mécanismes d’échappement & la reconnaissance ont été décrits, et correspondent
a la perte d’expression des molécules TAP-1 et TAP-2 impliquées dans le transport du peptide
du cytoplasme vers le réticulum endoplasmique. Cette perte des molécules TAP empéche ainsi
le chargement des peptides antigéniques sur les molécules de classe I du CMH, entrainant
une absence totale de I'expression de ces derniéres (Lankat-Buttgereit and Tampé, 2002).
De méme, il a été suggéré que la perte d’expression des sous-unités LMP-2 et LMP-7 du
protéasome altére la présentation antigénique au niveau de certaines tumeurs (Shen et al.,
2007), ainsi que ERAP1 (Kamphausen et al., 2010).

Enfin, la perte d’expression d’antigénes tumoraux a été décrite comme un mécanisme
majeur d’échappement tumoral & la réponse immunitaire T. Ce phénomeéne a été particu-
lierement bien démontré a partir d’'une étude de métastases récurrentes chez des patients
atteints de mélanome et traités par un transfert adoptif de cellules T spécifiques de MART-

1. Chez trois des cinq patients inclus dans cette étude, les cellules des métastases récurrentes
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ont perdu 'expression de MART-1, alors que I'expression d’autres antigénes comme gp100

ou la tyrosinase est restée normale (Yee et al., 2002).

1.3.2.2 Echappement a la lyse : Résistance a ’apoptose.

La susceptibilité de la cellule tumorale a la lyse par les effecteurs cytotoxiques constitue
inéluctablement un élément déterminant qui conditionne 'efficacité de la réponse anti tumo-
rale. Plusieurs mécanismes de résistance aux fonctions cytotoxiques des CTL et des cellules
NK, impliquant la voie Perforine/Granzymes et la voie des récepteurs & domaine de mort,

ont ainsi été décrits (Gati et al., 2001).

1.3.2.2.a Résistance a ’apoptose initiée par les récepteurs & domaine de mort.
Cette voie utilise les récepteurs & domaine de mort dont l'interaction avec leurs ligands res-
pectifs s’accompagne d’un recrutement de protéines adaptatrices et, selon le type cellulaire,
de I'activation de la voie des caspases ou de la voie intrinséque induite par la mitochondrie.
La résistance a cette voie des récepteurs & domaine de mort est ainsi trés complexe et mul-
tiparamétrique, impliquant ainsi de nombreux déterminants membranaires, cytoplasmiques
et nucléaires. Globalement la voie des récepteurs a domaine de mort utilise une signalisation
similaire. La voie impliquant le récepteur Fas a été sans aucun doute la plus étudiée et une
résistance a I’apoptose induite par cette voie a été mise en évidence dans un grand nombre
de modéles tumoraux. Différents mécanismes ont été décrits permettant d’expliquer cette

résistance.

(i) Défaut d’expression et/ou de liaison au ligand : En premier lieu, on peut distinguer
une résistance due a un défaut d’expression du récepteur lui-méme, ou & un défaut de
liaison de son ligand. En effet, 'expression des récepteurs & domaine de mort varie en
fonction du type cellulaire, et il a été montré que cette expression était fréquemment
diminuée ou méme totalement absente dans de nombreux types de tumeurs. Ainsi, des

mutations du geéne CD95 ont été identifiées dans une grande variété de tumeurs de
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(i)

type hématologique ou solide (Maeda et al., 1999; Wohlfart et al., 2004; Landowski
et al., 1997). Des défauts d’expression de Fas peuvent aussi impliquer des modifications
épigénétiques comme 'hyper méthylation d’ilots CpG au niveau de leurs promoteurs
respectifs comme il a été décrit dans des neuroblastes ou des carcinomes du colon
(Maecker et al., 2002). De plus, il a été démontré que certains oncogénes pouvaient
réprimer l'expression de Fas. En effet, Ras ou c-jun en coopération avec STAT3 sont

capables d’inhiber 'expression de Fas (Ivanov et al., 2003; Peli et al., 1999).

De plus, des niveaux élevés de récepteurs FasL solubles, qui peut diminuer la voie
d’apoptose Fas/FasL, ont été retrouvés dans les sérums de patients atteints de lym-
phomes T ou de tumeurs non hématopoiétiques (Hohlbaum et al., 2000; Midis et al.,
1996; Ugurel et al., 2001; Andrikoula et al., 2009). Le récepteur & TRAIL DcR1 a été

lui aussi retrouvé amplifié dans des carcinomes gastriques (Sheikh et al., 1999).

Défaut de transduction de signal : En second lieu, on peut distinguer une résistance a
la voie des récepteurs & domaine de mort dépendante d’une altération de la cascade de
transduction du signal conduisant a 1’apoptose proprement dite. La encore, de nom-
breux mécanismes semblent étre impliqués en fonction des différentes étapes de cette
cascade. Des mutations inactivant la protéine adaptatrice FADD ont ainsi été observées
dans des cancers bronchiques, et le géne codant la pro-caspase 8 est fréquemment inac-
tivé par délétion ou hyper méthylation de ses séquences régulatrices (Fulda et al., 2001;
Hopkins-Donaldson et al., 2003; Teitz et al., 2000). Un autre mécanisme est 'inhibition
de 'activation de la procaspase-8 au sein du DISC par la protéine c-FLIP. L’expression
de c-FLIP a été ainsi retrouvée dans de nombreuses cellules tumorales et corréle avec
leur résistance a Fas et & TRAIL ainsi qu’avec un échappement a la réponse immune
(Medema et al., 2001). PEA-15 est une autre protéine contenant un domaine de mort
qui bloque 'apoptose induite par FasL, TRAIL et TNF-a en empéchant I'interaction
entre FADD et la procaspase-8 (Hao et al., 2001). PEA-15 a été impliquée dans la
résistance de gliomes & TRAIL (Xiao et al., 2002).



CHAPITRE 1. INTRODUCTION 36

(iii) La famille BCL-2 : D’autres mécanismes potentiels d’échappement a la réponse im-
mune existent. Le rapport entre membres pro- et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2
influence aussi la sensibilité des cellules tumorales & la voie des récepteurs a domaine
de mort, du moins pour les cellules de type II. La sur-expression de Bcl-2 et Bel-XL,
qui sont anti-apoptotiques, est ainsi fréquemment retrouvée dans les tumeurs (Igney
and Krammer, 2002). De la méme maniére, certains membres de la famille des TAPs
comme cIAP1, cIAP2, XIAP et la Survivine sont sur-exprimés dans certains cancers et
inhibent "apoptose induite par les récepteurs a domaine de mort en inhibant 'activa-

tion des procaspases effectrices -3 et -7 et en bloquant ’activation de la procaspase-9

(Fulda et al., 2004).

1.3.2.2.b Résistance a la mort induite par perforine/granzyme. Plusieurs méca-
nismes de résistance a la lyse induite par la voie Perforine/Granzymes ont été décrits dans
différents modeéles tumoraux. Il s’agit de mécanismes qui sont capables d’interférer d’une
part avec la polarisation ou I'exocytose des granules cytotoxiques, et d’autre part avec la si-
gnalisation pro-apoptotique de cette voie de cytotoxicité. Par exemple, des travaux dans un
modéle de tumeurs murines transplantables ont mis en évidence I’altération des capacités ly-
tiques des lymphocytes T (TIL) fraichement isolés a partir de ces tumeurs due & une absence
de relocalisation de la synapse immunologique et par conséquent & une absence de dé granu-
lation. Un défaut de liaison de la Perforine a la surface de ces cellules tumorales a été mis en
évidence dans un modéle de résistance des cellules de leucémies myéloides aigués a la lyse NK
(Lehmann et al., 2000). Dans d’autres modéles tumoraux humains et murins, ont été montré
que les cellules tumorales échappent a la mort induite par la voie Perforine/Granzymes en
exprimant respectivement les Serpines PI9 et SPI6, inhibiteurs cellulaires du Granzyme B.
En effet, I’expression de ces inhibiteurs constitue un mécanisme d’échappement a la lyse

induite par les CTL aussi bien in vitro qu’in vivo (Medema et al., 2001).
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1.3.2.3 Délétion des lymphocytes T

L’autre mécanisme permettant aux cellules tumorales d’échapper a la réponse immuni-
taire correspond a des stratégies permettant la délétion des lymphocytes T spécifiques de la
tumeur, comme décrit précédemment, par une expression de FasL sur les cellules tumorales
et induction d’apoptose sur les cellules T.

D’autres mécanismes entrainant également la délétion des lymphocytes T spécifiques de
tumeur ont été décrits, comme l'expression par les cellules tumorales de la molécule B7-
H1/PD-L1 qui ciblerait le récepteur PD-1 a la surface des cellules T activées et induirait
leur apoptose (Blank and Mackensen, 2007). Récemment, un nouveau membre de la famille
de B7, B7-H4 a été identifié dans plusieurs types de cancers. Il a été montré que cette
molécule est capable d’inhiber la croissance et la cytotoxicité des cellules T en arrétant le
cycle cellulaire (Sica et al., 2003; Sun et al., 2006b; Cheng et al., 2009). Un autre ligand
exprimé par les cellules tumorales, RCAS1 (Receptor-binding Cancer Antigen expressed on
SiSo cells), a été décrit comme pouvant induire 'apoptose des cellules T et des cellules NK
via RCAS1/RCASIR (Sonda et al., 2011; Takahashi et al., 2001). L’expression de RCAS1
permet aux cellules tumorales d’induire un arrét de la prolifération des lymphocytes T et
leur entrée en apoptose en déclenchant le relargage du cytochrome c et en activant le clivage

de la procaspase-3 (Nishinakagawa et al., 2010).

1.3.2.4 Production des facteurs immunosuppresseurs

Le déclenchement d’une réponse immunitaire efficace peut étre également inhibé par des
facteurs immunosuppresseurs sécrétés dans le microenvironnement par les cellules cancé-
reuses elles-mémes, les effecteurs du systéme immunitaire mais aussi par les autres compo-

sants du stroma tumoral.

1.3.2.4.a TGF-5. De nombreux travaux ont ainsi montré que le TGF-/ est sécrété par

de nombreuses tumeurs humaines (Fujita et al., 2009) et présente de multiples propriétés
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immunosuppressives, notamment celle d’inhiber la différenciation, la prolifération et 'ac-
tivation des cellules T. Il a d’ailleurs été démontré in vivo, dans un modéle murin, que
I'inhibition sélective de la voie de signalisation du TGF-3 dans les cellules T était néces-
saire pour permettre 'éradication des tumeurs sécrétant cette cytokine (Gorelik and Flavell,
2001). Par ailleurs, la sécrétion de TGF-S par les cellules T apoptotiques a été détectée
contribuant au milieu immunosuppressive (Chen et al., 2001). De fortes concentrations de
TGF-f sont aussi fréquemment trouvées chez les patients atteints de cancer et sont associées
a la progression de la maladie et aux mauvaises réponses a 'immunothérapie (Nicolini and
Carpi, 2009; Elliott and Blobe, 2005). En outre, les études montrent que le TGF-/ permet
le recrutement des cellules T régulatrices (Treg) et leur activation en induisant I’expression
du facteur de transcription FoxP3 (Li et al., 2006). Cependant, le TGF-3 peut aussi induire
I’activation du systéme immunitaire. En effet, une étude récente a montré que le TGF- 3
permet Pactivation des lymphocytes T CD8 grace a 'induction de 'expression du CD103,

ce qui augment I’adhésion des cellules T sur les cellules tumorales (Le Floc’h et al., 2007).

1.3.2.4.b IL-10. Un autre prototype de cytokine immunosuppressive est 'lL-10, égale-
ment sécrétée par de nombreuses cellules tumorales. L’IL-10 inhibe la réponse anti-tumorale
en agissant sur plusieurs fronts. Par exemple, les travaux ont montré que I'IL-10 est également
capable de bloquer le recrutement des DC en réponse & une vaccination basée sur 'utilisation
du facteur GM-CSF (Qin et al., 1997). L'IL-10 augmente aussi ’apoptose spontanée des DC
ainsi que leur susceptibilité a la lyse induite par les cellules NK autologues (Ludewig et al.,
1995; Carbone et al., 1999; Terrazzano and Carbone, 2012). Par ailleurs, I'IL.-10 peut orienter
le phénotype des macrophages vers un phénotype M2 régulateur. De plus, I'IL-10 peut proté-
ger les cellules tumorales & la lyse induite par les CTL autologues en diminuant 1’expression
des molécules de CMH-I et -II et de ICAM-1 (Yue et al., 1997). La perte d’expression des
molécules du CMH-I par I'IL-10 a été associée a la diminution d’expression des molécules

TAP-1 et TAP-2 dans les cellules tumorales autologues (Salazar-Onfray et al., 1997; Zeidler
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et al., 1997; Serrano et al., 2011).

1.3.2.4.c VEGF. Il a aussi é¢té démontré que la molécule VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) pourrait avoir, outre ses capacités pro-angiogéniques, un role immunosup-
presseur, notamment en bloquant la différenciation et la maturation des DC et en inhibant
la prolifération des cellules T (Ohm et al., 2003; Ni et al., 2012). En plus, la production de
VEGEF par les cellules tumorales, conduit également & une expansion de la population des
cellules myéloides suppressives (MDSC). L’analyse immunohistologique des tissus de car-
cinomes gastriques a révélé une corrélation inverse entre la densité des DC et I'expression
de VEGF (Wang and Oliver, 2010) et elle est associée a un mauvais pronostic (Saito et al.,
1998). Les patients atteints de cancer du poumon, du sein, de la téte, et du cou, montrent une
diminution du nombre de DC matures et de leur fonction, associée a une augmentation de la
concentration plasmique de VEGF (Almand et al., 2000). De plus, cette cytokine est induite
dans des conditions hypoxiques, caractéristique important de I’environnement tumoral (Liu

et al., 1996).

1.3.2.4.d 1IL-6 et M-CSF. L’IL-6 est une cytokine pléiotropique qui posséde un large
spectre d’action dans diverses conditions pathologiques et qui bloque la différenciation des
DC. M-CSF, produit par les cellules tumorales (Menke et al., 2012) et les cellules myéloides
présents dans le microenvironnement tumoral, est capable d’favoriser la différenciation des
macrophages par une augmentation de I’expression du récepteur au M-CSF a la surface des
monocytes (Menetrier-Caux et al., 1998). Comme pour I'IL-10, la forte concentration d’IL-6
dans le sérum des patients atteints de mélanome métastatique a été associée a un mauvais

pronostic et a la résistance au traitement par I'IL-2 (Tartour et al., 1994).

1.3.2.4.e IDO. Le role biologique d’IDO dans l'induction de la tolérance tumorale est
encore sujet a de vives investigations (Katz et al., 2008; Lob et al., 2009). La molécule IDO

est exprimée par de multiples types cellulaires en réponse a une inflammation. Cependant,
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FIGURE 1.7 — Le métabolisme de L-arginine dans les macrophages.

IDO est majoritairement exprimée par les cellules stromas (les cellules endothéliales, les DC
et les macrophages). Le mécanisme d’action immunosuppresseur de cette enzyme de la voie
kynurénine, se fait via une réduction locale de la concentration de tryptophane, en inhibant
la prolifération des lymphocytes T et des cellules NK (Fallarino et al., 2002; Frumento et al.,
2002; Chiesa et al., 2006).

1.3.2.4.f iNOS et NO. iNOS est une des trois enzymes responsables de la synthése du
monoxyde d’azote (NO), a partir de 'oxydation de L-arginine. La voie métabolique L-Arg
est montrée dans la Figure 1.7. L-arginine est métabolisé par deux enzymes : 1) 'Oxyde
Nitrique Synthase (NOS), qui s’oxyde L-Arg et produit NO et 2) Arginase, qui convertit
la L-Arg en urée et L-ornithine (Bogdan, 2001; Wu et al., 2009). iNOS est exprimé par les
tumeurs ainsi que par d’autres éléments du stroma comme les macrophages, les monocytes
et les cellules dendritiques. Les études récentes ont corrélé 'expression d’iNOS & un mauvais
pronostic clinique dans les mélanomes humains, ce qui suggeére que cette molécule pourrait
étre une cible thérapeutique intéressante (Ekmekcioglu et al., 2006; Grimm et al., 2008). En
plus de son réle non négligeable dans la croissance tumorale et la formation des métastases
en induisant les facteur d’angiogenése (Gallo et al., 1998), il est également capable d’inhiber
fortement la réponse de type T et NK au site tumoral (Al-Sarireh and Eremin, 2000; Siveen

and Kuttan, 2009).
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1.3.2.4.g Les prostaglandines. Les prostaglandines, notamment la prostaglandine de
type E2 (PGE2), sont des molécules produites par de nombreux types cellulaires notamment
par les monocytes/macrophages et également sécrétées par les tissus cancéreux. Ils peuvent
affecter la réponse immunitaire de I’hote, en inhibant la prolifération, la cytolyse et la pro-
duction d’anticorps par les lymphocytes (Chouaib and Bertoglio, 1988; Harris et al., 2002).
L’augmentation de l'expression de COX-2 (Cyclooxygenase-2, qui controle la synthése des
prostaglandines) a été décrite dans de nombreux cancers (mélanome, cerveau, téte et cou,
hépatocellulaire) et a été associée & un mauvais pronostic pour les patients (Grimm et al.,

2008; Iwamoto et al., 2006).

1.3.3 Immunosuppression et induction de tolérance

Durant les 30 derniéres années la majorité des études sur le cancer se sont focalisées sur
les cellules tumorales afin de déterminer les fonctions des oncogénes et des génes suppresseurs
de tumeur ainsi que les différentes voies de signalisation qui régulent la prolifération, la survie
ou la mort cellulaire. Ces études ont apporté beaucoup a la compréhension des mécanismes
de transformation cellulaire mais elles ont largement ignoré le fait que les cancers sont des
entités cellulaires hétérogénes dont le développement et la survie dépend des interactions
réciproques entre les cellules initiatrices génétiquement altérées et le microenvironnement
cellulaire dans lequel elles vivent.

Ainsi, ces derniéres années d’intenses recherches ont été réalisées afin de mieux carac-
tériser ce microenvironnement cellulaire composé en majorité de fibroblastes, de cellules
immunitaires, de cellules endothéliales et de cellules épithéliales et de comprendre comment
celui-ci favorise la croissance tumorale. Les études qui se sont intéressées au role de ces diffé-
rentes cellules dans le contexte de I'immunité anti tumorale indiquent que de nombreux types
cellulaires immunes modifiés ou recrutés par les tumeurs peuvent altérer les réponses immu-
nitaires anti tumorales pour participer & I’établissement de 1’état de tolérance fréquemment

observé dans les cancers. Comme montré dans le Figure 1.8, les cellules tumorales exercent
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FIGURE 1.8 — Les interactions entre les cellules de systéme immunitaire et les cellules tumo-
rales dans le microenvironnement tumoral.

des effets suppressives sur les cellules immunes par une induction des signaux de morts.
En méme temps, les macrophages TAM (Tumor Associated Macrophages) ou les MDSC
(Myeloid Derived Suppresive Cells) ou T régulatrices sécrétent des molécules et des cyto-
kines inhibitrices comme ROS, IL-10 ou TGF-3. Les cellules dendritiques qui sont dans le
microenvironnement tumoral n’arrivent pas a se différencier vers les cellules présentatrice
d’antigéne et expriment les marqueurs de phénotype immature. Les lymphocytes sont non-

fonctionnels et le déséquilibre des cytokines favorise la réponse Th2.

1.3.3.1 Les lymphocytes T CD4"CD25" régulateurs

Il a été montré qu’une fraction des lymphocytes T amplifiés au niveau de la tumeur
ou présents dans le sang périphérique des patients présentaient la capacité de réguler né-
gativement la réponse immune anti-tumorale. Il s’agit d’'une population des lymphocytes T
CD47CD25% qui montrent des activités suppressives sur d’autres populations des cellules

T et qui ont initialement été identifiés par le groupe de Sakaguchi (Takahashi et al., 1998).
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Ils interviennent dans la prévention physiologique des maladies auto-immunes en régulant
I’homéostasie des lymphocytes T (Sakaguchi et al., 2008). Cette population lymphocytaire
qui représente 3% des lymphocytes T CD4*, se caractérise par I'expression du facteur de
transcription FoxP3, qui controle le développement et les fonctions de ces cellules, par I'ex-
pression a leur surface des molécules LAG (lymphocyte activation gene)-3, CTLA-4, et GITR
(glucocorticoid-induced TNF receptor) et par la sécrétion des cytokines immunosuppressives
telles que le TGF-3 et I'IL-10 (Wang et al., 2007).

L’identification des lymphocytes T régulateurs et 'amélioration des marqueurs permet-
tant de les discriminer, ont conduit de nombreux groupes a s’intéresser au role de ces cellules
dans les cancers. Ils ont permis de démontrer la présence d’'un nombre accru de Treg dans le
sang circulant ainsi que dans le microenvironnement tumoral de patients atteints de cancers
d’origines diverses chez lesquels ces cellules peuvent représenter une fraction importante des
TIL (Zou, 2006). L’isolation de ces cellules a permis de confirmer que ces cellules présentent
des propriétés immunosuppressives (Curiel et al., 2004).

Ces cellules inhibent, aprés contact cellulaire, 'activation et la prolifération des lympho-
cytes T CD4" et CD8* ainsi que la production d’TL-2 par différents mécanismes. Comme
montré dans le Figure 1.9, les cytokines telles que I'lIl-10 et le TGF-£ semblent étre im-
pliquées dans l'inhibition des réponses immunitaires anti tumorales par les Treg comme le
soulignent plusieurs études qui décrivent la production d’IL-10 et de TGF-3 par les Treg
issus différents types de tumeurs humaines (Strauss et al., 2007; Hilchey et al., 2007).

Les Tregs peuvent également exercer leurs fonctions suppressives en induisant I’apoptose
des cellules effectrices comme DC et les cellules T effectrices, via I’action des granzyme A et B
(Gondek et al., 2005; Boissonnas et al., 2010). Il a été récemment décrit que les cellules Treg
peuvent induire Papoptose des cellules T CD4" en déprivant le milieu en cytokines (IL-2 et
IL-7) (Pandiyan et al., 2011). De plus, La modulation des fonctions des DC est également un
mécanisme clef permettant aux Treg d’inhiber les réponses anti tumorales. En effet, les Treg

peuvent influer sur les capacités activatrices des DC en diminuant ’expression des molécules
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FIGURE 1.9 — Les mécanismes d’action des cellules T régulatrices. D’aprés Campbell and
Koch (2011).

de Co stimulation CD80 et CD86 et stimuler leur différenciation en DC tolérogénes (Hubert
et al., 2007). Ainsi, il a été démontré que les Treg peuvent induire I'expression d’'IDO dans les
DC par des interactions entre CTLA-4 et CD80 ou CD86 (Onodera et al., 2009) suggérant un
role probable de ces cellules dans 'accumulation des DC IDO™ dans les ganglions drainant

les tumeurs (Munn et al., 2007) (Figure 1.9).



CHAPITRE 1. INTRODUCTION 45

1.3.3.2 Les macrophages

Le microenvironnement tumoral consiste aux cellules néoplasiques, les cellules de stro-
mas et les cellules hématopoiétiques. Les interactions entre les différents types cellulaires
dans ce microenvironnement, régulent 'inflammation, la progression tumorale, la métastase
et 'angiogenése (Sinha et al., 2007; Murdoch et al., 2008). Dans ce contexte, la plasticité
de la fonction des macrophages est bien décrite. Il y a des évidences pour le role essen-
tiel des macrophages classiques dans I'immuno surveillance anti-tumorale et la prévention
de la croissance des cellules transformées in vitro (Klimp et al., 2002). En effet, les ma-
crophages exercent un role anti-tumoral dans ’éradication des cellules tumorales dans les
phases précoces (Romieu-Mourez et al., 2006). Cependant, d’autres études ont montré que
la déplétion des macrophages n’augmente pas la susceptibilité au cancer et peut méme étre
bénéfique pour la hote (Lin and Pollard, 2007). Ainsi, le role des macrophages dépendrait
de leur phénotype. Mais au cours de la progression tumorale, les agents produits par le
microenvironnement tumoral, changent le phénotype des macrophages en macrophages anti-
inflammatoires et pro-tumoraux. Ces macrophages sont appelés TAM ou les macrophages
associés a la tumeur, et il semble que les TAM sont impliqués dans le cross-talk avec des cel-
lules tumorales et d’autres cellules du microenvironnement tumoral (Mantovani et al., 1992;
Sica et al., 2000; Hagemann et al., 2004; Fleming and Mosser, 2011). Ces conclusions sont
fondées non seulement sur les études d’association, mais aussi sur des expériences montrant
que la délétion des macrophages, ou I'inhibition de leur infiltration dans les tumeurs, inhibe
la croissance et les métastases (Lin and Pollard, 2007; Ch’ng et al., 2013). Durant ce chapitre,

dans un premier temps, je décrirai :

(i) Monocytes : Les cellules d’origines des macrophages
(ii) Hétérogénéité des monocytes
(iii) Différenciation des monocytes en macrophages

)

(iv) Polarisation des macrophages et leurs phénotypes



CHAPITRE 1. INTRODUCTION 46

Par la suite, je focaliserai sur les macrophages associés aux tumeurs et leur role dans

I'immunobiologie des tumeurs.

1.3.3.2.a Les monocytes. Chez les mammiféres, la plupart des effecteurs de systéme
immunitaire se différencient & partir des cellules souches hématopoiétiques pluripotentes dans
la moelle osseuse, que par la suite se différencient en précurseurs myéloides ou lymphoides.
Les étapes de différenciation des monocytes sont essentiellement dépendantes du facteur
de croissance M-CSF (Macrophage-colony stimulating factor ou CSF-1). Les monocytes,
macrophages, cellules dendritiques et leurs précurseurs partagent d’ailleurs le récepteur au
M CSF (CSF-1R) comme caractéristique (Auffray et al., 2009). Les monocytes vont alors
sortir de la moelle osseuse pour entrer dans la circulation sanguine.

Les monocytes représentent environ 10% des leucocytes circulant chez I’homme et 4%
des leucocytes chez la souris. Les monocytes circulent dans le sang entre 1 et 3 jours avant
de migrer dans les tissus en réponse des chimiokines et se différencier vers différentes types
cellulaires comme les macrophages et les cellules dendritiques (Serbina and Pamer, 2006).

Plusieurs facteurs de croissance et cytokines sont nécessaires au contréle du développe-
ment et a ’homéostasie des macrophages et des DC (les cellules spécialisées a présenter
les antigénes aux lymphocytes T naifs). Les produits pro-inflammatoires, métaboliques et
immunitaires peuvent susciter une augmentation du recrutement des monocytes aux sites
périphériques, ou la différenciation en macrophages et en DC aura lieu, ce qui contribue &
la défense de I'hote, et le remodelage tissulaire et la réparation. Les études, en utilisant des
anticorps monoclonaux spécifiques pour les différents récepteurs de surface cellulaire et les
antigénes de différenciation, ont montré qu’il existe une forte hétérogénéité phénotypique
de cette population. Bien qu’il soit clair que les monocytes sont des précurseurs des ma-
crophages et des DC, ce développement et la voie de différenciation est encore relativement
peu étudiés in vivo. Cependant, I'identification d’hétérogénéité entre les monocytes de sang

périphériques - d’abord, chez I’homme, et plus récemment, chez la souris - a donné un apercu
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puissant dans la nature d’hétérogénéité des cellules myéloides in vivo (Steinman and Idoyaga,

2010).

1.3.3.2.b Hétérogénéité des monocytes. L’identification des sous-populations des
monocytes est rendue possible grace a la disponibilité des anticorps monoclonaux appro-
priés. Tous les monocytes murins expriment CD115 (CSF-1R) et CD11b. Les monocytes de
souris sont subdivisés en deux sous-populations distinctes basées sur I’expression différentielle
de Ly6C, CCR2, CD62L et le récepteur 1 de CX3C (CX3CR1).

Comme indiqué dans la Figure 1.10, suite a la libération des monocytes Ly6C* de la
moelle osseuse dans la circulation sanguine, ils se distinguent par le niveau d’expression du
marqueur Ly6C (Ly6C™, Ly6Cmed et Ly6C™). La premiére sous-population (Ly6C™), dites
la population « inflammatoire », se caractérise par une forte expression de CCR2, le récepteur
a la chemine CCL2 (MCP1) et CD62L, mais une faible expression de CXC3R1 (Geissmann
et al., 2010). La majorité de cette population lors d’une inflammation va se différencier
en macrophages qui sont importants pour ’élimination des pathogénes et la résolution de
I'inflammation (Gordon and Taylor, 2005).

Une deuxiéme sous-population des monocytes, qui est minoritaire (5%) , exprime un
niveau intermédiaire de Ly6C (Ly6Cmed) et se distingue par l'expression des différents
récepteurs des chimiokines (CCR7, CCRS)(Sunderkétter et al., 2004). Lors d’inflammation,
ces monocytes vont étre recrutés vers le tissu enflammé et sur-expriment le marqueur CD11c
et MHC II en migrant vers les ganglions lymphatiques ou ils favorisent la prolifération des
cellules T et vont se différencier vers les DC (Geissmann et al., 2003).

En fin, la derniére sous-population des monocytes qui sont Ly6C~, dites la population «
résidente », est caractérisée par une forte expression de CXC3R1 mais CCR™CD62L". Les
monocytes CX3CR1% circulant ont une durée de vie plus longue par rapport aux monocytes
inflammatoires et ce sont ces cellules qui se différencient en DC et macrophages résidentiels

(Figure 1.10).
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FIGURE 1.10 — Développement des sous-populations monocytaires chez la souris. D’aprés
Gordon and Taylor (2005).

Chez I'homme aussi, les monocytes circulant sont divisés en deux sous-populations ba-
sés sur l'expression différentielle de CD14 (un co-récepteur aux lipopolysaccharides (LPS))
et CD16 (Le récepteur d’immunoglobuline-FeyRIII) (Passlick et al., 1989). La premiére
sous-population qui correspond aux cellules CCR2TLy6C™ chez la souris, sont les cellules
CD14HighCD16*, qui représente 80-90% des monocytes circulants. Ces cellules sont de
grande taille (18 pum) au contraire de la deuxiéme sous-population cD14loveDi6+ qui sont
plus petites (14 pum). Les monocytes CD16" présente une forte capacité de phagocytose et de
production de cytokines pro-inflammatoires (Tumor Necrosis Factor (TNF)-« et interleukine

IL-6 et IL-1) (Auffray et al., 2009; Grage-Griebenow et al., 2001; Geissmann et al., 2010).

1.3.3.2.c La différenciation des monocytes en macrophages. Les macrophages se
différencient a partir des monocytes en présence de facteurs de croissance et de leurs récep-

teurs spécifiques. Ils migrent vers les sites locaux de blessures et infections, ce qui contribue
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a I'inflammation aigué et chronique, localement et systémique (Geissmann et al., 2010). Les
macrophages différent morphologiquement et phénotypiquement dans les organes tels que la
foie, la rate, les poumons, l'intestin et le cerveau.

La différenciation est sous le controle des facteurs de croissance, GM-CSF et M-CSF.
L’équilibre entre ces deux facteurs, les oriente vers les différents phénotypes. Au cours de ce
processus, les monocytes sont exposés aux différentes cytokines comme IFN-v ou IL-4. Aprés
une stimulation par les différents signaux environnementaux, les macrophages atteignent a
leur phénotype mature.

La lignée des macrophages, en plus de leur role essentiel dans le systéme de I'immunité
innée, la phagocytose et 1’élimination des pathogénes, peuvent étre des cellules régulatrices
ou effectrices des réponses humorales ou cellulaires (Mantovani et al., 2007) et sont impliqués

dans la réparation tissulaire, le remodelage, I'inflammation et le cancer.

1.3.3.2.d Polarisation des macrophages. Les macrophages ont une plasticité remar-
quable qui leur permet de répondre efficacement aux signaux de I’environnement et de mo-
difier leur phénotype et leur physiologie qui peut étre nettement altérée par les réponses
immunitaire innée et adaptative. En effet, depuis les travaux de Mackaness (1969) dans les
années de 1970s, nous avons appris que les changements dans la physiologie des macrophages
en réponse a des signaux environnementaux peuvent leur fournir une activité antimicrobienne
accrue. Cependant, les signaux environnementaux n’induisent toujours pas de modifications
qui augmentent la fonction des macrophages immunitaires. A la fois des réponses immuni-
taires innées et adaptatives peuvent donner lieu a des macrophages qui sont plus sensibles
aux infections pathogénes, mais moins équipés pour produire les cytokines qui augmentent
la réponse immunitaire. En générale, la production des cytokines pro et anti-inflammatoires
est la clé de la polarisation des macrophages. A I'image de la nomenclature appliquée pour
la polarisation des cellules T type 1 et type 2 (TH1 et TH2), nous distinguons deux popu-

lations majoritaires pour les macrophages : Les macrophages « Classiques » ou M1 et les
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macrophages M2 comme détaillé ci-dessous.

1.3.3.2.d.i Les macrophages M1. Les cellules TH1, en produisant de I'IFN-v,
peuvent conduire a la polarisation des macrophages vers le phénotype classique ou MI.
Ces cellules sont caractérisées par leur capacité a secréter des grandes quantités de cytokines
pro-inflammatoires (tels que I'IL-12, IL-23 et TNF), les intermédiaires réactifs de nitrogéne
et des intermédiaires réactifs de ’'oxygéne, une forte expression du complexe majeur d’histo-
compatibilité classe II (CMH II) et des molécules de co-stimulation (Biswas and Mantovani,
2010).

Les macrophages M1, lors qu’ils sont activés par la voie TLR, suite a une infection,
produisent TNF-a et IFN-~v (Figure 1.11), qui est également produit par les cellules TH1 et
NK au cours de la réponse. Cette IFN-v favorise la production du monoxyde d’azote (NO)
et des produits oxygénés (ROS) qui sont produits par activité d'iNOS. L’activation d’iNOS
semble étre la conséquence de la fixation et la coopération entre STAT-1 et NFxB, sur le
promoteur d’iNOS.

La production de NO et ROS est la voie majeure utilisée par les macrophages pour
leur activité microbicide. Les dérivés oxygénés (ROS) sont produits au cours de différentes
voies métaboliques et par différents enzymes comme NAPDH oxydase, en utilisant ’oxygéne
moléculaire pour produire une grande quantité d’anion super oxyde. NO comme décrit précé-
demment, est produit en catabolisant L-arginine par l'activité enzymatique d’iNOS (Figure
1.7).

Le role majeur des macrophages M1 dans la réponse innée consiste a éliminer les pa-
thogeénes intracellulaire. En effet, les souris déficientes en IFN-v, sont plus susceptibles aux
différentes infections virales ou bactériennes (Filipe-Santos et al., 2006). Ces macrophages
sont des sources importantes des chimiokines CXCL9 et CXCL10, nécessaires au recrutement
des cellules TH1 et les cellules NK et ainsi 'amplification de la réponse de type 1 (Mantovani

et al., 2004).
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FIGURE 1.11 — Les trois phénotypes des macrophages : M1 (Classique), M2-like (Alternative)
et Régulateurs. D’aprés Fleming and Mosser (2011).
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Les macrophages M1 sont des cellules efficaces pour la présentation de I'antigéne, et
elles exercent une forte activité tumoricide via une expression de cytokines comme I'IL-
12, I'IL-1, IL-6. Bien que les macrophages M1 sont des composants nécessaires, mais leur
activation doit étre étroitement controlée; car les cytokines pro-inflammatoires produites et
les médiateurs activés par ces cellules peuvent provoquer les maladies auto-immunes. En
effet, la production des cytokines pro-inflammatoires peut étre associée au développement
et Pexpansion de cellules TH17 (Bettelli et al., 2006). Ces cellules produisent d’IL-17, une
cytokine associée a un grand niveau de recrutement des leucocytes polynucléaires (PMN)

dans les tissus, ce qui peut contribuer aux pathologies auto-immunes (Kolls and Lindén,

2004).

1.3.3.2.d.ii Les macrophages M2. Dans les années 1990, Simon Gordon (Stein
et al., 1992) et ses collégues ont démontré que 'exposition des macrophages aux cytokines
TH2, IL-4 /IL-13, donnait naissance & une population de cellules qui était fonctionnellement
et biochimiquement distinctes des macrophages classiques. Ces macrophages sont appelés «
alternative » et ils jouent un role important dans I’élimination des parasites helminthes (Hesse
et al., 2001). En effet, les différents signaux d’activation des macrophages M2 définissent
leurs caractéristiques fonctionnelles. IL existe deux classifications selon les auteurs. En 2004,
Mantovani et al. (2004) proposa une nomenclature qui permet de subdiviser les macrophages
« alternatives » en trois sous populations M2a, M2b et M2c selon les différents signaux
d’activation. La sous-population M2a est induit par les cytokines IL-4 et I1L-13 ; les complexes
immuns associés aux ligands des TLR ou du IL-1R aboutissent & une polarisation M2b et en
fin, les macrophages M2c ou les macrophages anti-inflammatoires sont polarisés par 1L-10
(Mantovani et al., 2004).

En 2008, Mosser and Edwards (2008) proposa une autre classification selon les fonctions
développées (M2 Like et M2 régulateurs). Ces deux approches ont permis de mieux carac-

tériser le phénotype des macrophages et de mettre en valeur leur role dans les réponses
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immunitaires et dans ’homéostasie.

En générale, Les macrophages M2 sont caractérisés par une faible production des cyto-

kines pro-inflammatoires comme IL-12, 11.-23, TL-1, TNF et IL-6 et une forte production des

cytokines anti-inflammatoires comme IL-4, IL-10. Je vais détailler les deux sous-populations

des macrophages ci-dessous (Figure 1.11).

(i)

Macrophages M2-Like ou alternatives : Lors d’une lésion tissulaire et I'induction de la
réponse TH2, une des premiéres cytokines présentes est 1'IL-4, qui est produit princi-
palement par les cellules T, les basophiles et parfois par les granulocytes (Gallagher
et al., 2007; Brandt et al., 2000). Cette production d'IL-4 et aussi IL-13, peut conver-
tir les macrophages résidentiels en macrophages M2-Like. Récemment, il a été montré
qu’'lL-33, une cytokine de la famille IL-1, amplifie la polarisation induite par I'IL-13 sur
les macrophages alvéolaires vers un phénotype M2-like, caractérisé par une augmen-
tation d’YM1, RELMa, arginase 1, CCL24 et CCL17, conduisant a une éosinophilie
pulmonaire et de I'inflammation (Kurowska-Stolarska et al., 2009; Hazlett et al., 2010).
La forte production d’IL-4 par ces macrophages, induit une activité d’arginase, qui
inhibe la production de NO, et permet de produire I'ornithine, un précurseur de poly-
amine et de collagéne. Par conséquent, ces macrophages sont impliqués dans la produc-
tion de matrix extracellulaire et la réparation tissulaire (Gallagher et al., 2007). Ainsi,
les macrophages induits par 11-4/IL-13 sont importants dans la réparation tissulaire,
I'élimination parasitaire et donc indispensable pour I'homéostasie tissulaire (Fleming

and Mosser, 2011).

Macrophages Régulateurs : Une autre population des macrophages appelés des macro-
phages régulateurs, sont souvent induits par les complexes immuns, les glucocorticoides
et les cytokines anti-inflammatoires comme IL-10 et TGF-3 (Mosser, 2003). A l'inverse
des macrophages M2-Like, les M2 régulateurs, n’expriment pas YM1 ou RELMa (Fle-
ming and Mosser, 2011). Ces macrophages induisent la réponse TH2 de deux fagons.

Ces macrophages peuvent induire le recrutement des lymphocytes T de type TH2 via la
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production de CCL1 (Sironi et al., 2006). Par ailleurs, ils peuvent, en tant que cellules
présentatrices antigénes, orienter les réponses des cellules T vers la sécrétion d’IL-4 et

les convertir en TH2 (Anderson and Mosser, 2002).

Mosser propose qu'une des fonctions des macrophages régulateurs est la modulation
des réponses inflammatoires par le biais de production d’IL-10, limitant ainsi les dom-
mages des tissus et en inhibant la production des cytokines pro-inflammatoires. Il faut
souligner, toutefois, que si le role des macrophages régulateurs semble étre de limiter
les dommages des tissus, ces cellules ne semblent pas participer activement a la répa-
ration (Edwards et al., 2006; Fleming and Mosser, 2011). Les macrophages TAM sont
des macrophages régulateurs présents dans le microenvironnement tumoral et qui sont

induits par différents éléments présents.

1.3.3.2.e Différenciation intra-tumorale des TAM. Plusieurs études épidémiolo-
giques et cliniques ont démontré qu’il existe un lien entre les maladies inflammatoires chro-
niques et le risque d’apparition de cancer (Blaser et al., 1995; Shacter and Weitzman, 2002;
Kuper et al., 2000). Les macrophages M1 connus pour jouer un réle clef dans ce type de
pathologies inflammatoires chroniques pourraient activement participer au processus de tu-
morigénése notamment par la libération de médiateurs cytotoxiques comme les ROS ou le
NO et de cytokines comme le TNF-q, I'IL-15 ou I'lL-6 (Coussens and Werb, 2002). Lorsque
Iinflammation persiste, les macrophages M1 changent leur phénotype vers les TAM. Les
macrophages TAM isolés & partir des différentes tumeurs murines et tumeurs des patients
atteints de cancer, expriment des niveaux faibles de récepteurs de chimiokines inflammatoires
et en particulier CCR2, ce qui pourrait étre un mécanisme de rétention des macrophages au
niveau de site tumoral (Sica et al., 2000).

L’'TL-10, ainsi que TGF-£, est produit par différents types de cellules tumorales et par
les TAM. En effet, il a été démontré dans divers modéles de tumeurs d’origine humaine ou

murine que les TAM produisent peu d’IL-12 et des quantités importantes d’IL-10, expriment
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faiblement ’enzyme iNOS et présentent des capacités de présentation d’antigéne réduites. Les
TAM présentent également un défaut de production de cytokines pro-inflammatoires comme
I'IL-13, I'IL-6 et le TNF-a en réponse au LPS. IL-10 favorise la différenciation des monocytes
en macrophages matures et bloque leur différenciation vers les cellules dendritiques (Allavena
and Mantovani, 2012). L’effet de I'IL-10 sur la différenciation des monocytes peut étre un
déterminant important de la proportion relative des TAM par rapport aux DC dans le
microenvironnement tumoral (Kambayashi et al., 1995; Sica et al., 2000; Kurahara et al.,

2011).

1.3.3.2.f Role des TAM dans la progression tumorale. Au cours de la progression
tumorale, les TAM interviennent a différents processus dans la progression tumorale. Alla-
vena and Mantovani (2012) présentent ces différentes processus (Figure 1.12). Tout d’abord,
par rapport les macrophages M1, les TAM produisent moins de TNF, IL-1, NO et ils sont
essentiellement des producteurs d’un certain nombre de facteurs de croissances qui peuvent
stimuler la croissance et la mobilité des cellules tumorales comme le FGF, 'HGF, les ligands
de la famille des récepteurs & EGF (Epidermal Growth Factor) et le TGF-f. Ainsi, le pour-
centage de TAM dans la masse tumorale est corrélé au potentiel métastatique de la tumeur
dans divers types de cancers, ce qui suggére que les TAM jouent un role dans la dissémination
des cellules cancéreuses.

Par ailleurs, les TAM sont impliqués dans la progression des métastases par une sécrétion
des métalloprotéases, les chimiokines comme CSF-1. Dans un modéle de tumeur mammaire
spontanée, la mutation du géne codant pour CSF-1 n’influait pas sur la cinétique d’ap-
parition de la tumeur, mais en diminuant la densité et la maturation des TAM, inhibe la
vascularisation et donc, permettait de diminuer sa progression et son pouvoir métastatique,
en diminuant la densité de TAM.

En plus, la production d’Il-10, de TGF-S ou de PGE2 par les TAM accumulés au niveau
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FIGURE 1.12 — Le role des TAM dans I'immunobiologie des tumeurs. D’aprés Allavena and
Mantovani (2012).

de site tumoral, pourrait participer a I’établissement d’un microenvironnement immunosup-
presseur néfaste a 'activité anti tumorale des NK et des lymphocytes T CD8™ cytotoxiques.
Par ailleurs, les TAM peuvent favoriser la conversion de lymphocytes T effecteurs en T ré-
gulateurs et en effet, dans les cancers ovariens il a été démontré que la production de CCL22
par les TAM était en partie responsable de 'accumulation des lymphocytes T régulateurs
dans le stroma pro tumoral (Balkwill, 2004; Mantovani et al., 2004).

Le role ancestral des macrophages dans le remodelage des tissus et la réparation, se

traduit par les TAM en produisant des enzymes et des inhibiteurs qui régulent la digestion
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de la matrix extracellulaire, comme MMPs et plasmine.

En fin, Les TAM sont impliqué également dans l’angiogenése en produisant un certain
nombre de facteurs pro angiogéniques comme CXCL8, VEGF, FGF-2 et Platelet derived
growth factor B (PDGF-B) qui, en activant le développement vasculaire de la tumeur,
peuvent stimuler la croissance tumorale. Ainsi, des niveaux élevés de TAM sont corrélés
a augmentation de l’angiogenése dans de nombreux cancers (Leek et al., 1996; Lewis et al.,

2000; Dineen et al., 2008).

1.3.3.3 Les cellules suppressives myéloides (MDSC)

1.3.3.3.a Définition et caractérisation. Les cellules myéloides suppressives ont été
décrites Il y a plus de 20 ans chez les patients atteints de cancer (Young et al., 1987; Bues-
sow et al., 1984), mais leur role dans la réponse tumorale a seulement récemment mieux
analysé. Plusieurs études ont montré que la présence de ces cellules dans I’environnement
est corrélée avec la progression tumorale. En effet, la déplétion des MDSC dans les souris
porteuses de tumeurs permettait de restaurer les réponses de lymphocytes T CD8* anti tu-
moraux (Bronte et al., 1998). D’autres études ont par la suite confirmé la capacité des MDSC
issues de souris porteuses de tumeur a inhiber la prolifération et la production d’IFN-v des
lymphocytes T CD8 activés par leur antigéne spécifique in vitro et in vivo (Serafini et al.,
2006). De facon intéressante, il a été montré, dans plusieurs modéles tumoraux, que dans le
microenvironnement tumoral, les cellules T de type TH2, avec une forte production d’IL-10,
IL-4 et TGF-3, favorisent I’accumulation des MDSC et donc favorisent la progression tumo-
rale. En effet, la balance entre les cellules TH1 et TH2, régule la programmation des cellules
myéloides avec une activité anti- versus pro- tumorale (DeNardo et al., 2010, 2009; Lengagne
et al., 2011).

Les MDSC forment une population hétérogéne de progéniteurs des cellules myéloides et
de cellules myéloides immatures (IMC). Ces cellules représentent 20 & 30% des cellules de la

moelle osseuse, environ 3% a 5% des cellules de la rate naive, mais sont absentes dans les
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autres organes lymphoides secondaires chez les souris naives (Serafini et al., 2006). Dans une
souris naive, les IMC générés dans la moelle osseuse vont rapidement se différencier en gra-
nulocytes matures, macrophages ou cellules dendritiques (DC) et elles ne montrent aucunes
propriétés régulatrices (Kusmartsev and Gabrilovich, 2005). En revanche, dans des conditions
pathologiques, comme le cancer, les maladies infectieuses, la septicémie, les traumatismes, la
greffe de moelle osseuse et les maladies auto-immunes, un blocage partiel de la différenciation
de ces cellules (dont le ou les mécanismes demeurent incertain) vers les cellules myéloides
matures, conduit & 'accumulation de ces cellules. L’accumulation des MDSC est induite
par différents facteurs de croissance (GM-CSF, M-CSF) et des cytokines pro-inflammatoires
(IL-6, IL-15, IL-13 et autres). Plusieurs facteurs de transcription ont été impliqués dans 1'ex-
pansion des MDSC, y compris STAT3, CEBPa, etc. (Condamine and Gabrilovich, 2011).
Cependant, le mécanisme de blocage de la différenciation des MDSC vers les macrophages
et DC reste incertain.

Les MDSC ont une forte capacité a supprimer la réponse lymphocytaire T. En plus de
leurs effets inhibiteurs sur les réponses immunitaires adaptatives, les MDSC sont également
des régulateurs de la réponse de I'immunité innée notamment les macrophages, en modu-
lant la production des cytokines (Sinha et al., 2007). Les fonctions non immunologiques de
MDSC ont également été décrites, telles que la promotion de I'angiogenése tumorale et les
métastases.

Chez la souris, les MDSC sont caractérisés par la co-expression de Grl et de l'intégrine
am CD11b. Ces cellules Gr1TCD11b™ sont subdivisées en deux sous-populations : les MDSC
de type monocytaires (M-MDSC) et les MDSC de type granulocytaires (PMN-MDSC) (Youn
et al., 2008; Movahedi et al., 2008; Peranzoni et al., 2010). Les M-MDSC ont une faible in-
tensité d’expression de Grl et sont CD11b+Ly60highLy6G_. Les PMN-MDSC ont une forte
d’intensité d’expression de Grl et sont CDllb*Ly6ClOWLy6G+. Les deux sous-populations
inhibent la réponse T de fagon antigéne spécifique ou non-spécifique selon leur source.

Chez I'homme, une expansion similaire de cellules myéloides immatures est définies
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qui sont des cellules CD33TCD11bTCD14~, dans le cas de divers cancers (Almand et al.,
2000). Chez I'homme, les M-MDSC sont définies comme des cellules CD14+*HLA-DRIOV oy
CD11b*CD14~-CD33TCD15", alors que les PMN-MDSC sont définis comme CD11bTCD14~
CD33*tCD15" (Nagaraj and Gabrilovich, 2010).

1.3.3.3.b  Meécanismes d’immunosuppression par les MDSC. Les MDSC utilisent
différents mécanismes d’immunosuppression via un contact cellulaire et la production de
médiateurs solubles. Les principaux mécanismes utilisés par les MDSC pour induire une

suppression de la réponse T anti-tumoral sont détaillés ci-dessous.

1.3.3.3.b.i Arginase 1 et iNOS. Historiquement, 'activité suppressive de MDSC
a été associée au métabolisme de la L-arginine. Comme décrit précédemment, L-arginine
est le substrat de deux enzymes, iNOS (qui génére du NO) et I'arginase 1 (qui convertit la
L-arginine en urée et L-ornithine). Les MDSC expriment des niveaux élevés d’arginase 1 et
iNOS, et un role direct de ces deux enzymes dans 'inhibition de la fonction des cellules T est
bien établi (Bronte and Zanovello, 2005; Rodriguez and Ochoa, 2008). Des études ont montré
que 'arginase en catabolisant L-arginine en L-ornithine, appauvrie le milieu extracellulaire en
cet acide aminé essentiel a la prolifération et aux fonctions des lymphocytes T. Ce mécanisme
d’appauvrissement en L-arginine par les MDSC, qui a été démontré comme étant a ’origine
d’une diminution de ’expression de la chaine ¢ du TCR dans un modéle murin de cancer
du poumon, pourrait donc représenter un mécanisme majeur de tolérance chez les patients
atteint de cancer (Rodriguez et al., 2002). L’autre produit catabolisé & partir de L-arginine,
NO, par son enzyme iNOS, supprime les fonctions des cellules T par différents mécanismes
qui impliquent 'inhibition de la voie JAK3 et STAT5 en cellules T (Bingisser et al., 1998),
I'inhibition de I’expression de CMH classe II (Harari and Liao, 2004) et I'induction d’apoptose
des cellules T (Rivoltini et al., 2002).
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FIGURE 1.13 — Les mécanismes de suppression induits par les différentes sous-populations
des MDSC. D’aprés Gabrilovich and Nagaraj (2009).

1.3.3.3.b.ii ROS (Reactive Oxygen Species). Un autre facteur important qui
contribue a l’activité suppressive des MDSC est ROS. L’augmentation de la production
de ROS a émergé comme 1'une des principales caractéristiques des MDSC chez les souris
porteuses de tumeur et aussi des patients atteints de cancer (Kusmartsev and Gabrilovich,
2003; Agostinelli and Seiler, 2006). Les études montrent que plusieurs facteurs dérivées de
tumeurs, tels que TGF-3, IL-3, IL-6, IL-10 et GM-CSF, peuvent induire la production de
ROS par les MDSC (Sauer et al., 2001).

Des données récentes indiquent que les différentes sous-populations des MDSC pourraient
utiliser différents mécanismes pour supprimer la prolifération des cellules T. Le Figure 1.13
récapitule le ou les mécanismes utilisés par chaque sous-population des MDSC. La sous-
population granulocytaire ou PMN-MDSC produit des niveaux élevés de ROS et de faibles
niveaux de NO. Inversement, la sous-population monocytaire ou M-MDSC produit de faibles

niveaux de ROS et des niveaux élevés de NO. Les deux sous-populations expriment arginase
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1 (Youn et al., 2008) (Figure 1.13).

La recherche sur les cellules myéloides suppressives révélent plusieurs questions, dont
leur réponse n’a pas été trouvé a ce jour. Les roles des sous populations MDSC dans la
suppression de la réponse T ou les mécanismes moléculaires responsables de blocage partielle

de leur différenciation vers les macrophages et DC, restent a élucider.
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Durant les 30 derniéres années, la plupart des études sur le cancer a été focalisées sur les
cellules tumorales afin de déterminer les fonctions des oncogénes et des génes suppresseurs de
tumeur ainsi que les différentes voies de signalisation qui régulent la prolifération, la survie
ou la mort cellulaire. Ces études ont apporté beaucoup a la compréhension des mécanismes
de transformation cellulaire mais elles ont largement ignoré le fait qu’au cours du processus
de progression tumorale, les cellules tumorales établissent des interactions réciproques avec
des cellules immunes. Les études montrent que les cellules immunitaires présentes dans le
microenvironnement tumoral, peuvent altérer la réponse anti-tumorale, comme les cellules
myéloides suppressives ou les macrophages.

Fas et son ligand, FasL, les membres de la superfamille des TNFR et TNF respectivement,
sont exprimés par les cellules du systéme immunitaire mais également par différents autres
tissus normaux et tumoraux. Le réle initial de la voie Fas/FasL est I'induction d’apoptose
qui est indispensable pour le maintien de 'homéostasie des cellules immunitaires et de la
tolérance périphérique. A ce jour, il y a de plus en plus des études qui ont attribué un réle
pro-inflammatoire au FasL dans les différents modeéles, comme la prolifération des cellules T
ou l'activation de NFxB.

Mon projet de these consiste a étudier le role de FasL sur les cellules myéloides dans
différentes conditions pathologiques comme cancer et I'inflammation. Les objectifs de mon

travail sont :

(I) Identifier le role de FasL sur I'homéostasie de différentes population des cellules myé-
loides
(IT) Etudier l'implication de FasL dans la réponse anti-tumorale (cas de carcinome de

poumon LL2) et disséquer les mécanismes associés de ce role

(III) Etudier le role de FasL dans un modeéle d’'inflammation murin (Injection de thiogly-

colate 3%)
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3.1 La déficience en FasL n’affecte pas la différenciation
et la maturation des cellules myéloides

La déficience de FasL ou de son récepteur est caractérisée par I'accumulation des cellules
hématopoiétiques en périphérie. Dans le compartiment lymphoide, cette accumulation se
caractérise par une amplification des lymphocytes B et T et ’émergence de la population
anormale de lymphocytes T qui sont CD37CD4~CDS8~ (Steinberg et al., 1980; Adachi et al.,
1993; Karray et al., 2004). Par contre, nos connaissances sur le role de FasL. dans I'homéo-
stasie des différentes populations de cellules myéloides sont fragmentaires. Nous avons donc
examiné, par cytométrie en flux, la répartition des populations myéloides dans la moelle
osseuse et dans les organes lymphoides périphériques (Rate et Sang) des souris Fasl KO et

leurs controles, les souris ayant le géne Fasl bordé de deux sites loxP (souris Faslf!//).

3.1.1 Reépartition cellulaire dans la moelle osseuse.

Les cellules myéloides sont préparées a partir des fémurs de souris adultes (7-8 semaines
d’age) et marquées avec des anticorps spécifiques de chaque population cellulaire. Les ré-
sultats de la Figure 3.1A montrent trois populations. Une population majeure de cellules
Gr1TCD11b™, qui sont des cellules immatures et qui se différencient en périphérie en neu-
trophiles, macrophages et cellules dendritiques. Parmi ces cellules, on distingue une sous po-
pulation majeure (50%) caractérisée par '’expression de GrlhighLy6GJr (les progéniteurs des
neutrophiles) et une sous population mineure qui est G1r110WLy6C+CDl15Jr (Figure 3.1B).
Les deux autres populations sont des monocytes, Ly6CT (5%) et les macrophages F480"
(20%). Le pourcentage et le nombre absolu (Figure 3.1C) de ces différentes populations
sont identiques chez les souris Fasl KO et les souris Fasl///f!, soulignant que la signalisation

Fas/FasL. n’a aucun role dans ’hématopoiése des cellules myéloides au niveau central.
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FIGURE 3.1 — L’homéostasie des cellules dans la moelle osseuse est indépendante de FasL.
A. Analyse par cytométrie en flux des cellules myéloides dans la moelle osseuse des souris
naives Fasl KO (noir) et Faslf'//" (blanc). B. Les sous-populations des cellules Gr1t*CD11b*.
Les pourcentages ont été déterminés au sein des cellules vivantes. C. La répartition des
cellules myéloides en nombre absolu (Millions). Les données sont issues de 3 expériences

indépendantes (n=8).
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3.1.2 Différenciation et maturation des cellules myéloides

Nous avons examiné par la suite la différenciation des cellules de la moelle osseuse en mo-
nocytes et macrophages chez les souris Fasl KO et les souris Fasl/"//!. Cette différenciation
est dépendante de GM-CSF et de M-CSF qui sont produits par différents types cellulaires
dont les cellules T activées, les fibroblastes et certaines cellules tumorales (Falk et al., 1988).
Nous avons ainsi mis en culture les cellules de la moelle osseuse provenant de souris Fasl
KO et de souris Faslf!//! en présence de M-CSF (5 ng/ml) ou de GM-CSF (5 ng/ml) pen-
dant 7 jours. Au terme de cette période, nous avons, d’une part, examiné la répartition des
différentes populations cellulaires sur la base de l'expression de Ly6C, F480 et CD115, et
d’autre part, induit la maturation de ces cellules en présence d’IL-4 ou de LPS pendant 48h.
Comme indiqué dans la Figure 3.2A, nous distinguons une population de monocytes défi-
nie par Uexpression de Ly6C et une population des macrophages matures (CD115TF4807).
La population monocytaire est subdivisée en deux sous populations : Ly6CTCD115~ et
LyGChighCD115+. Cette répartition phénotypique est identique en présence de M-CSF ou
de GM-CSF, mais a des proportions différentes. En effet, en présence de GM-CSF, nous ob-
servons 30% de cellules Ly6CTCD115~ contre 11% de cellules Ly6CTCD115" (Figure 3.2B).
Alors qu’en présence de M-CSF la population monocytaire Ly6C™ est répartie en 50% de
cellules CD115" et 50% de cellules CD115~ (Figure 3.2C). Nos résultats montrent que la dif-
férenciation des cellules myéloides est similaire chez les souris Fasl KO et les souris Fasl/!//!
indiquant que FasLi n’a pas de role dans la différenciation des cellules myéloides.

Afin de déterminer si I'expression de Fasl affecte la maturation des cellules myéloides,
nous avons traité ces cellules différenciées par LPS (10 ng/ml) et IL-4 (10 ng/ml), qui sont
impliqués dans la polarisation des macrophages vers le phénotype M1 et M2 respectivement
(Mosser and Edwards, 2008). Le phénotype et la polarisation de ces cellules ont été définis
aprés 48h de culture par 'analyse de I'expression de marqueurs membranaires, la production
d’IL-12, la production de NO et 'activité arginase. Le traitement par LPS des cellules
my¢loides FasL*t et FasL déficientes différenciées en présence de M-CSF ou GM-CSF aboutit
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FIGURE 3.2 — La différenciation des macrophages est indépendante de FasL. Les cellules de
moelle osseuse des souris Fasl/'/f! et Fasl KO cultivées en présence de GM-CSF (5 ng/ml)
ou de M-CSF (5 ng/ml) pendant 7 jours. A. Dot-plot identifiant les 3 sous-populations. B-C.
Pourcentage de ces populations en présence de GM-CSF (5 ng/ml) ou M-CSF (5 ng/ml).
Les pourcentages ont été déterminés au sein des cellules vivantes. Les données sont issues de
2 expériences indépendantes.
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FIGURE 3.3 — Maturation des macrophages in vitro en présence de LPS n’est pas régulée par
FasL. A. Analyse par cytométrie en flux des populations des macrophages différenciés par
GM-CSF ou M-CSF (7 Jours) et traités pendant 48h avec LPS (10 ng/ml). Les pourcentages
ont été déterminés au sein des cellules vivantes. B. La production d’IL-12 par ELISA. C.
La production de NO réalisé par Greiss regeant. D. Mesure d’activité arginase. Les données
sont issues de 2 expériences indépendantes.
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FIGURE 3.4 — Maturation des macrophages in vitro en présence d’IL-4 n’est pas régulée par
FasL. A. Analyse par cytométrie en flux des populations des macrophages différenciés par
GM-CSF ou M-CSF (7 Jours) et traités pendant 48h avec IL-4 (10 ng/ml). Les pourcentages
ont été déterminés au sein des cellules vivantes. B. Mesure de 'activité arginase des cellules
traitées par IL-4. Les données sont issues de 2 expériences indépendantes.

a leur maturation en macrophages F4/80" principalement (Figure 3.3A). Ces macrophages
montrent une forte production d’IL-12 et NO et une faible activité arginase (Figure 3.3B-
D). Ce phénotype caractérise les macrophages de type M1 et il est plus prononcé lorsque les
cellules myéloides sont différenciées en présence de GM-CSF.

Le traitement par IL-4 des cellules myéloides FasLt et FasL déficientes différenciées en
présence de GM-CSF ou M-CSF aboutit aussi a la maturation de cellules en macrophages
F4/80". Mais a l'inverse du traitement par LPS, ces macrophages sont toutes CD115% (Fi-
gure 3.4A), expriment une forte activité arginase (Figure 3.4B) et ne produisent pas d’IL-12
ni du NO. Ce profil des macrophages reléve d'un phénotype de type M2.

Dans cette maturation, nous n’observons aucune différence entre les souris Fasi/"/f! et
les souris Fasl KO démontrant que FasL n’intervient pas dans 'orientation des macrophages
in vitro. En conclusion ’ensemble de ces résultats montre que FasL n’intervient ni dans le

processus de différenciation ni de maturation et d’orientation des macrophages in vitro.
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3.2 L’homéostasie des cellules myéloides en périphérie
est régulée par la voie de Fas/FasL

Les travaux antérieurs de I’équipe ont montré que ’homéostasie des cellules dendritiques
est altérée lorsque le géne Fusl est invalidé dans les cellules T (Mabrouk et al., 2008). Nous
avons alors examiné de facon fine et détaillée le role de FasL sur I’homéostasie des autres
populations de cellules myéloides. Pour cela, nous avons examiné par cytométrie en flux la
répartition des cellules myéloides dans la rate et dans la circulation sanguine chez les souris
Fasl KO et les souris Faslf/7! adultes en utilisant les mémes marqueurs précédemment

décrits.

3.2.1 Reépartition des différentes populations myéloides dans le sang

Les différentes populations des cellules myéloides se différencient & partir des progéni-
tures communes de la moelle osseuse et circulent via le sang vers les organes lymphoides
périphériques pour aboutir a leur maturation en neutrophiles, macrophages ou les cellules
dendritiques. Dans le sang des souris naives, nous distinguons une population granulocy-
taire majeure Grl1TCD11b", une population monocytaire Ly6C™ et des macrophages F480™
(Figure 3.5A). Chez les souris Fasl KO, les trois populations des cellules myéloides sont
significativement augmentées en comparaison avec les souris Fasl///7! de méme age (Par
exemple; en moyenne 9% des cellules Gr1TCD11b* chez les souris Faslf/7' et 14% chez
les souris Fasl KO ; P-value <0,05). La caractérisation fine de la population Gr1TCD11b*
révele une subdivision en deux sous populations : les neutrophiles Ly6G™ et une population
chigh

monocytaire Ly6 qui exprime aussi CD115(Figure 3.5B). Cette subdivision démontre

que la signalisation de FasL régule principalement ’homéostasie des neutrophiles.
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FIGURE 3.5 — L’homéostasie des cellules myéloides dans le sang est régulée par FasL. A. Ana-
lyse par cytométrie en flux des cellules myéloides des souris naives Fasl KO (noir) et Fasl/!/7!
(blanc). B. Sous-populations des cellules Gr1TCD11b™. Les pourcentages ont été déterminés
au sein des cellules vivantes. Les données sont issues de 3 expériences indépendantes (n==8).
Le test statistique utilisé est "Student T-test" (*, P — value < 0.05)

3.2.2 Reépartition des différentes populations myéloides dans la rate

Dans la rate de souris naives Fasl KO et des souris Fasl///f!, on retrouve les mémes popu-
lations de cellules myé¢loides que dans le sang : une population granulocytaire Gr1tCD11b™*,
des macrophages F480" et des monocytes Ly6C simples positives (Ly6C™). Parmi ces trois
populations, seulement les pourcentages des granulocytes Gr1TCD11b* et des monocytes
Ly6C™ sont significativement augmentés dans les rates des souris Fasl KO en comparaison
avec les souris Fasl/'/f! (Figure 3.6A). Chez les souris Fasl KO, 'augmentation du pourcen-
tage de la population Gr1*CD11b* (6% contre 3.4% chez les souris Fasl///f!) se traduit par
une augmentation de la sous population monocytaire Grl*Ly6Chigh (Figure 3.6B).

L’analyse détaillée des macrophages a montré que la majorité des macrophages expriment
CD115 (Donnés non-montrés). Aucune différence significative n’a observée dans le pourcen-

tage de la population des macrophages F480% entre les souris Fasl KO et les souris Fasl/"/1";
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FIGURE 3.6 — L’homéostasie des cellules myéloides dans la rate est régulée par FasL.
A. Analyse par cytométrie en flux des différentes populations de cellules myéloides dans
la rate de souris Faslf'/f! (blanc) et Fasl KO (noir). B. Les sous-populations des cel-
lules Gr1TCD11b*. C. Nombre absolu des différentes populations (en millions de cellules).
Les pourcentages ont été déterminés au sein des cellules vivantes. Les données sont is-
sues de 3 expériences indépendantes (n=8). Le test statistique utilisé est "Student T-test"
(*, P — value < 0.05; **, P — value < 0.005)
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pourtant, comme montré dans la figure 3.6C, cette différence est significative quand le pour-
centage est reporté au nombre total des splenocytes. Les souris Fasl KO montrent une
splénomégalie en comparant avec les souris Fasl//7! et donc, d’une facon générale, le nombre
total de toutes les sous populations des cellules myéloides identifiées dans la rate est amplifié
chez les souris Fasl KO par rapport aux souris Fasl//f!.

En conclusion, FasL est crucial pour 'homéostasie des cellules myéloides en périphérie,
notamment les cellules Gr1TCD11b™. Mais, de facon intéressante, cette homéostasie dépen-

dante de FasL n’affecte pas les mémes populations dans la rate et dans le sang.
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FIGURE 3.7 — La survie des souris porteuses de tumeur est affectée par la présence de FasL.
Les courbes de survie des souris Fasl KO et les souris Fasl///#! sont représentées (n=10).
200,000 cellules tumorales de carcinome de poumon (LL2) ont été injectes en i.v. a des
souris Fasl KO et Fasl/V/1' (P-value < 0.05)

3.3 Inefficacité de la réponse anti-tumorale chez les souris

Fasl KO

Il est important de souligner que ’accumulation des cellules hématopoiétiques chez les
souris Fasl KO ne conduit pas, méme & un age tardif, au développement de tumeurs spon-
tanées (Karray et al., 2004). Nous avons donc examiné la conséquence de cette homéostasie
dépendante de FasL sur les réponses anti tumorales en analysant la survie des souris trans-
plantées par des cellules de carcinome de poumon LL2. Pour cela, nous avons injecté par voie
intraveineuse des cellules LL2 (200,000 cellules) & des souris Fasl KO et des souris Fasl?!/f!
(n=10 par génotype) et avons contrdlé la survie des souris sur une période de 2-3 mois. Les
résultats présentés dans la Figure 3.7 montrent que la mortalité des souris Fasl KO débute
a J22 post injection alors que celle des souris Fasl//f! commence plus tardivement & J30.
Cette mortalité précoce se traduit par une réduction significative de la survie des souris Fasl
KO en comparaison avec les souris Fasl///! (P-value < 0.05). Ce résultat démontre le role

de FasL dans le controle des réponses anti tumorales in vivo.
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3.3.1 Répartition des cellules immunitaires dans la rate

Afin de déterminer les bases cellulaires de l'inefficacité de la réponse anti tumorale dé-
pendante de FasL, Nous avons choisi un mode d’injection de cellules tumorales en sous
cutanée et une cinétique a J21-23 post injection pour différentes raisons, notamment une
raison d’ordre pratique. Le choix de la cinétique est basée sur les données de la Figure 3.7.
A cette cinétique, nous observons un début de mortalité des souris Fasl KO qui est corrélée
avec un début d’apparition des nodules dans les poumons. Lorsque les cellules tumorales
sont injectées en sous-cutanée, le volume tumoral atteint & J21-23 est de 500-600 mm?® pour
les deux génotypes de souris. Pour des raisons d’éthique, nous avons conservé cette cinétique
méme si nous n’observons pas d’un controle de la croissance tumorale dépendant de FasL.

Nous avons alors examiné par cytométrie de flux la répartition des différentes popu-
lations myéloides dans nos souris mobilisées par la tumeur LL2. Ainsi, nous distinguons
trois populations majeures : une population Grl™, les macrophages F480% et les mono-
cytes Ly6CtGrl~ (Figure 3.8A). En pourcentage et en nombre, les populations Grlt et
macrophages F480" sont sensiblement identiques entre les deux génotypes. Par contre, la
population Gr1~Ly6C™ est significativement augmentée dans la rate des souris Fasl KO par
rapport aux souris Fasl//f!. Par ailleurs, une caractérisation fine de la population Grl™ a
révélé une différence de répartition entre les populations granulocytaires et monocytaire. En
effet, la rate des souris Fasl/!/7! se caractérise par une amplification significative en nombre
et en pourcentage des cellules GrlhighLy6G+Ly6C10W, alors que la rate des souris Fasl KO
se caractérise par une augmentation significative de la population Gr1loWLy6G-Ly6Chigh
(Figure 3.8B,C).

Les cellules Grl1™ sont des cellules immatures qui dans une situation physiologique se dif-
férencient en macrophages et en cellules dendritiques. Mais dans des situations pathologiques,
la différenciation de ces cellules est bloquée et s’accumulent dans les organes périphériques et
I'infiltrat tumoral. Ces cellules se divisent en deux sous-populations granulocytaire (PMN-

MDSC) et monocytaire (M-MDSC)(Gabrilovich and Nagaraj, 2009; Bronte and Zanovello,
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FIGURE 3.8 — FasL régule la répartition des sous-populations des cellules Grlt dans la rate
des souris porteuses de tumeur. A. Analyse par cytométrie en flux des différentes popula-
tions de cellules myéloides dans la rate de souris Fasl///#! (blanc) et Fasl KO (noir) por-
teuses de tumeur LL2 & J21-J23 post-injection. B. Sous-populations des cellules Gr1*. C. La
répartition des cellules myéloides en nombre absolu (en millions de cellules). D. La réparti-
tion relative des sous-populations des cellules Grl™ Fasl™ (Gauche) et Fasl KO (Droite).
Les pourcentages ont été déterminés au sein des cellules vivantes. Les données sont is-
sues de 3 expériences indépendantes (n=15). Le test statistique utilisé est "Student T-test"
(*, P — value < 0.05; **, P — value < 0.0005)
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2005; Rodriguez and Ochoa, 2008). La population PMN-MDSC exprime des niveaux fort de
Grl (Grlhigh) et elles sont Ly6G+Ly6C10W. M-MDSC sont GrllOWLyESG*LyGChigh (Youn
et al., 2013).

Nos données et celles de la littérature (Youn et al., 2013; Movahedi et al., 2008) montrent
que, chez une souris sauvage porteuse de tumeur, dans la population Grl totale, la proportion
en Gr1hish (PMN-MDSC) et Gr1loW (M-MDSC) est de 60-70% et 30-40% respectivement.
De facon intéressante, chez les souris Fasl KO, ce rapport est inversé (37% PMN-MDSC
contre 61% M-MDSC—Figure 3.8D). Ce résultat intéressant, suggérerait une implication de
FasL: dans la répartition des sous-populations des cellules Grl™ en faveur des populations
granulocytaire.

La répartition des cellules CD4" dans la rate, entre les deux génotypes, reste sensiblement
identique. La caractérisation plus détaillée nous a montré une amplification significative des
cellules T CD4TCD257FoxP3" chez les souris Fasl KO porteuses de tumeur (Figure 3.9A),
alors que chez les souris naives, la répartition de ces cellules est identique entre les deux
génotypes (Figure 3.9B). Cette amplification pourrait contribuer & une immunosuppression

plus prononcée chez les souris Fasl KO porteuses de tumeur.
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FIGURE 3.9 — Induction des cellules T CD41tCD25"FoxP3" dans la rate des souris FasL
déficientes porteuses de tumeur. A. La répartition des cellules T CD4*CD25%"FoxP3™* dans la
rate des souris Fasl//f! (blanc) et Fasl KO porteuses de tumeur. C. La répartition des cellules
T CD4TCD25%FoxP3* dans la rate des souris naives Fasl?'//! et Fasl KO. Les pourcentages
ont été¢ déterminés au sein des cellules vivantes et ciblés dans la population CD4+tCD25%.
Les données sont issues de 2 expériences indépendantes (n=9). Le test statistique utilisé est
"Student T-test" (***, P — value < 0.0005).
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3.3.2 Répartition des cellules immunitaires dans l’infiltrat tumoral

En paralléle, nous avons examiné la distribution des cellules myéloides dans l'infiltrat
tumoral de ces souris, particuliérement les cellules Gr1t*CD11b™ et les macrophages F480".
Nous observons une diminution significative du pourcentage des cellules Gr1TCD11b™ chez
les souris Fasl KO (26.8% chez les souris Fasl?'/f! contre 18.9% chez les souris Fasl KO
(Figure 3.10A). A I'inverse de la rate, cette diminution corresponds principalement a celle des

1low qui, comme indiqué dans la Figure 3.10B, sont subdivisées en F480TLy6C™

cellules Gr
(3% chez les souris Fasl///7! contre 1.9% chez les souris Fasl KO) et Ly6Chigh (6.5% chez les
souris Fasl’'/f! contre 4% chez les souris Fasl KO). La sous population Gr1high représente
une population granulocytaire co-exprimant Ly6C et Ly6G (12.7% chez les souris Fasl/ L
contre 9.2% chez les souris Fasl KO—Figure 3.10B). Par contre, les macrophages F480 sont
significativement augmentés chez les souris Fasl KO—13.5% chez les souris Fasl//T! contre
17.3% chez les souris Fasl KO—Figure 3.10A).

A Tinverse des cellules myéloides, les cellules lymphoides, en I'occurrence les cellules
T, leur pourcentage dans l'infiltrat tumoral est trés faible chez les deux génotypes (Figure
3.10C). En résumé, nous observons une amplification de la population M-MDSC dans la rate

des souris Fasl KO et une amplification des macrophages dans l'infiltrat de ces souris, ce qui

suggere que les cellules myéloides d’origine monocytaire sont régulées par FasL.
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FIGURE 3.10 — Répartition des populations des cellules myéloides dans l'infiltrat des souris
porteuse de tumeur. A. Analyse par cytométrie en flux des différentes populations de cellules
myéloides dans l'infiltrat de souris Fasl'/f! (blanc) et Fasl KO (noir). B. Les sous-populations
des cellules Gr1TCD11b*. C. La répartition des lymphocytes. Les pourcentages ont été dé-
terminés au sein des cellules vivantes. Les données sont issues de 3 expériences indépendantes
(n=15). Le test statistique utilisé est "Student T-test" (*, P —value < 0.05; **, P — value <
0.005; ***, P — value < 0.0005).
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3.3.3 Caractérisation fonctionnelle des cellules myéloides dans la

rate et D'infiltrat.
3.3.3.1 Caractérisation fonctionnelle des cellules Grlt de la rate

Afin de caractériser les cellules myéloides Grl™t sur le plan fonctionnel, nous les avons
isolé a partir de splénocytes des souris Fasl//f! et Fasl KO porteuses de tumeur LL2 a

J21-J23 post-injection.

3.3.3.1.a Profil génique. Dans un premier temps, nous avons examiné par PCR quan-
titative en temps réel I'expression des génes d'IL-10, CCL24, MIP-1 et iNOS relevant de
phénotype anti et pro inflammatoire. L’IL-10 est exprimé par des macrophages immunosup-
presseurs et les MDSC dans différentes situations inflammatoires. Elle diminue 1’activation
des cellules présentatrices d’antigénes, la sécrétion de cytokines inflammatoires, dont I'IL-
12, et I'expression de molécules de co-stimulation (O’Garra and Murphy, 2009). CCL24 est
un chimiokine, secrété principalement par les macrophages M2 et les MDSC, augmente le
recrutement des cellules Th2 et les cellules T régulatrices lors d’'une réponse pro-tumorale
(Biswas and Mantovani, 2010). MIP-1 est une chimiokine pro-inflammatoire produite par les
cellules myéloides. iNOS qui est exprimé dans les macrophages suite a leur activation par les
endotoxines ou les cytokines pro inflammatoires et la production de NO aide a I’élimination
des pathogenes (Petruson et al., 2005). Les résultats obtenus montrent que les cellules Gr1™
issues des souris Fasl KO sur-expriment les génes immunosuppresseurs (IL-10 et CCL24) et
sous-expriment MIP-1 et iNOS qui sont des génes pro-inflammatoires (Figure 3.11). Le profil
d’expression de ces génes suggére un phénotype immunosuppresseur prononcé des cellules

myéloides Grl™ déficientes en FasL.
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FIGURE 3.11 — Les cellules Gr1™ FasL déficientes sur expriment les génes anti-inflammatoires.
Profil d’expression des génes pro et anti-inflammatoires des cellules Grl™ Fasl KO par rap-
port aux cellules Grl™ Fasl//J! triées a partir de la rate des souris Fasl//7! et Fasl KO,
analysées par Q-PCR. Les données sont issues de 2 expériences indépendantes.

3.3.3.1.b Activité immunosuppressive des cellules Grl*. L’immunosuppression
induite par ces cellules implique différents mécanismes dont la production d'urée, de NO
et ROS. Le dosage de NO dans les surnageants de co-cultures de cellules Grlt et spléno-
cytes activés par anti-CD3 montre que ces cellules Grl1™* sont dépourvue d’activité iNOS. Par
ailleurs, la mesure de l'activité arginase de ces cellules, & TO ou au terme d’une co-culture de
trois jours avec des splénocytes activés par anti-CD3, est nulle. Par contre, nous observons
une production de ROS par ces cellules (Figure 3.12). Mais, chez les souris Fasl KO cette
production est nettement plus faible que celle des souris Faslf'//! (8666 moyenne d’intensité
de fluorescence pour les cellules Gr1t Fasl™ et 2601 pour les cellules Grl™ FasL déficientes.
Les cellules Gr18h sont décrites comme la principale source de ROS (Youn et al., 2012).
Par conséquent, la faible production de ROS par les cellules Grl™ FasL déficientes, corréle
bien avec le faible pourcentage de cellules Gr1Mi8h ghservé dans la rate des souris Fasl KO

porteuses de tumeur.
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FIGURE 3.12 — Les cellules Grl™ issues des souris FasL déficientes montrent plus faible
activite ROS par rapport aux souris Fasl //f!. L’activité ROS produite par les cellules Grl*
triées de la rate des souris porteuses de la tumeur LL2 (J21-23). Les données sont issues de
2 expériences indépendantes.

Afin de tester si cette production de ROS conduit & une fonction immunosuppressive,
nous avons mis ces cellules Gr1™ en culture a différents rapports en présence de splénocytes
activés par anti-CD3 (5 pg/ml). La prolifération des cellules T a été déterminée par un
test d’incorporation de BrdU au bout de 3 jours de culture. Comme indiqué sur la Figure
3.13, ces cellules Grl™ n’inhibent pas la prolifération des cellules T activées. Cette absence
d’inhibition pourrait étre associée a la méthode d’activation des cellules T. En effet, certaines
données montrent que les cellules Grl issues de la rate n’induisent une fonction inhibitrice
que lorsque les cellules T sont activées de fagon dépendante de I'antigéne (Corzo et al., 2010;
Movahedi et al., 2008; Youn et al., 2012). Alternativement, la seule production de ROS ne

suffit pas & induire une activité suppressive.
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FIGURE 3.13 — Les cellules Gr1l™ n’inhibent pas la prolifération des splénocytes activées de
fagon non-spécifique. La prolifération des Splénocytesactivées par anti-CD3 (5 pg/ml) en
présence des cellules Grlt Fast//f' et Fasl=/~. Les données sont issues de 2 expériences
indépendantes.

3.3.3.2 Caractérisation fonctionnelle des cellules myéloides de l’infiltrat

Les infiltrats tumoraux des souris Fasl///f! et Fasl KO sont enrichis en macrophages
Gr1-F480" et en cellules Gr1™. Nous avons alors isolé ces deux populations et analysé
leur fonction en mesurant Iactivité arginase, I'activité iNOS et leur capacité a inhiber la

prolifération des splénocytes activés par anti CD3.

3.3.3.2.a Les cellules Gr1™. Les résultats trés préliminaires montrent que, inversement
a la rate, les cellules Grl™, de l'infiltrat, indépendamment de génotype, sont capables d’in-

hiber la réponse proliférative des splénocytes activés par anti-CD3 (Figure 3.14).
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FIGURE 3.14 — Les cellules Grl™ issues U'infiltrat tumoral inhibent la prolifération des splé-
nocytes activées de facon non-spécifique. La prolifération des splénocytes en présence des
cellules Grl1* issues de infiltrat des souris porteuses de tumeur Faslf'//! et Fasl KO (MTT).

3.3.3.2.b Les macrophages. Les macrophages F480"Grl~ issus de l'infiltrat ont une
forte activité arginase qui est similaire pour les deux génotypes (Figure 3.15A). Ces macro-
phages, indépendamment du génotype, ne produisent pas de NO. Mais, lorsqu’ils sont mis
en présence de splénocytes activées par anti CD3, ils montrent une activité iNOS par une
production de NO (Figure 3.15B). Cette double activité enzymatique de ces macrophages
est corrélée a leur capacité a inhiber la réponse proliférative des splénocytes activés par
anti-CD3 (Figure 3.15C).

L’ensemble de ces données suggére que l'enrichissement de ’environnement tumoral en
macrophages immunosuppresseurs pourrait, parmi d’autres mécanismes, contribuer a 'inef-

ficacité de la réponse anti tumorale et la réduction de survie des souris Fasl KO.
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FIGURE 3.15 — Les macrophages d’infiltrat inhibent la prolifération des Splénocytes activées
par anti-CD3. A. Mesure d’activité arginase des macrophages isolés a partir de linfiltrat
des souris souris Fasl/"/Tlet les souris Fasl KO. B. Le test de la production de NO réalisé
par Greiss regeant. C. La prolifération des Splénocytes activées par anti-CD3 (5 pg/ml) en
présence des macrophages, a été mesurée par le test d’incorporation de BrdU.
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3.4 Role pro-inflammatoire de FasL. dans un modéle d’in-
flammation expérimentale

Afin de déterminer si 'accumulation des cellules myéloides suppressives chez les souris
déficientes en FasL est spécifique d’'un environnement tumoral ou le reflet d’un état inflam-
matoire, nous avons étudié le réle de FasL. dans un modéle murin d’inflammation péritonéale
induite par le thioglycolate. Le milieu thioglycolate déclenche certaines réactions non enzy-
matiques entre les protéines et les sucres présents dans le milieu ce qui conduit a la production
des « advanced glycation endproducts (AGEs) ». La fixation d’AGE sur son récepteur, qui est
exprimé par différents types cellulaires dont les cellules endothéliales, les macrophages et les
neutrophiles (Li et al., 1997), conduit & une inflammation (Neeper et al., 1992). L’injection
en intra péritonéale d’une solution de thioglycolate a 3% induit, a des cinétiques différentes

le recrutement de neutrophiles et macrophages dans le péritoine des souris.

3.4.1 Profil génique des macrophages induit par thioglycolate

L’inflammation induite chez les souris Fasl KO et Fasl?'/1" trois jours aprés injection d'une
solution de thioglycolate a 3% est caractérisée par un recrutement de cellules CD11bTF480".
Comme indiqué dans la Figure 3.16A, le nombre total de cellules CD11b*F480" recrutées
est similaire entre les souris Fasl KO et les souris Fasl?//f' (17 million cellules chez les
souris Fasl KO contre 19.6 millions cellules chez les souris Fasl///f!). Par la suite, pour une
meilleure caractérisation phénotypique de ces cellules, nous avons examiné leur signature
génique par un test de Microaarray Agilent 56K. Les résultats ont été analysés par des outils
bio-informatiques en fixant un « Fold change » supérieur a 2 et la « P-value » inférieure
a 0.05. Par cette méthode, nous avons identifié 1875 génes surexprimés (en rouge) et 1578
génes sous-exprimés (en vert) dans les souris Fasl KO par rapport aux souris Fasl///f! (Figure

3.16B). Parmi ces génes différemment exprimés, nous avons sélectionné ceux caractéristiques
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de phénotype pro ou anti-inflammatoire identifiés plus haut dans la réponse anti tumorale.

Le panneau de droite de la Figure 3.16B montre la comparaison de ’expression de ces
génes chez les souris Fasl KO par rapport aux souris Fasl/"/f'. Les macrophages Fasl KO
sur-expriment les génes de 1'IL-10, de I’Arginase 1, de CCL17 et de CCL24 alors que les
génes MIP-1, iNOS et MMP-8 sont sous-exprimés. Ce profil d’expression génique de ces
macrophages est relevant d’un phénotype immunosuppresseur de type M2.

Nous avons confirmé ce profil d’expression sur de nouvelles préparations d’ARN de ma-
crophages péritonéaux induits par le thioglycolate provenant des deux génotypes de souris.
De plus, 'analyse de I’expression de nouveaux génes caractéristiques du phénotype pro in-
flammatoire a montré que les génes TNF-a et MIP-1 sont sous-exprimés chez les souris Fasl
KO (Figure 3.16C). Ces données montrent que dans un modéle d’inflammation induit par
thioglycolate les macrophages déficients en FasLi expriment un phénotype immunosuppres-

seur nettement plus prononcé en comparaison avec les macrophages Fasl/!/ 7.
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FIGURE 3.16 — Phénotype inflammatoire des macrophages FaslL déficients. A. Nombre de
cellules recrutées suite a l'injection intra-péritonéale de thioglycolate 3% (n=40; nombre
d’expériences > 10). B. Analyse de Microarray des macrophages péritonéaux. Le volcan in-
dique une sur- ou sous- expression des génes par les macrophages de souris Fasl KO par
rapport aux macrophages de souris Fasl/'//. C. Confirmation de I'expression des génes ca-
ractéristiques des phénotypes pro et anti-inflammatoire des macrophages péritonéaux par

Q-PCR.
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3.4.2 Caractérisation phénotypique des cellules induites par thio-

glycolate

Une analyse plus fine du phénotype de ces cellules montre qu’elles sont subdivisées en
deux populations ayant une morphologie différente. Une population majeure, de cellules
de grande taille (0.2 mm) avec un noyau lobé et un cytoplasme important, est composée
de cellules F480" qui expriment le récepteur au CSF-1 (CD115) et le récepteur a I'IL-4
(F480TCD115"IL-4R™) (Figure 3.17A). Dans cette population, 30% de ces cellules expriment
le marqueur Ly6C* (Figure 3.17B). Une deuxiéme population F480"Ly6C*, mais CD115 1L~
4R, représente 35% des cellules totaux est composée de cellules de petites tailles avec un gros
noyau et un cytoplasme trés réduit (Figure 3.17A-B). Ces cellules sont récemment identifiées
comme étant des éosinophiles recrutés lors d'une inflammation induite par thioglycolate.
Misharin et al. ont montré que les éosinophiles expriment en plus de leur marqueur spécifique
(Siglec F) des marqueurs en commun avec des macrophages comme CD11b ou F480. La
distinction de ces cellules avec les macrophages est basée sur leur intensité d’expression de ces
marqueurs. Les éosinophiles sont SSC H8RCD11h LOWE480 LOW  alors que les macrophages
péritonéaux sont CD11b Highpg( Int-High (Misharin et al., 2012). Sur la base de ces études,
nous avons considéré que la deuxiéme population F4801 corresponds aux éosinophiles.

Bien que nous n’observons pas de différence sur le nombre total des cellules recrutées entre
les deux génotypes de souris, I’analyse de la répartition de ces deux populations sur la base
du phénotype décrit plus haut en utilisant un trés grand nombre de souris (n=40) montre que
la proportion de macrophages FA80TCD115TIL-4R™ est significativement (P value< 0.05)
plus importante chez les souris Fasl KO en comparaison avec des souris Fasl/'//! (Figure

3.18).
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FIGURE 3.17 — Les macrophages recrutés se divisent en deux sous-population, macrophage
et éosinophiles. A. Analyse par cytométrie en flux et morphologie des cellules recrutées vers
le péritoine & J3 post injection de thioglycolate. Les cellules F480TCD115" et F480TCD115~
triées et colorées par Geimsa. B. Le tableau récapitulatif des caractéristiques phénotypiques
des macrophages et des éosinophiles. Les pourcentages ont été déterminés au sein des cellules
vivantes. Les données sont issues des différentes expériences.
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FIGURE 3.18 — Les souris déficientes en FasLi accumulent les macrophages F480TCD115" a
J3 post injection de thioglycolate. L’analyse par cytométrie en flux de phénotype des cellules
recrutées vers le péritoine des souris Fasl /7! et Fasl KO injectées par thioglycolate 3%.
Les pourcentages ont été déterminés au sein des cellules vivantes. Les données sont issues
a partir de différentes expériences représentant un nombre total de 40 souris par génotype.
(*, P —wvalue < 0.05)

3.4.3 Caractérisation fonctionnelle des macrophages F480"CD115"
IL-4R*

3.4.3.1 Profil d’expression génique

Afin de mieux caractériser ces macrophages, nous avons examiné leur profil génique par
Q-PCR. Pour cela, nous avons trié les macrophages F480TCD115" provenant du péritoine
de souris Fasl KO et Fasl/V/f! traitées par thioglycolate et avons analysé I'expression des
genes CXCL10, iNOS, CCL24, 1L-10 et arginasel. Les résultats obtenus montrent que d’une
part, les macrophages F480"CD1157IL-4R" ont un phénotype anti-inflammatoire comme
le montre la surexpression des génes 1L-10, CCL24 et arginasel et, d’autre part, le niveau
d’expression de ces génes par les macrophages F480TCD1157IL-4R™ déficients en FasL est
plus élevé en comparaison aux souris Faslf'//! (Figure 3.19).

Ce profil génique est corrélé par une analyse de I'activité arginase et par la détermination



CHAPITRE 3. RESULTATS 94

L cxeuo
T
ccrze [NEGEGN
L et
Arginase [N
B -6 4 2 ﬁ 2 4 6 8 10
Flod Change

FIGURE 3.19 — Les macrophages CD115" FasL déficientes montrent un profil génique anti-
inflammatoire. Analyse d’expression des génes caractéristiques des phénotypes pro et anti
inflammatoires des macrophages F480TCD115" triées issues des souris Fasl KO par rapport
les celles issues des souris Fasl///#! par Q-PCR.

de pourcentage macrophages IL-10". En effet, la figure 3.20 montre que ces macrophages
ont une activité enzymatique. Mais, nous ne distinguons pas de différence d’activité entre
les deux génotypes. Par contre, lorsque ces cellules sont traitées avec de I'IL-4 (10 ng/ml)
pendant 24h, 'activité arginase est particuliérement augmentée lorsque les macrophages sont
déficients en FasL (Figure 3.20). Il est important de signaler que les éosinophiles n’ont pas
d’activité arginase indiquant que le profil immunosuppresseur des cellules totaux recrutées
dans le péritoine (Figure 3.16) corresponds a celui des cellules F480TCD115IL-4R™.

Le dosage intracellulaire d’IL-10 a confirmé que la sur expression du géne d’IL-10 observée
chez les souris Fasl KO (Figure 3.19) corresponds bien a un pourcentage plus élevé de ma-
crophages IL-10" lors que les cellules sont déficientes en FasL par rapport aux macrophages

FasL™ (Figure 3.21).
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FIGURE 3.20 — Les macrophages F480TCD1151IL-4R™ montrent une forte activité arginase.
Mesure de la production d’urée par les macrophages CD115™, en présence ou en absence d’IL-
4 (10 ng/ml) pendant 24h, et par les éosinophiles. Les données sont issues de 2 expériences
différentes.
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FIGURE 3.21 — Les macrophages F480TCD1151IL-4R™ déficientes en FasL expriment forte-
ment d’IL-10. Analyse par cytométrie en flux des macrophages F480TCD115TIL-4RTIL-10%.
Les macrophages sont triés et mis en culture pendant 18h (O/N). Les pourcentages ont été
déterminés au sein des cellules vivantes F480TCD115". Les données sont issues de 2 expé-
riences différentes.
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3.4.3.2 Inhibition de la réponse proliférative T par les macrophages F480"CD115"IL-
4R*

Afin de vérifier que le phénotype immunosuppresseur des cellules F480"CD115TIL-4R ™"
est bien associé a une fonction suppressive, nous avons mis en culture des splénocytes activés
par anti-CD3 (5 pug/ml) en absence ou en présence de macrophages F480"CD115TIL-4R™
a différents rapports effecteur/cible. Aprés 3 jours de culture, la prolifération des cellules
T a été déterminée par un test d’incorporation de BrdU. Les résultats de la Figure 3.22A
montrent que les macrophages F480TCD115TIL-4R™* & un rapport égal avec les cellules cibles,
inhibent la prolifération des cellules T a 90%. Cette inhibition est graduellement diminuée
en fonction du rapport effecteur/cible et elle est perceptible méme a un faible rapport. Par
exemple au rapport 1 : 0.05, ces macrophages sont capables d’inhiber la réponse proliférative
a 60%. Cette capacité suppressive est légérement plus forte, mais pas de fagon significative,
lorsque les macrophages F480TCD1151IL-4R* sont déficients en FasL. Cette inhibition de
la prolifération des cellules T est corrélée a une diminution de la production d’'TFN-vy dans

le surnageant de co-culture (Figure 3.22B).
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FIGURE 3.22 — Les macrophages CD115% suppriment la prolifération des cellules T activées
par anti-CD3. A. Test de prolifération des cellules T par une incorporation de BrdU. Les
splénocytes sont activées par anti-CD3 (5 ug/ml) mises en culture en présence des macro-
phages F480"CD115" a différents rapports. B. La production d’TFN-v par les Splénocytes
activées par anti-CD3 en présence ou absence des macrophages CD115" mesurée par ELISA.
Les données sont issues de 3 différentes expériences.

3.4.3.3 Meécanismes d’inhibition de la réponse proliférative exercés par les ma-

crophages F480*CD115"IL-4R™*

L’arginase et iNOS sont les deux enzymes principaux qui jouent un réle dans 'activité
immunosuppressive exercée par les macrophages. Nous avons alors examiné ces deux méca-
nismes & deux cinétiques (une cinétique intermédiaire-36h et au bout de trois jours-72h) de
co-culture de macrophages F480TCD115"IL-4R™ et de splénocytes activées par anti-CD3
au rapport 1 :1. Les résultats de la Figure 3.23A montrent qu’a 36h I'activité arginase des
cellules en co-culture est identique a celle des macrophages seuls. Par contre, a 72h cette
activité arginase est augmentée pour les deux génotypes. Cependant, 'activité arginase des
macrophages Faslf!/T! est nettement plus importante que celles des macrophages déficients
en FasL.

Dans ces mémes conditions, nous avons également examiné la production de NO qui

résulte de 'activité enzymatique d’iNOS. Les résultats de la Figure 3.23B montrent que
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FIGURE 3.23 — Les macrophages CD115™" utilisent deux voies iNOS et arginase pour inhiber
la prolifération des cellules T. A. Activité arginase des macrophages CD115% seuls ou en
présence des splenocytes. La concentration d’urée produite est mesurée et montrée en mM.
B. Production de NO des macrophages CD115" en présence ou absence des Splénocytes
(deux cinétique T=36h, 72h). Les données sont issues de 2 expériences différentes.

les macrophages seuls ne produisent pas de NO. Mais, lorsqu’ils sont mis en présence de
splénocytes activées par anti CD3, nous observons a 36h de culture une production de NO
qui est doublée a 72h pour les deux génotypes. Cette production de NO est corrélée avec
une levée partielle de I'inhibition de la réponse proliférative des splénocytes en présence de
L-NMMA, inhibiteur spécifique de I'activité enzymatique d’iNOS. Ces résultats indiquent
que, en plus de la voie arginase, celle de iNOS est également impliquée dans I'inhibition de
la réponse proliférative induite par les macrophages F480TCD115TIL-4R". Mais, I'inhibition
de la réponse proliférative en présence de macrophages F480TCD1157IL-4R* déficients en
FasLi semble impliquer principalement la voie iNOS. En effet, comme indiqué sur la figure
3.24, en présence de L- NMMA l'inhibition de la réponse proliférative est de 60% et 40% en

présence des macrophages sauvages et déficients en FasL respectivement.
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FIGURE 3.24 — L’inhibition de la réponse proliférative par des macrophages CD115% est
dépendante de la voie iNOS. Test de prolifération des Splénocytes activées par anti-CD3 en
présence des macrophages CD115" + /- de l'inhibiteur de la voie iNOS (NMMA 500 pM).
Les données sont issues de 2 expériences différentes.
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3.4.3.4 Amplification de cellules T CD4"CD25"FOXP3"

La production d’IL-10 peut avoir des effets sur d’autres types cellulaires, notamment la
survie et la fonction des cellules T CD4TCD25TFOXP3" (Tanikawa et al., 2012; Cao et al.,
2010). Nous avons montré dans la Figure 3.21 que les macrophages F480"CD115TIL-4R™
triés, sont 'TL-107". Cette expression d’IL-10 est maintenue, voir légérement augmentée, lors
que les macrophages sont en présence des splénocytes (Figure 3.25A). Nous avons alors exa-
miné si cette expression d’IL-10 par les macrophages aurait une conséquence sur la répartition
des cellules T activées par anti-CD3 (Figure 3.25B). Comme indiqué dans la Figure 3.25B,
dans une culture de splénocytes activés par anti-CD3, les cellules CD4TCD25TFOXP3" ne
représente que 2.5% des cellules totales. Ce pourcentage est augmenté a 5-6% en présence de
macrophages F480TCD1157IL-4R*. Cette augmentation est légérement plus élevée lorsque
les macrophages sont déficients en FasL.

L’ensemble des résultats de cette partie confirme bien que ’environnement inflammatoire
des souris Fasl KO, qu’il soit di & une injection des cellules tumorales, soit dii & une induction
d’inflammation, est enrichi par des cellules immunosuppressives ; ce qui suggére un role pro-

inflammatoire de FasLh dans la réponse immunitaire.
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FIGURE 3.25 — Les macrophages F480TCD1157IL-4R" amplifient les cellules T
CD4TCD25TFOXP3*. A. Analyse ciblée par cytométrie en flux sur les macrophages
F480TCD115TIL-4R™ triés en présence des splénocytes activées par anti-CD3. B. Analyse
par cytométrie en flux sur les splénocytes activées par anti-CD3 en présence des macro-
phages. Les pourcentages ont été déterminés au sein des cellules vivantes. Les données sont
issues de 2 expériences différentes.
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Nos résultats montrent que la survie des souris déficientes en FasL porteuses de tumeur
LL2 est nettement diminuée en comparaison avec les souris Fasl//7*. Chez ces souris Fasl KO,
nous observons I’enrichissement du microenvironnement tumoral en macrophages immuno-
suppresseur ce qui pourrait, en absence d’une cytotoxicité des cellules T par la voie Fas-FasL,
contribuer a cette réduction de survie. Nous avons également observé que cet enrichissement
des macrophages immunosuppresseurs existe dans un environnement inflammatoire induit

par une injection de thioglycolate.

4.1 La relevance de la voie Fas/FasL. dans ’homéostasie
des cellules immunitaires

L’importance de la voie Fas/Fasl. a été mis en valeur dans I'homéostasie des cellules
immunitaires aprés avoir associé le syndrome lymphoprolifératif, observé chez les patients
atteints d’ALPS, aux mutations des génes Fus et Fasl. Chez la souris, les alléles Ipr et gld,
représentent les mutations naturelles respectives de Fas et Fasl. Comme chez I’homme, ces
souris développent une lymphadénopathie et une splénomégalie associés a des signes auto-
immuns.

Les études antérieures de Dr.Karray ont montré que le phénotype lymphoprolifératif et
la splénomégalie observés chez les souris gld, sont nettement moins important par rapport
aux souris Fasl~/~. De plus, les résultats montrent également que chez les souris gld, FasL a
conservé une activité résiduelle de fixation a sa récepteur (Karray et al., 2004). Pour disséquer
les bases cellulaires responsables de ce phénotype, I'équipe a généré de nouvelles lignées de
souris avec des invalidations ciblées du géne Fasl dans les cellules T, dans les cellules B et
dans les cellules myéloides. Ils ont montré que FasL sur les cellules T régule ’homéostasie des
cellules présentatrices antigéne, en 'occurrence des cellules B, nécessaire pour la prévention

d’auto immunité. Par ailleurs, ils ont montré que la délétion de Fasl dans les cellules B
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conduit a la production des auto-anticorps. Par contre, la délétion de Fasl dans les cellules
myéloides ne conduit pas & des manifestations auto-immunes (Mabrouk et al., 2008). Ces
études confortent les travaux de Stranges et al. (2007) qui ont montré, par une délétion ciblée
du géne Fas dans les DC, que la voie Fas-FasL est nécessaire pour leur homéostasie et la
prévention de 'auto immunité.

Dans ce travail, nous avons examiné d’une facon fine et détaillée, le role de la voie
Fas/FasL sur ’homéostasie des différentes populations des cellules myéloides chez la sou-
ris naive. Nous avons montré que FasL régule différemment cette homéostasie selon le type
cellulaire et 'organe lymphoide. En effet, nous avons montré que FasL régule I'homéosta-
sie des cellules Gr1TCD11b* en périphérie, mais n’affecte pas les mémes sous-populations
dans le sang et dans la rate. Dans la circulation, la voie Fas-FasL régule I’homéostasie des
neutrophiles Ly6GTCD11b*. Par contre, dans la rate cette voie régule I'homéostasie des
populations monocytaires (Figure 3.6). Il serait intéressant de déterminer la source de FasL
responsable de ’homéostasie de chaque population myéloide en utilisant les souris avec une
délétion ciblée de Fasl dans d’autres types cellulaires, notamment dans les cellules T ou les

cellules myéloides.

4.2 Role de FasL dans la réponse anti-tumorale

Le role de FasL dans la réponse anti-tumorale est complexe. Les études in vitro ont
montré que, d'une part, I’expression de FasL sur les lymphocytes T et les cellules NK peut
induire 'apoptose des cellules tumorales qui expriment Fas (Krammer, 2000) et d’autre part,
I’expression de FasL par les cellules tumorales est considérée comme un des mécanismes
d’échappement tumoral du systéme immunitaire (Igney and Krammer, 2005). L’implication
de cette voie dans la réponse anti-tumorale in vivo est trés peu étudiée. Nous avons montré
dans ce travail que, dans un cas de carcinome de poumon (LL2), la survie des souris déficientes

en FasL porteuses de tumeur, est significativement diminuée par rapport aux souris controles.
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Cette diminution de survie est confirmée par d’autres lignées tumorales, notamment une
lignée leucémique (Données non montrées). Ainsi, ce résultat suggére que FasL joue un role
dans la réponse anti-tumorale. Les résultats préliminaires de 1’équipe ont montré que la
progression de mélanome B16, chez les souris ayant le géne Fasl spécifiquement inactivé
dans les lymphocytes T, est ralentie en comparaison avec les souris Fasl KO, mais demeure
plus importante que la croissance observée chez les souris controles. Cette observation suggéere
que 'expression de FasL par d’autres types cellulaires, comme les cellules myéloides, pourrait
contribuer a la réponse anti-tumorale.

Les cellules my¢éloides forment une population hétérogéne qui peut, selon ’environnement,
contribuer a la réponse anti- ou pro-tumorale. Les cellules Gr1™ (MDSC) sont une population
immature de cellules myéloides qui se divisent en deux sous populations granulocytaire et
monocytaire (Youn et al., 2008). Dans une condition pathologique, leur différenciation vers
les macrophages, les neutrophiles ou les cellules dendritiques est bloquée et elles acquiérent
les caractéristiques immunosuppressives.

Nous nous sommes alors intéressés a examiner si ces cellules, notamment les cellules
myéloides suppressives et les macrophages, jouent un role dans le controle de la réponse
tumorale chez les souris Fasl KO. Nous avons observé une accumulation de la population
MDSC monocytaire et des macrophages, dans la rate et I'infiltrat tumoral des souris Fusl
KO respectivement. En effet, dans la rate d’une souris porteuse de tumeur, les populations
Gr1TCD11b™" et les macrophages sont amplifiés, par rapport & une souris naive, mais cette
amplification est sensiblement identique entre les deux génotypes (Figure 3.8). Ces résultats
contrastent avec ceux de Sinha et al. (2011) qui ont montré que dans la rate d’une souris
Balb/C gld porteuse de tumeur 4T1, les cellules Gr1TCD11b* s’accumulent par rapport a
une souris sauvage porteuse de tumeur, suggérant un role de FasL. dans ’homéostasie des
cellules Gr1TCD11b". Cette différence pourrait étre associée au type de cellules tumorales
utilisées ou au fond génétique différent des souris dans chaque étude (Balb/C contre C57B1/6)

ou a la cinétique post injection.



CHAPITRE 4. DISCUSSION 106

Les cellules myéloides sont caractérisées par une forte plasticité selon ’environnement
et les différents facteurs présents. Il a été démontré que le phénotype de la sous-population
granulocytaire des cellules Grl™, reste constant au cours de la progression tumorale mais le
phénotype de la sous-population monocytaire pourrait commuter. En effet, Youn et al. (2013)
ont montré que les M-MDSC provenant de la rate des souris injectées par EL-4, au cours de
la progression tumorale, acquiérent la capacité de se différencier vers les PMN-MDSC. Ce
processus est dépendant de Rbl, un facteur de transcription impliqué dans la prolifération
cellulaire (Giacinti and Giordano, 2006). Une autre étude récente a montré que TNF- «
bloque la différenciation des cellules myéloides immatures dans un modéle d’inflammation
chronique. Dans cette étude, le nombre des cellules Gr1tTCD11b" est fortement diminué
chez les souris déficientes en TNF- « sans affecter la répartition relative des deux sous
populations des MDSC, monocytaire et granulocytaire (Sade-Feldman et al., 2013). Nos
résultats montrent que, a 'inverse du TNF-«, FasL, membre de la méme famille que TNF-q,
semble réguler la répartition des sous-populations des cellules Grlt. En effet, la figure 3.8
montre que la rate des souris Fusl KO porteuses de tumeur est nettement plus enrichie en
sous-population monocytaire Gr1+Ly6Chigh par rapport aux souris contrdles. Ce résultat
souléeve deux hypothéses. La premiére hypothése est une sensibilité plus importante des
cellules Grl*Ly6Chigh a l'apoptose induite par FasL. La deuxiéme hypothése est que FasL
favoriserait la différenciation des cellules Grl*Ly6Chigh vers les cellules GrlhighLy6G™. 1l
serait ainsi intéressant de trier et séparer ces deux sous-populations et de les faire différencier
in vitro.

Les cellules Gr1TCD11b"™ sont connues par leur capacité a supprimer la réponse des
cellules T. Curieusement, dans notre modeéle, ces cellules Grl™ isolées a partir de la rate
des souris (Fasl/'/1!) et Fasl KO porteuses de tumeur, ne suppriment pas la réponse des
cellules T activées de fagon non-spécifique (Figure 3.13). Nous avons vérifié que cette absence
d’inhibition de la réponse T n’est pas associée a la mort des cellules Grl™. En effet, méme

en présence de GM-CSF dans la co-culture, nous n’avons pas d’inhibition.
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L’autre possibilité, concerne la méthode de la suppression. En effet, les données de la
littérature sur ce sujet sont variables. Cette variabilité pourrait provenir du type des cellules
tumorales, de la cinétique post injection, du fond génétique de souris utilisées par les dif-
férentes études. Cependant, la plupart des études ont montré que les cellules Gr1tCD11b™
issues de la rate des souris porteuses de tumeur, suppriment la réponse T de fagon antigene
spécifique. Par contre, les cellules Gr1TCD11b™ issues du microenvironnement tumoral sup-
priment la réponse T par les deux voies (Corzo et al., 2010; Youn et al., 2012; Movahedi
et al., 2008; Sinha et al., 2011). Effectivement, dans notre modéle, nous avons observé que
les cellules Grl™ triées a partir de l'infiltrat tumoral des souris controles et Fasl KO, indé-
pendamment du génotype, sont capables de supprimer la réponse des cellules T activées par
anti-CD3 (Figure3.14). Donc, il serait intéressant de tester & nouveau la capacité suppressive
des cellules Grl™ issues de la rate, sur les cellules T activées de maniére antigéne spécifique
en utilisant les souris OT I/II et explorer le/les mécanismes impliqués en cas de suppres-
sion de la réponse T sachant que elles peuvent étre différentes selon le type de population
granulocytaire versus monocytaire. Il a été montré que la sous-population granulocytaire ou
PMN-MDSC produit des niveaux élevés de ROS et de faibles niveaux de NO. Inversement, la
sous-population monocytaire ou M-MDSC produit de faibles niveaux de ROS et des niveaux
élevés de NO. Les deux sous-populations expriment arginase 1 (Youn et al., 2012). Dans
notre modeéle, nous devions observer un mécanisme de suppression différent chez les souris
Fasl KO et (Fasl™'/f1).

L’infiltrat T des souris Fasl KO est caractérisé par une diminution des cellules Gr1TCD11b™
et une accumulation des macrophages. Ces macrophages, indépendamment du génotype, ont
une forte activité arginase et iNOS associée a une activité suppressive des cellules T activées
de facon non spécifique. Il a été démontré in vitro que les M-MDSC peuvent se différencier
en macrophages suppresseurs (Movahedi et al., 2008) . Effectivement, notre observation trés
préliminaire, mais excitante, montre que les cellules Grl™, isolées de la rate de souris por-

teuse de souris tumeurs, deviennent suppressives lorsqu’elles sont cultivées en présence de
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milieu conditionnée de cellules de la lignée tumorale LL2. Il serait donc intéressant d’exami-
ner le phénotype de ces cellules suppressives et de déterminer les facteurs solubles présents
impliqués dans cette différenciation. On pourrait ainsi supposer que I’environnement de la
souris Fasl KO porteuses de tumeur produit des facteurs qui favoriserait la différenciation

des cellules Grl en macrophages suppresseurs.

4.3 Role de FasL dans un modéle d’inflammation expé-
rimentale

La derniére partie de ma these consiste a consolider les résultats sur I’enrichissement des
macrophages observé dans le microenvironnement tumoral, dans un modéle de péritonite
induite par thioglycolate. Chez les souris Fasl KO, nous avons observé une accumulation
des macrophages péritonéaux F4807CD1151IL-4R™ (Figure 3.18). Nous avons montré que
ces macrophages péritonéaux, indépendamment de génotype, sont fortement suppresseurs
(Figure 3.22). Nous avons également montré qu'’ils exercent leur activité suppressive via
principalement la voie arginase et iNOS (Fig 3.23).

[I-10 est une cytokine produite par les cellules de type TH2 produit par d’autres types
cellulaires comme les cellules B régulatrices et les myéloides notamment Les macrophages
régulateurs. Une étude récente a ont montré que, dans le cas d’une néphrose, les macro-
phagesM2 IL-10+ inhibent la prolifération des cellules T in vitro et induisent la conversion
des cellules T CD47CD25~ en cellules T CD4TCD25"FoxP3™. Ils ont également montré
que 'expression par les macrophages régulateurs des niveaux élevés de B7-H4, une molécule
inhibitrice de la famille B7, joue un role dans la conversion des cellules T vers les cellules T
CD47CD25"FoxP3* (Cao et al., 2010).

Nous avons montré dans la figure 3.25 que les macrophages F480TCD115TIL-4R™ pro-
duisent de 'TL-10. Ces macrophages F480"CD115"IL-4R™ lors qu’ils sont mis en présence de
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splénocytes activés par anti-CD3, conduisent & une amplification des cellules CD41tCD25" FoxP3™.
Il serait intéressant de caractériser fonctionnellement ces cellules FoxP3+ pour déterminer
s'il s’agit de T régulateur. Deuxiémement, pour montrer si cette conversion est dépendante

de I'IL10, la voie IL-10 sera bloquée

4.4 Role de FasL dans ’accumulation des macrophages ?

Plusieurs hypothéses pourraient expliquer ’enrichissement des cellules myéloides sup-
pressives chez les souris Fasl KO. La premiére hypothése est que les macrophages, selon le
site et l’environnement, sont plus sensibles a l’apoptose induite par la voie Fas/FasL. En
effet, la délétion germinale de Fasl ne permet pas de bien disséquer ce mécanisme. Il serait
intéressant d’utiliser les souris avec une délétion ciblée de Fasl sur les cellules myéloides et
les cellules T pour voir si FasL sur les cellules T régule ’homéostasie des macrophages ou
I’expression de Fasl sur les macrophages eux-mémes, ou bien sur d’autres types des cellules
myéloides, régule leur homéostasie.

Deuxiéme hypothése repose sur le role non-apoptotique de la voie Fas/FasL via une
activation de la voie NF-kB et une production des cytokines pro-inflammatoires. Dans un
modeéle d’inflammation induite par une lésion de systéme nerveux central, la production
d’IL-1, IL-6 et CXCL10 est nettement diminuée chez les souris ayant le géne Fausl invalidé
dans les cellules myéloides, suggérant que la voie Fas/FasL pourrait changer I’environnement
inflammatoire (Letellier et al., 2010). En effet, dans une condition physiologique, il existe une
balance entre les cytokines pro- et anti-inflammatoires. Cette balance pourrait étre changée
dans différentes situations pathologiques, comme I'inflammation et cancer. Ce déséquilibre
pourrait favoriser un phénotype pro- ou anti-inflammatoire des cellules myéloides. Nous
avons ainsi montré que chez les souris Fasl KO, porteuses de tumeur ou bien dans un état
d’inflammatoire induit par thioglycolate, il y a une accumulation des macrophages avec un

phénotype anti-inflammatoire ; ce qui pourrait étre corrélé avec une carence des cytokines ou
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chimiokines pro-inflammatoires et donc une orientation des macrophages vers le phénotype
anti-inflammatoire.

En effet, Un réseau complexe de facteurs de transcription régule ’expansion et la fonction
des cellules myéloides. Sa dérégulation conduit & une altération de leur maturation/différenciation
et une programmation vers un phénotype MDSC. Parmi ces facteurs, NF-xB joue un role
crucial dans l'accumulation et la fonction des cellules myéloides suppressives (Biswas and
Lewis, 2010). NF-£B est impliqué dans la voie de signalisation de plusieurs cytokines, notam-
ment celle de FasL et de TLRA4. Il a été démontré que TLR4 joue un role dans I'expansion et
la fonction des cellules myéloides suppressives (Bunt et al., 2009). TLR4 active NF-xB via
le recrutement de la protéine adaptatrice MyD8S8 vers le récepteur. Dans la signalisation de
FasL, NF-xB est activé via le recrutement de la protéine adaptatrice FADD. Les protéines
adaptatrices Myd88 et FADD contiennent un domaine de mort appelé DD (death domain)
donc un échange (cross talk) entre ces deux voies peut se faire. Ainsi, en absence de signa-
lisation de la voie Fasl. et dans un environnement inflammatoire une activation excessive
de la voie TLR4 est possible. Cette activation serait induite par un recrutement impor-
tant de MyD88 a son récepteur qui conduirait & une activation excessive de NF-xB et des
génes cibles, notamment iNos, arginase, TGF-/, IL-10. Il serait donc intéressant d’examiner,
I'état de phosphorylation et la composition du complexe NF-xB (p65/p55) et des molécules
intermédiaires impliquées dans les deux voies de signalisation dans les cellules myéloides
suppressives et les macrophages FasL-+ ou FasL déficients des souris naives et porteuses de
tumeurs LL2 et activées par LPS et FasL soluble. Ainsi, ce travail pourrait apporter de

nouvelles approches de levée de I'immunosuppression pour une immunothérapie efficace.
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Expérimentation animale

Animaux

Les souris C57BL/6 sont utilisées lors des expérimentation animale. Nos lignées de souris,
celle qui est déficiente en FasLi (Fasl KO) et son contrdle, celle qui a le géne Fasl bordé de
deux sites de LoxP, Fasl///f', sont élevées a I’animalerie de 'IGR dans un environnement
exempt de pathogénes. Les souris déficientes en Fasl. ont été générées comme décrit par

Karray et al. (2004), et elles sont croisées (backcross) 12 générations.

Etude de la progression tumorale

La lignée des cellules tumorales utilisée est LL2 (Lewis Lung Carcinoma) qui une lignée
syngénique des souris C57BL/6 établie a partir du poumon de souris C57BL/6 porteuse
de tumeur primaire. Cette lignée est utilisée comme un modéle de métastase de poumon.
Les cellules en phase exponentielle sont injectées lors qu’elles ont 70% de confluence. 3x10°
cellules tumorales LL2 sont injectées en sous cutané (s.c.) aux souris Fasl KO et aux souris
Fasl f/11 La taille des tumeurs est déterminée tous les 3-4 jours. 21-23 jours aprés injection,
soit un volume de la masse tumorale entre 500 et 600 mm?, les souris sont sacrifiées et les
rates et les tumeurs sont prélevés pour une analyse fonctionnelle et phénotypique. La courbe
de survie des souris Fasl ///7! et Fasl KO est établie aprés injection en intraveineuse (i.v.) de

2x10° cellules tumorales LL2.

Préparation d’une suspension cellulaire a partir des tumeurs

Les tumeurs sont dissociées mécaniquement dans du milieu RPMI sans SVF puis incubées
avec un cocktail d’enzymes [DNase (sigma D5025) 500u/ml, Collagénase (Sigma C5138)
300u/ml et Hyaluronidase (Sigma H6254) 3000u/ml| pendant 45min sous agitation a 37°C.

La réaction est arrétée par l'ajout d'un grand volume de milieu supplémenté par 10% de
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SVF.

Péritonite induite par le Thioglycolate

Afin de générer des macrophages péritonéaux, 1lml de Thioglycolate (Bio Mérieux Réf.
51018) 3% est injecté en intra-péritonéal (i.p) aux souris Fasl///7 et Fasl KO. A J3 post
injection, les cellules recrutées en péritoine sont obtenues par lavage de la cavité péritonéale

avec bml de PBS 1X.

Culture cellulaire

Les cellules primaires et les lignées cellulaires tumorales sont cultivées a 37°C dans une
atmosphére saturée en humidité a 5% de CO2. Les cellules de carcinome de poumon (LL2)
sont cultivées en milieu DMEM F12 supplémenté par 1% de pénicilline, 10% de sérum de
voeu foetal (SVF) et 1% de pyruvate de sodium. Les macrophages et les splénocytes sont
cultivés en milieu RPMI complémenté par 1% d’une solution de pénicilline/sreptomicine,

10% de SVF et 5.10-5M de -mercaptoéthanol.

Différentiation des macrophages dérivés de moelle osseuse

Les cellules de la moelle osseuse sont préparées a partir des fémurs des souris. Aprés
lyse des globules rouges par le ACK (NH4Cl 0.155M, KHCO3 0.01M et EDTA 0.0001 M),
les cellules sont mises en culture a une concentration de 1x106 cellules/ml dans un milieu
de culture RPMI complet en présence de GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Sti-
mulating Factor) a 5 ng/ml ou de M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor) a 5
ng/ml pendant 7 jours. Le phénotype des cellules est déterminé par cytométrie en flux en
utilisant les marqueurs suivants : Grl (PE-Cy7), CD11b (APC-Cy7), F480 (Pacific Bleu),
CD115 (PE), Ly6C (APC). La polarisation des macrophages est réalisée par un traitement
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des cellules pendant 48h en présence de 10 ng/ml de LPS ou d’IL-4 10 ng/ml.

Purification des cellules

Les cellules Gr1t ou les macrophages F480" sont isolées a partir de rates ou d’infiltrat
des souris Fasl 7/ ou Fasl KO porteuses de tumeurs LL2 a 21-23 jours post injection. Les
cellules sont isolées soit sur colonne LS (MiltenyBiotech) soit sur trieur FACSAria ou MoFlo.

Trieur : Pour la séparation des cellules sur trieur, les cellules sont marquées par I’anticorps
d’intérét pendant 30 min a 4°C. Les cellules sont triées ensuite par FACSAria ou MoFlo. La
pureté de la population est > 95%.

Colonnes de séparation : La séparation sur colonne est basée sur une sélection positive
par des billes magnétiques selon le protocole du fournisseur (Milteny LS Columns 130-042-
401). Briévement, les Splénocytessont reprises et lavées dans MACS buffer (1x PBS, 0.5%
BSA et 2 mM EDTA) et par la suite incubés 30 minutes a 4°C avec un anticorps d’intérét
(0.5 ul ’AC pour 1 million de cellules). Apres lavages, les cellules sont incubées pendant 30
minutes avec les microbilles (130-048-801) en utilisant 1 pl de billes par million de cellules.

Les cellules sont triées sur les colonnes LS. La pureté des cellules triées est > 90%.

Analyse phénotypique

Marquage extracellulaire

Le phénotype des cellules est déterminé par fixation d’anticorps spécifiques des mar-
queurs d’'intérét et analyse en cytométrie de flux. Pour bloquer la fixation non spécifique
via le fragment Fc des Igs, les cellules sont préalablement incubées pendant 30 min avec
un surnageant d’hybridome de 'anticorps CD32 Mouse Fc Block (BD Bioscience 553141).
Puis les cellules sont incubées 20 min a 4°C dans du tampon FACS (PBS 1X, BSA 0.5%,

Azide 0.1%) contenant les anticorps d’intéréts aux concentrations appropriées. Tableau 5.1
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Anticorps Clone Fournisseur
CD4 PE GK1.5 BD biosciences
CD8 FITC 53-6.7 BD biosciences
CD25 FITC PC61 BD biosciences
Anti-BrdU FITC BU20A BD biosciences
Ly6G FITC 1A8 eBioscience
CD115 PE AFS98 eBioscience
1L-4R PE 8D4-8 eBioscience
Grl- PE-CY7 RB6-8C5 eBioscience
CD11b APC-CY7  M1/70 eBioscience
F4/80 eFluro405 BMS8 eBioscience
Ly6C APC HK1.4 eBioscience
IL-10 FITC JES5-16E3 eBioscience

Anti-FoxP3 APC FJK-16s eBioscience

TABLE 5.1 — Liste des anticorps couplés

résume les différents anticorps utilisés. Aprés deux lavages en tampon FACS, I'acquisition
est réalisée sur I'appareil LSR II. Les données sont analysées & ’aide d’un programme fourni

par DIVA et Flowjo.

Marquage intra cellulaire
IL-10

Les cellules sont préalablement incubées pendant 4h a37°C avec Brefeldin 10 pM (B5736
Sigma), un inhibiteur de transport des protéines & Golgi pour amplifier la détection de
cytokines produites par les cellules. La production d’IL-10 est déterminée aprés un marquage

extracellulaire, fixation et perméabilisation des cellules (Kit BD Cytofix/Cytoperm 554722).

FoxP3

Le marquage FoxP3 est réalisé en utilisant le kit FoxP3 Staining Buffer set d’eBioscience

(00-5523). Aprés un marquage extra-cellulaire, les cellules sont fixées et perméabilisées par la
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solution « FoxP3 Fixation/Permeabilization working solution » et par la suite, sont marquées

avec I'anticorps anti- FoxP3 (APC).

Analyse Fonctionnelle

Prolifération des cellules T
Test d’incorporation de BrdU

Les cellules sont incubées avec BrdU 10 M pendant 4 heures a 37°C et 'incorporation de
BrdU est déterminée selon le protocole du fournisseur (FITC BrdU Flow Kit BD 559619).
Brievement, aprés 1’étape de perméabilisation, les cellules sont incubées pendant 1h avec

DNase a 37°C et puis avec anti-BrdU FITC 1/50 pendant 30 minutes & 4°C.

Test de MTT

Les Splénocytes(100 pl) sont distribués a une concentration de 100.000 cellules par puits
(plaques 96 puits) préalablement incubées pendant 4h & 37°C avec un anticorps anti-CD3 a 5
pg/ml (Anti-mouse CD3 eBioscience 16-0031-86, Clone 145-2611) en présence ou en absence
de macrophages ou de MDSCs a différents rapports. Aprés 72h de culture, la prolifération
est déterminée par MTT. Le réactif utilisé est le sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl tetrazolium). Tétrazolium est réduit en formazan par la
succinate déshydrogénase qui existe dans la mitochondrie des cellules vivantes actives. Ceci
forme un précipité dans la mitochondrie de couleur violette. La quantité de précipité formée
est proportionnelle & la quantité de cellules vivantes (mais également a I’activité métabolique
de chaque cellule). Il suffit donc aprés 'incubation des cellules avec du MTT pendant 4h
a 37 °C de dissoudre les cellules, leur mitochondries et donc les précipités de Formazan
violets dans le tampon de lyse contenant de SDS (overnight). La détermination de la densité

optique & 550 nm permet de connaitre la quantité relative de cellules vivantes et actives
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métaboliquement.

Dosage des cytokines par ELISA

Les cytokines, 1L-12p70 et IFN-~, sont dosés par le kit ELISA en utilisant le protocole
fourni par R&D Systems. Briévement, Les plaques sont coatées par un anticorps de capture
pendant 16h & température ambiante. Puis, apres lavage, les plaques sont saturées avec
block Buffer pendant 2h a 4°C. Les surnageants des cellules sont déposés et incubés pendant
16h & température ambiante. L’anticorps est ajouté par la suite et puis détecté en utilisant
Streptavidine-HRP. La lecture des différents puits est réalisée aux densités optiques (DO)

de 450 nm et 570 nm.

Dosage de Pactivité arginase

Les cellules (1 million) sont lysées dans 100 pl d’une solution de Triton X-100 & 0.1%
pendant 30 min d’agitation vigoureuse. 100 pl de Tris-HC1 25mM et 20 ul de MnCl12 10mM
ont été ajouté au lysat et 'arginase est activé par un échauffement de solution a 56°C pendant
10 min. Le substrat, 100 ul de L-arginine de 0.5M, pH 9.7, est ajouté et le tout est incubé
pendant 30 min & 37°C. La réaction est stoppée par I'ajout d’'un mélange acide (H2SO4/
H3PO4 (89%)/ H20, ratiol/3/7). La présence d'urée (un des produits de dégradation de
la L-arginine) dans le lysat est révélée par l'ajout de 40 pl d’isonitrosopropiophenone (1%,
stock & 9% dissout dans 1’éthanol). Aprés 15 min d’incubation & 100°C, I’absorbance des
échantillons est mesurée a 570 nm. La concentration d’urée dans les échantillons est calculée

grace aux valeurs obtenues pour une courbe standard réalisée en paralléle.

Dosage des nitrites

La concentration en moNOxyde d’azote (NO) est indirectement mesurée par la présence

de son produit de dégradation, le nitrite. Des aliquotes de surnageant sont mélangés a des
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volumes équivalents de réactif de Griess (Promega G2930) et incubés pendant 10 min a
température ambiante. L’absorbance des échantillons est mesurée & 550 nm. La concentration
de nitrites dans les échantillons est calculée grace aux valeurs obtenues pour une courbe

standard réalisée en paralléle.

Dosage de 'activité ROS

CM-H2DCFDA (General Oxidative Stress Indicator) a été utilisé comme indicateur de
ROS produit par les cellules. Les cellules sont marquées par Grl-PE et aprés une incubation
de 30 minutes & 4°C, les cellules sont lavées avec PBS et aussi HBSS (PBS sans Mg*"
et Ca?"). Par la suite, les cellules sont incubées avec DCFDA 2.5 uM (Invitrogen C6827)

pendant 30 minutes a 37°C. Les cellules sont lavées et analysées par cytométrie en flux.

Extraction d’ARN (TRIzol)

La premiére étape est la lyse cellulaire : les cellules sont reprises dans 0.5ml de TRIzol
et incubées 5 min a température ambiante. La deuxiéme étape consiste en la séparation
des protéines et les acides nucléiques. Pour cela, 0.1ml de Chloroforme est ajouté puis la
préparation est vortéxée 15 secondes et incubée 15 min a température ambiante. La suspen-
sion est centrifugée 15 min a 4°C a 12000g, La bande aqueuse supérieure contient I’ARN.
La derniére étape est la précipitation d’ARN : la bande aqueuse supérieure est transférée
dans un nouveau tube puis 0.25ml d’Isopropanol sont ajoutés. Aprés 10 min d’incubation
a température ambiante, le tube est centrifugé 10 min & 12000g & 4°C. Ensuite, ’ARN est
lavé avec 0.5ml d’éthanol 75% puis centrifugé 5 min a 12000g a 4°C. Cette étape de lavage
est répétée deux fois. Le culot est repris dans 20 ul d’eau ne contenant pas de RNase. La

concentration des échantillons est mesurée par Nanodrop.
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CCL24 Forward 5’GCTGCACGTCCTTTATTTCC3
Reverse 5’ CCCCTTTAGAAGGCTGGTTTS’

MIP-1 Forward 5’ AGTGAACTGCGCTGTCAATG3’
Reverse 5" TTAGCCTTGCCTTTGTTCAG3’

iNOS Forward 5’CCTTGTTCAGCTACGCCTTC3
Reverse 5’ AAGGCCAAACACAGCATACCS

TNF Forward 5> GAACTGGCAGAAGAGGCACT ¥
Reverse 5 GGTCTGGGCCATAGAACTGA

CXCL10 Forward 5" AAGTGCTGCCGTCATTTTCT 3’
Reverse 5" TCTTTTTCATCGTGGCAATG 3’

1L-6 Forward 5> TTCCATCCAGTTGCCTTCTT3’
Reverse 5 CAGAATTGCCATTGCACAACY

TABLE 5.2 — Liste des amorces utilisées et leur séquence.

PCR Quantitative (Q-PCR)

1 pg d’ARN est rétro transcrit en ADNc en utilisant d’un cocktail de transcription inverse
(10x Buffer, MgCl2, RTase, Reverse Transcriptase, ANTP et oligo Hexameére, Applied Bio-
system) et en incubant ce mélange 60 min & 42°C puis 5 min & 99°C. Le PCR Quantitative
est réalisée en mélangeant 12,5 ul Master Mix Sybr Green, 0,75 ul de chaque amorce et 1
ul d’ADNe conformément aux recommandations du fabricant (Applied Biosystems). La liste
des amorces utilisées se trouve dans le Tableau 5.2. Le taux d’ARN amplifié est normalisé

par une amplification simultanée d’un controle endogéne (NADPH).

Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont réalisées a ’aide du programme GraphPad Prism version

3.00.1

1. GraphPad Software, San Diego, CA, http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/.


http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/
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