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Résumé

Le microenvironnement tumoral, et notamment le stress hypoxique, joue un roéle
immunosuppressif permettant I’échappement des cellules tumorales a la surveillance du systéme
immunitaire. Des études récentes ont montré que I’échange de microvésicules (MVs) entre les
cellules tumorales et les cellules du systeme immunitaire peut étre responsable de
I’établissement d’un microenvironnement immunosuppressif. Dans ce contexte, nous avons
étudié I'effet des MVs issues des cellules tumorales hypoxiques sur la cytotoxicité des cellules
«Natural Killer» (NKs). Nos résultats démontrent clairement que les cellules NKs sont capables
d’internaliser les MVs issues des cellules tumorales normoxiques et hypoxiques. Cependant,
seules les MVs hypoxiques sont capables de diminuer significativement la cytotoxicité des cellules
NKs. Ainsi, nous avons déterminé que les MVs dérivées des cellules tumorales hypoxiques
séquestrent deux immunomodulateurs, le TGF-f et le miR-23a. Nous avons montré que le
transfert de TGF-J et miR-23a aux cellules NKs était responsable de la diminution respective de
I’expression du récepteur activateur NKG2D a leur surface et de la protéine membranaire
associée aux lysosomes (LAMP-1/CD107a) impliguée dans la dégranulation des granules
cytotoxiques.

Dans la deuxieme partie de cette étude nous avons montré que les cellules tumorales soumises
a un stress hypoxique étaient capables de déjouer un systeme immunitaire fonctionnel et
d’échapper ainsi a la surveillance immunitaire des cellules NKs. En effet, nos résultats ont
clairement démontré que la résistance des cellules tumorales hypoxiques a la lyse par les cellules
NKs n’était pas liée a un défaut de reconnaissance, mais plutot a I'activation d’'un mécanisme de
résistance intrinséque dans les cellules tumorales. Ce mécanisme de résistance implique
I'activation de I'autophagie qui opére dans les cellules tumorales pour dégrader le granzyme B,
une protéase a sérine secrétée par les cellules NKs dont I'internalisation par les cellules tumorales
cibles est nécessaire pour induire leur mort. Les expériences d’'imagerie cellulaire combinées a
des approches biochimiques ont confirmé que le niveau de granzyme B dans les cellules
tumorales hypoxiques était significativement mois élevé par rapport a celui des cellules tumorales
normoxiques. L'analyse de la distribution subcellulaire de granzyme B révele qu’il est
majoritairement présent dans les endosomes et les autophagosomes des cellules tumorales
hypoxiques. Ces résultats suggerent fortement que le granzyme B est destiné a étre dégradé par
autophagie dans les cellules tumorales hypoxiques. En effet, l'inhibition génétique et
pharmacologique de I'autophagie dans les cellules tumorales hypoxiques était suffisante pour
contrecarrer la dégradation de granzyme B et ainsi restaurer la sensibilité des cellules tumorales
hypoxiques a la lyse par les cellules NKs. Nos résultats ont clairement établi que I'inhibition de
I'autophagie pouvait améliorer la réponse immunitaire antitumorale dépendante des cellules NK.
Nous avons validé ce concept in vivo chez la souris en utilisant deux modéles syngéniques de
cancer du sein et de mélanome.

L'ensemble de nos travaux indiquent clairement que le stress hypoxique, qui est une
caractéristique majeure du microenvironnement tumoral, peut favoriser I'établissement d’un
microenvironnement immunosuppressif par plusieurs mécanismes qui ne s’excluent pas
mutuellement. En effet, le stress hypoxique modifie les caractéristiques des cellules tumorales et
active des mécanismes de résistance a la surveillance immunitaire. De plus, les cellules tumorales
modifiées peuvent éduquer et exporter leur phénotype hypoxique aux cellules immunitaires
présentes dans le microenvironnement afin d’affaiblir leur pouvoir cytotoxique. Nos résultats
ouvrent ainsi la voie a la mise en place de nouvelles applications cliniques en immunothérapie
anticancéreuse basées sur la réactivation des lymphocytes cytotoxiques et I'inhibition simultanée
de l'autophagie.
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Introduction



1. Généralités

En dépit d’un quart de siécle de progres rapides dans la recherche contre le cancer, il
reste malheureusement, avec les maladies cardiovasculaires, la premiere cause de
mortalité dans les pays développés et une cause de plus en plus importante de mortalité
méme dans les pays en voie de développement.

Au niveau mondial les chiffres d’incidence et de mortalité sont en nette augmentation,
méme si dans les pays industrialisés la mortalité semble stable, voire en léger déclin. Ceci
est probablement di en partie a un dépistage plus précoce mais également au
développement de traitements plus efficaces.

Les raisons de I'augmentation des cancers dans les pays émergents comme I'Inde et la
Chine, sont probablement liées au fait que le développement économique entraine
invariablement une sédentarisation ainsi que I'adoption d’un mode alimentaire plus
propice au développement de cancers. De plus, le cancer étant une maladie de la
personne d’age m(r en général, 'augmentation de I'espérance de vie y est évidemment
aussi impliquée.

Devant ce constat il reste néanmoins le fait que nos connaissances sur les mécanismes
qui sont a la base des processus cancéreux ont énormément progressé en 30 ans. La
meilleure compréhension des modes de division et de mort cellulaire ont trés largement
contribué au développement de nouvelles approches thérapeutiques, ou ont permis de
comprendre le mode d’action des chimiothérapies classiques. Depuis une dizaine
d’années, les stratégies thérapeutiques impliquant le systéeme immunitaire ont enfin
connu des succes thérapeutiques réels. En effet apres une longue période marquée par
des études cliniques négatives, 'immunothérapie a pu retrouver ses lettres de noblesse
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essentiellement grace a I'émergence des « immune checkpoint inhibitors» impliquant
aussi bien I'activation du systéme immunitaire inné qu’adaptatif.

Il reste néanmoins d’énormes progrés a accomplir avant que I'approche immunitaire ne
puisse étre considérée comme curative, et ceci essentiellement en raison des nombreux
mécanismes permettant aux cellules tumorales d’échapper a la surveillance immunitaire.
La présente thése abordera quelques-uns de ces mécanismes impliquant le
microenvironnement tumoral et notamment le stress hypoxique retrouvé dans la plupart
des tumeurs, sur I'inactivation de la réponse immunitaire innée médiée par les cellules

« Natural Killer » (NK).

2. Echappement a la surveillance immunitaire une caractéristique majeure

du développement du cancer

La recherche sur le cancer a généré des connaissances a la fois riches et d’'une extréme
complexité. La conclusion de tous ces travaux est que le cancer est une maladie
impliqguant des changements dynamiques dans le génome. Cette conclusion repose
essentiellement sur la découverte des oncogenes et des génes suppresseurs de tumeur
dans les cellules cancéreuses humaines et animales et sur leurs capacités a déclencher ou
a réprimer des tumeurs dans des modeles expérimentaux. Il est actuellement bien établi
que le développement d'une tumeur résulte d'une succession d’événements
mutationnels et de modifications épigénétiques. Ainsi, le catalogue dressé a partir d’un
génotypage vaste des tumeurs a permis d’identifier 6 altérations essentielles dans la
physiologie des cellules (Hanahan and Weinberg, 2000) (Figure 1). |l semblerait que,

collectivement, ces altérations dictent la transformation maligne des cellules tumorales:



1)
2)
3)
4)
5)

6)

Une autosuffisance en signaux de croissance

Un échappement a la mort cellulaire programmée (apoptose)
Une résistance aux signaux inhibiteurs de croissance

Une angiogenése accrue

Un potentiel réplicatif sans limite

Une capacité invasive et métastatique au niveau des tissus.

Evading

Sustained
angiogenesis

Tissue invasion
& metastasis

Figure 1 : Les Altérations essentielles impliquées dans la transformation maligne. (Hanahan and Weinberg,

2000)

Bien que chaque type de tumeur développe une stratégie mécanistique différente au

cours de la transformation maligne, ces six altérations ont été retrouvées dans la plupart,

voir dans tous les types de tumeurs humaines.

Se basant sur ces six caractéristiques majeures de la transformation maligne, Hanhan,

Weinberg et d’autres ont étendu leurs réflexions (Hanahan and Coussens, 2012; Hanahan

and Weinberg, 2011) en rajoutant des caractéristiques émergentes qu’ils n’avaient pas

considérées auparavant (Figure 2).
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Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figure 2 : Les caractéristiques émergentes impliquées dans la transformation maligne.
Un nombre croissant de résultats suggére que deux caractéristiques supplémentaires de cancers sont
impliquées dans la pathogenése de certains, et peut-étre, tous les cancers. L'une concerne la possibilité de
modifier ou de reprogrammer le métabolisme cellulaire pour soutenir plus efficacement la prolifération
néoplasique. Le second permet aux cellules cancéreuses d’échapper a I'attaque des cellules immunitaires,
en particulier les lymphocytes T et B, les macrophages et les cellules NK. En outre, l'instabilité génomique
et la capacité des tumeurs de promouvoir I'inflammation représentent deux caractéristiques consécutives.

En relation avec ce travail il s’agit surtout de la reconnaissance du microenvironnement
tumoral dans le maintien et la progression tumorale, du métabolisme énergétique
essentiellement basé sur la glycolyse et surtout de I’évasion immunitaire orchestrée par
les cellules tumorales au sein d’un microenvironnement tumoral immunosuppressif. Les
tumeurs ne doivent donc plus étre considérées comme des « masses insulaires » de
cellules tumorales mais plutét comme un tissus complexe composé de multiples types
cellulaires distincts mais interagissant les uns avec les autres afin de proliférer et
d’envahir le plus possible leur hote. Les cellules « normales » de I’h6te, recrutées dans la
tumeur, doivent ainsi étre considérées comme des participants actifs a la tumorigénéese
et contribuent activement au développement et a la prolifération tumorale.

Si I'on considére les 6 caractéristiques majeures de la transformation maligne de facon
individuelle, on s’apercoit que le microenvironnement tumoral joue un réle déterminant
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dans guasiment chacune d’entre elles. Par exemple dans les cas de I'autosuffisance en
signaux de contrdle ol les cellules « normales » du microenvironnement produisent les
facteurs de croissance nécessaires a une stimulation mitotique des cellules tumorales et
a I'établissement d’un réseau de vaisseaux intra tumoraux nécessaire a la survie et a la
prolifération tumorale (Basanta et al., 2009; Fujita et al., 2005; Zhong et al., 2010).

En ce qui concerne I'’échappement a la mort cellulaire programmée, il a été montré que
le microenvironnement tumoral était capable de protéger les cellules tumorales de
I'apoptose, notamment par linhibition de la voie Apo2L/TRAIL par le
microenvironnement hypoxique (Mace et al., 2006).

En ce qui concerne le métabolisme énergétique, il est clair que le microenvironnement
joue ici aussi un role déterminant. Contrairement aux cellules normales, les cellules
tumorales, qui produisent leur énergie par phosphorylation oxydative mitochondriale,
ont tendance a privilégier la glycolyse notamment par la surexpression de transporteurs
du glucose comme GLUT1, ce qui augmente significativement I'importation de glucose
dans le cytoplasme. (Jones and Thompson, 2009) (DeBerardinis et al., 2008). Cette
augmentation de la glycolyse est associée a |'activation de certains oncogénes comme
RAS et MYC ainsi que p53 muté. L'accentuation de la gylcolyse est encore plus marquée
dans des conditions d’hypoxie qui régnent dans beaucoup de tumeurs (Jones and
Thompson, 2009) (DeBerardinis et al., 2008) (Semenza, 2010b), et c’est par
I'intermédiaire des facteurs de transcription HIF1a et HIF2a (Hypoxia Inducible Factor)
que I'hypoxie semble stimuler la glycolyse (Kroemer and Pouyssegur, 2008) (Semenza,
2010a). Il est intéressant de noter qu’au sein d’une méme tumeur, certaines sous

populations cellulaires ont un métabolisme différent des autres. Elles sont pour certaines
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totalement dépendantes de la glycolyse et produisent du lactate (effet Warburg)
(Warburg, 1956; Warburg et al., 1924), tandis que d’autres préférentiellement importent
et utilisent le lactate produit par les premiéres. En effet, il a été démontré que les clones
tumoraux survivant en situation d’hypoxie sévere fonctionnent en secrétant du lactate
comme une sorte de déchet, alors que les autres clones, mieux oxygénés, sont capables

de le réutiliser pour leur propre production énergétique (Feron, 2009) (Semenza, 2008).

Une nouvelle caractéristique du cancer considérée comme « émergente » dans la revue
de Hanahan et Weinberg est I'échappement tumoral a I'immunosurveillance. En effet,
les cellules immunitaires détectent, attaquent et éliminent les envahisseurs extérieurs
(microbes, virus...) et assurent ainsi la protection de notre organisme. Elles devraient
donc également reconnaitre et détruire les cellules cancéreuses. L'idée que le systéeme
immunitaire puisse naturellement jouer un réle dans I’élimination des tumeurs a été
formellement émise en 1909 par le scientifique allemand Paul Ehrlich, prix Nobel de
médecine 1908. De nature théorique, son raisonnement s'exerce par défaut : si ce mode
de contréle n'existait pas, explique-t-il, on devrait observer un trés grand nombre de
tumeurs chez les humains. Son article fondateur ouvre un siecle de débats animés qui
dessinent progressivement une image de plus en plus complexe des relations entre le
systéme immunitaire et les tumeurs malignes. Ce siécle est ponctué de progrés
considérables notamment I’élaboration du concept d’immunosurveillance tumorale qui
a été débattu pendant trois décennies avant d’étre finalement validé dans les années
1990. Au début des années 2000, les chercheurs prennent conscience que
I'immunosurveillance tumorale ne représente en réalité qu'une seule dimension de la

relation complexe entre le systeme immunitaire et le cancer. Différents travaux
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aboutissent a I'établissement de I'hypothese dite de I'immunoediting du cancer, qui
permet d'intégrer les diverses fonctions exercées par le systeme immunitaire tout au long
du développement des tumeurs. Brievement, I'immunoediting du cancer est ainsi un
processus dynamique composé de trois phases : ['élimination, ['équilibre et
I'échappement. L'élimination représente le concept classique de I'immunosurveillance;
I'équilibre correspond a la période de latence aprés la destruction incompléte de la
tumeur dans la phase d'élimination; I'échappement se référe a la croissance finale des
tumeurs ayant réussi a dépasser les contraintes immunologiques de la phase d'équilibre.
Ces interactions complexes et naturelles entre systéme immunitaire et tumeurs ont
récemment permis de tirer certaines lecons des échecs passés de l'immunothérapie
antitumorale et d'aborder une nouvelle phase de développement de stratégies

d’'immunothérapie a réel potentiel clinique.

Par ailleurs les pathologistes ont reconnu depuis de nombreuses années que certaines
tumeurs sont envahies par de nombreuses cellules immunitaires (Dvorak, 1986).
Actuellement avec les méthodes de détection immunhistochimiques il est possible de
détecter et de quantifier les différentes cellules immunitaires envahissants les tumeurs
(Pages et al., 2010). Initialement cette infiltration était considérée comme une tentative
du systéme immunitaire d’éradiquer la tumeur, et en effet on a pu montrer que I'intensité
de l'infiltration immunitaire était de bon pronostic dans de nombreux types de cancer,
notamment le colon (Mei et al., 2014) le mélanome (Elder, 2014) et le sein (Melichar et
al., 2014) (West et al., 2011).

Cet effet plutot « bénéfique » attribué a l'infiltration de cellules immunitaires doit étre

un peu modéré par certaines données qui montrent que la réponse immunitaire
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inflammatoire générée par la tumeur peut avoir un effet paradoxal en favorisant la
tumorigéneése et la progression tumorale (Grivennikov et al., 2010). L'inflammation peut
en effet contribuer au développement tumoral en apportant des molécules bioactives
(interleukines, facteurs de croissances, enzymes etc.) dans le microenvironnement
tumoral. Ces molécules sont capables d’aider a la dédifférenciation et la prolifération
tumorale. Elles contribuent également a I'apparition d’un phénotype mésenchymateux,
a induire I'angiogénese, a l'inhibition de la mort cellulaire et a la modification de Ila
matrice intercellulaire (DeNardo et al., 2010).

Dans les stades les plus précoces de I'oncogenése on a pu démontrer que l'inflammation
pouvait provoquer la transformation de néopalsies indolentes en cancers agressifs (Qian
and Pollard, 2010). Par ailleurs, les cellules inflammatoires sont capables de secréter des
toxines telles que les ROS (Reactive Oxygen Species) qui, de part leur capacité oxydative
puissante, sont mutagéniques sur les cellules environnantes (Grivennikov et al., 2010).
On peut donc dire en résumé que le microenvironnement inflammatoire engendré par
I'infiltration tumorale par des cellules immunitaires peut étre considéré comme une arme
a double tranchant : les cellules immunitaires sont en effet présentes dans la tumeur, et
en cas de besoin peuvent y jouer leur réle de destruction des cellules tumorales, mais ce
microenvironnement inflammatoire peut au contraire aussi agir comme un accélérateur

de la transformation maligne et de I'agressivité et de I'invasion tumorale.
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3. Réle du microenvironnement dans la progression tumorale

L’étude du microenvironnement tumoral a pris ces derniéres années une place
importante dans le domaine de la recherche sur le cancer. En effet, il est désormais bien
admis que le caractére invasif d’'un cancer primitif est déterminé non seulement par le
génotype des cellules tumorales, mais aussi par leurs interaction avec I'environnement
extracellulaire qui module les capacités de développement de la tumeur. Il est
maintenant de plus en plus clair que le microenvironnement tumoral n’est pas seulement
un assemblage passif des cellules immunitaires, mais plutét un participant actif dans le
soutient tumoral et I’établissement de conditions immunosuppressives. L’hypoxie qui
regne au sein d'une tumeur est en grande partie responsable de cette
immunosuppression dont profite la tumeur. Chaque cellule de ce microenvironnement
est en fait capable de s’adapter a ce microenvironnement hostile et de produire des
sighaux comme des cytokines, des facteurs de croissance, des microvésicules et des
microRNA permettant de moduler les cellules immunitaires contenues dans le

microenvironnement tumoral.

3.1. Le stress hypoxique

En cancérologie, le phénomeéne d’hypoxie est reconnu depuis de nombreuses années
comme étant une des caractéristiques constantes des tumeurs malignes (Graff et al.,
1960) et elle est définie par des conditions de pression partielle en oxygene entre 5 -10
mm Hg (Semenza, 2009). En raison de la croissance rapide des tumeurs, et de la sécrétion

non physiologique de facteurs angiogéniques par les tumeurs, la formation homogéne de
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vaisseaux dans les tumeurs est altérée, ce qui entraine rapidement I'apparition de zones
hypoxiques au sein de ces tumeurs. Les cellules tumorales les plus proches des vaisseaux
profitent évidemment d’une plus grande accessibilité aux nutriments et a I'oxygéne que
celles plus éloignées. Ces zones hypoxiques peuvent, en cas d‘hypoxie extréme, entrainer
I'apparition de vastes zones nécrotiques au sein de la tumeur, ou en cas d’hypoxie relative
entrainer des modifications du métabolisme cellulaire se traduisant par la survie des

cellules en autophagie ou la mort de ces cellules par apoptose (Carmeliet and Jain, 2000).

Chaque tumeur est en effet capable de développer un microenvironnement qui se
caractérise par des vaisseaux anormaux et un déficit par endroits en oxygéne et en
nutriments. Cette hypoxie tumorale entraine un « switch » métabolique vers la glycolyse
et un pronostic plus défavorable dans le sens ol I’'hypoxie tumorale constitue un facteur
pronostic et prédictif négatif pour la plupart des cancers. En effet I'hypoxie exerce une
sélection des clones tumoraux disposants d’une instabilité génomique accrue, d’une
adaptation a I'angiogenése et d’une capacité d’invasion et métastatique suite a une
transition épithélial-Mésenchymateuse (EMT) (Laconi, 2007).

Un des premiers mécanismes intracellulaires décrit en réponse a un stress hypoxique est
la stabilisation de HIF-1o (Semenza, 1998). HIF-1 est un des acteurs essentiels de la
réponse cellulaire a I'hypoxie. La stabilisation de ce facteur de transcription peut
entrainer la modulation de plus de 60 genes impliqués dans de nombreux aspects de la
biologie cellulaire, comme la survie, le métabolisme du glucose, linvasion et

I’'angiogéneése (Semenza, 2010b) (Figure 3).
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Figure 3 : Les différents génes régulés par HIF (Bedogni and Powell, 2009)

La surexpression de HIF-1 dans la tumeur a été associée a une augmentation de
I'agressivité des cellules cancéreuses et une diminution de la survie des patients du

cancer du sein, de I'estomac, de I'utérus et des ovaires (Quintero et al., 2004).

3.1.1 Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1)

HIF-1 est un facteur de transcription qui coordonne I'induction de plusieurs genes, tels
que les génes qui contribuent a compenser le manque d’oxygéne. Ces génes stimulent
I'angiogeneése et permettent, en condition d’hypoxie, la vascularisation et donc la
prolifération des cellules tumorales. HIF-1 est un hétérodimere constitué de deux sous-
unités HIF-1a et HIF-1p (Figure 4) (Wang and Semenza, 1995)

HIF-1PB a été identifiée comme étant le facteur ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator), une protéine déja décrite et impliquée dans des phénoménes de
détoxification des cellules. En revanche, HIF-1a est spécifique de la réponse hypoxique.
Les transcrits des deux sous-unités sont exprimés de fagon constitutive dans les cellules
(Wiener et al., 1996). Les sous unités HIF-1a et HIF-1B contiennent chacune des domaines

bHLH (basic-helix loop helix) et PAS (PER-ARNT-SIM) a leur extrémité N- terminale qui
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jouent un réle dans la dimérisation et la fixation a 'ADN (Wang et al., 1995). HIF-1a
contient d’autres domaines importants pour sa fonction de régulateur de la transcription
de génes cibles par I’hypoxie. Il s’agit de deux domaines de transactivation (TAD) situés
dans la partie C-terminale. Ces deux domaines sont séparés par un domaine inhibiteur de
la transcription (ID) (Jiang et al., 1997). Il existe aussi un domaine responsable de la
dégradation (oxygen-dependent degradation domain ou ODD) de HIF-1a en normoxie par
le protéasome (Huang et al., 1998). Enfin deux séquences de localisation nucléaires ont
été décrites dont la premiere est localisée dans le domaine bHLH et permet la rétention
cytoplasmique de la protéine et la seconde séquence localisée dans la partie c-terminale

jouerait un réle clé dans I'import nucléaire dépendant de I’hypoxie de HIF-1a (Kallio et al.,

1998).
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Figure 4 : Les différents domaines de HIF1a et HIF1[3 (Schofield and Ratcliffe, 2004)

3.1.2 Régulation de I'activité de HIF-1

Plusieurs études ont permis de révéler le mécanisme de régulation de I'activité de HIF-1
en normoxie et en hypoxie. En normoxie, la protéine HIF-1a est trés instable. La HIF-1-
prolyl hydrolase hydroxyle les prolines P402 et P534 situées dans le domaine ODD de HIF-
la. Ensuite, le complexe pVHL (von Hippel-Lindau) qui présente une activité E3 ubiquitine

ligase se fixe a HIF-1a hydroxylée conduisant ainsi a I'ubiquitinylation et a la dégradation
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de HIF-1a par le protéasome. La lysine K532 semble jouer un réle important dans la
dégradation de HIF-1a. En hypoxie, HIF-1a n’est plus hydroxylé et ne fixe plus pVHL. Il y
a translocation nucléaire de HIF-1a. Celle-ci se fixe alors a son partenaire HIF-1B, qui est
relativement stable et exclusivement nucléaire pour former le facteur de transcription
HIF-1. HIF-1 se fixe alors sur la séquence HRE des génes sensibles a I’hypoxie et induit la
transactivation de ces derniers (Figure 5). L’hypoxie joue donc a plusieurs niveaux sur la
sous-unité HIF-1a: en la stabilisant, en favorisant sa translocation nucléaire et, enfin, en
augmentant |'activité transactivatrice. Plusieurs co-facteurs peuvent intervenir en se
fixant au complexe HIF-1 pour augmenter sa transactivation. Il a été ainsi montré que la
protéine chaperon Hsp90 était capable de se fixer a HIF-1a et d’activer la transactivation

d’HIF-1.
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Figure 5 : Mécanisme de régulation de HIF
(Expert Reviews in Molecular Medicine Vol. 7; Issue 6; 15 April 2005)
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3.1.3 Les différents mécanismes activés par I’hypoxie dans les cellules tumorales

L’hypoxie dans le microenvironnement tumoral est un facteur de mauvais pronostic bien
établi depuis de nombreuses années. L’hypoxie est impliquée dans la résistance tumorale
aussi bien aux agents chimiothérapeutiques que a la radiothérapie, et de nombreux
efforts pharmacologiques ont été entrepris pour contrecarrer cette résistance (Carmeliet
and Jain, 2000; Rockwell, 1992). Plus récemment il a été reconnu que |I’hypoxie jouait un
role également important dans I’évasion tumorale aux systémes immunitaires inné et
adaptatif (Baginska et al., 2013; Hasmim et al., 2014; Noman et al., 2011). Les mécanismes
sous-jacents a ces résistances sont partiellement élucidés et sont quasi tous, a des degrés
divers, dépendants de HIF. Une des classes de genes sous le contréle de HIF-1a sont les
geénes liés a 'angiogéneése, tels que le VEGF, VEGF-R, ANG-2... etc. (Keith and Simon, 2007).
Ces génes peuvent étre directement régulés par HIF en situation d’hypoxie, ou bien par
I'intermédiaire d’'un miRNA (Madanecki et al., 2013) qui joue le réle de régulateur post-
trancriptionnel.

Ci-aprés, nous allons brievement citer I'effet de I’hypoxie sur certains processus
cellulaires impliqués dans les différents aspects de I'agressivité des cellules tumorales.
Par ailleurs, nous allons détailler le réle de I'hypoxie dans I’activation du processus

d’autophagie, que nous avons étudié au cours de cette thése.

3.1.3.1 Hypoxie et la transition épithéliale mésenchymateuse (EMT)

L’hypoxie a également la capacité d’influencer les mécanismes intrinseques qui régissent

I'EMT (Jiang et al., 2011). Ainsi, sous stress hypoxique, le TGF[ est capable de recruter et
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de phosphoryler ses médiateurs cytoplasmiques, les SMADs, qui peuvent alors interagir
avec les facteurs de transcription de I'EMT tels que Snail, Slug et SIP pour induire le
processus d’EMT (Zavadil and Bottinger, 2005). Le TGF peut aussi déclencher 'EMT de
part sa coopération avec différentes autres voies telles que Ras, Wnt/P catenin et NF-xB
(Cummins et al., 2006; Neth et al.,, 2007). TGFB co-régule en plus la voie des
cyclooxygénases avec HIF-1 et contribue ainsi a 'activation de 'EMT (Lee et al., 2010b).
Il est donc évident que I’hypoxie joue un réle fondamental dans l'initiation de I'EMT ainsi
gue dans la croissance cellulaire, I'invasion et les métastases de part I'implication de ces

différentes voies.

3.1.3.2 Le stress hypoxique et le métabolisme glucidique

Comme déja évoqué plus haut, 'hypoxie entraine une réorientation, ou « Switch »
métabolique vers la glycolyse (Laconi, 2007) qui en fonction de la profondeur de I’hypoxie
peut ou bien aboutir a la production de lactate par I'effet Warburg, ou bien a un état
capable de réutiliser le lactate produit par ses voisines plus hypoxiques afin de produire

son énergie (Feron, 2009).

3.1.3.3 Hypoxie et cellules souches

La croissance tumorale est fortement dépendante de la présence d’une sous-population
tumorale pluripotente, aussi appelée cellule souche tumorale. Ces cellules qui se trouvent
dans un état indifférencié (Reya et al., 2001) sont capables de recréer une tumeur aprés

implantation dans des souris immunodéficientes (Pardal et al., 2003).
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L’hypoxie ainsi que les HIFs ont été décrits comme ayant la capacité d’induire une dé-
différentiation des cellules tumorales et de les maintenir dans un phénotype ressemblant
a des cellules souches par I'expression de génes comme OCT4, SOX2 et NANOG ou par

I'activation de la voie Notch (Chen et al., 2007; Keith and Simon, 2007).

3.1.3.4 Hypoxie et Micro-RNAs

Outre les mécanismes transcriptionnels classiques, I’hypoxie est également capable
d’influencer le métabolisme de la cellule tumorale par le biais d’'un contréle post-
transcriptionnel par les micro-RNAs. Ceci sera réexaminé plus en détail dans la section
des résultats de cette these, mais retenons dores et déja que les miRNAs régulés par
I’hypoxie (HRMs) sont capables de contréler les processus importants dans la
cancérogénese tels que I'angiogénése et la survie et la mort cellulaire (Kulshreshtha et al.,
2008; Kulshreshtha et al., 2007). Il a aussi été montré que certains HRMs sont capables
de moduler I'expression de HIF-1o (Loscalzo, 2010).

Le HRM le plus décrit a ce jour est le miR-210, il est surexprimé en réaction a I’hypoxie,
aussi bien dans des cellules normales que transformées. MiR-210 est généralement
considéré comme une cible robuste de HIF et un marqueur de tissus exposés a I’hypoxie
(Devlin et al., 2011; Huang et al., 2009).

Par ailleurs, la surexpression de miR-210 peut prolonger la survie de cellules
mésenchymateuses dans un modele murin, par la répression de I'expression de la
caspase-8-associated protein 2 (CASP8-AP2) qui est un régulateur proaptotique de
I'apoptose médiée par Fas (Kim et al., 2009), et de réguler d’autres genes impliqués dans

I'angiogéneése, la cancérogéneése et la survie cellulaire (Devlin et al., 2011).
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3.2. L’autophagie

L'autophagie a été initialement décrite par Christian de Duve lors du « Ciba
Foundation Symposium on Lysosomes » a Londres en 1963 (De Duve et al., 1963; Klionsky,
2008). A I'époque le Professeur de Duve travaillait sur le glucagon qui est un inducteur
puissant de I'action « autophagique » des lysosomes dans les hépatocytes (de Duve et al.,
1955; de Duve and Wattiaux, 1966). Dans cette situation une injection unique d’'une dose
importante de glucagon provoque un recrutement massif de lysosomes formant ainsi des
vacuoles « autophagosomes » permettant la digestion de divers organelles y compris les
mitochondries. Ces observations faites par des techniques de microscopie électronique
(Ashford and Porter, 1962) ont ainsi permis de visualiser la production de grandes
guantités de glucose par gluconéogenese hépatique, effet physiologique bien connu du
glucagon. Les mécanismes exacts de ces transferts et I'implication dans I'autophagie ont
encore été étudiés plus tard (Lockshin and Williams, 1965; Schweichel and Merker, 1973)
et sont finalement élucidés avec précision de nos jours, en utilisant les outils modernes
de recherche en autophagie comme les modéles de souris déficients en ATG5 (Ezaki et
al., 2011).

D’un point de vue morphologique, il s’agit d’un mécanisme extrémement bien conservé
au cours de I'évolution impliquant la formation de vésicules a double membrane appelés
autophagosomes, ces autophagosomes séquestrent des organelles et autres contenus
cytoplasmiques puis fusionnent avec des lysosomes pour étre dégradés a des fins de

production énergétique (Yang and Klionsky, 2010).
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Dans notre contexte, quand nous parlons d’autophagie, il s’agit normalement de ce qui
est aussi appelé macroautophagie. D’autres formes d’autophagie comme la
microautophagie ou |'autophagie médiée par les chaperones seront présentées

brievement (Figure 6).
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Figure 6 : Les différent formes d’autophagie (Boya, 2005)

3.2.1 Meécanisme moléculaire de I’'autophagie

La macroautophagie est une voie de dégradation servant essentiellement a éliminer les
organelles et les protéines endommagées ou inutiles. Comme déja décrit ci-dessus, la
premiere étape de l'autophagie est la formation d’'une double membrane issue du
réticulum endoplasmique qui va former le futur autophagosome (Mizushima et al., 2002)
(Cesen et al., 2012). La formation des autophagosomes est sous le contréle des génes
ATG (autophagy related genes), initialement découverts chez la levure Saccharomyces

cerevisae (Levine and Klionsky, 2004).
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La phosphatidyl inositol 3-phosphate kinase (PI3K) de classe Il associée a la protéine
Bécline 1 et deux systemes de conjugaison qui fonctionnent a I'instar de I'ubiquitinylation

et de la sumoylation des protéines est impliqué dans la formation des autophagosomes

La formation des autophagosomes nécessite des étapes initiales qui consistent dans la
production de phosphatidyl inositol 3-phosphate par le complexe PI3K classe IlI-Bécline
1, entrainant ainsi le recrutement du premier systéme de conjugaison (Atgl2-Atg5). Le
complexe Atgl2-Atgh permet, par la suite, la conjugaison de la phosphatidyl
éthanolamine (PE) a I'extrémité C-terminale de la protéine LC3 qui s’associe alors a la
membrane autophagosomale. A I'exception de cette derniére protéine une quinzaine de
protéines Atg impliquées dans la formation de I'autophagosome vont se dissocier
rapidement de la membrane de I'autophagosome.

Outre leur réle dans I'induction de I'autophagie, certaines protéines Atg, telles que Atg5
et Béclinel, peuvent avoir d’autres fonctions dans la cellule. Ainsi, Il a été démontré que
le clivage de la protéine Atg5 par la calpaine génére un peptide présentant des propriétés
pro-apoptotiques (Yousefi et al., 2006). De méme, la béclinel contient un domaine BH3,
similaire aux domaines BH3 des membres pro-apoptotiques de la famille Bcl2, ce qui lui
confere un role pro-apoptotique (Maiuri et al., 2007). Alors qu’il a été montré que la
fixation des protéines anti-apoptotiques Bcl2 et Bcl-XL au domaine BH3 de Bécline 1
inhibe le réle essentiel de cette derniére dans l'induction de l'autophagie, les
conséquences de cette interaction sur la régulation des réponses apoptotiques ne sont
gue trés peu étudiées. L'ensemble de ces études démontre clairement que les protéines

impliquées dans I'autophagie interagissent directement avec la voie de signalisation de
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I"apoptose. Cependant, les preuves expérimentales montrant le réle de ces protéines
dans la mort apoptotique in vivo font défaut.

La microautophagie implique au contraire la capture directe de matériel cytoplasmique
dans I'autophagolysosome par invagination de sa membrane (Boya, 2005) (Cesen et al.,
2012). L'autophagie médiée par les chaperones est un phénomene trés complexe et
spécifique qui implique la liaison de la protéine a éliminer par un complexe contenant la
heatshock protein 70 (hsc70) (Bandyopadhyay et al.,, 2008; Cesen et al., 2012). La
protéine doit donc contenir un motif reconnaissable par le chaperon hsc70 p.ex. KFERQ.
Apres reconnaissance par une protéine transmembranaire comme de type LAMP-2A, a
protéine substrat est dépliée, traverse la membrane et est dégradée (Boya, 2005)

(Imielinski et al., 2012) (Figure 7).
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Figure 7 : Le mécanisme moléculaire de I'autophagie (Ohsumi, 2001)

27



3.2.2 Leroéle anti- et pro-tumoral de I'autophagie

Dans la cellule tumorale, I'autophagie peut jouer une role aussi bien anti-tumoral que
pro-tumoral en fonction de la situation du type de tumeur, du grade et des différents
stress auxquels les cellules sont exposées, comme le manque de nutriments, de facteurs
de croissance ou I’hypoxie (Mathew, 2007).

Ainsi I'autophagie joue un réle anti-tumoral de I'autophagie par son implication dans la
prévention des dommages induits a ’ADN. Dans ce contexte, il a été démontré que, dans
les conditions de stress métabolique, I'inhibition de I'autophagie par l'inactivation des
génes béclinel et atgh augmente les dommages a I'ADN ainsi que [linstabilité
chromosomique des cellules, ce qui se traduit par une amplification génique et une
accélération de la progression tumorale. Ces résultats suggerent que I'autophagie joue
un réle important dans l'instabilité chromosomique par sa capacité d’éliminer des
composantes génotoxiques de la cellule tels que les ERO, les organelles endommagées,
les protéines et les lipides oxydés (Mathew, 2007)

L'autophagie peut également jouer un role dans 'inhibition de la prolifération cellulaire.
En effet, il a été montré que I'invalidation mono-allélique du gene Bécline 1 chez la souris
augmente la prolifération des tissus sujets a former des tumeurs, alors que la
réexpression de ce géne dans des cellules tumorales ralentit leur prolifération (Levine and
Klionsky, 2004). De méme, l'invalidation du gene Atg5 chez la souris entraine une
augmentation de prolifération des lymphocytes CD4+ et CD8+ stimulés par leurs
récepteurs. Bien que ces études montrent un lien entre I'autophagie et la prolifération
cellulaire, les événements moléculaires impliqués dans cette régulation ne sont pas

completement connus (Pua et al., 2007).
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D’autres études ont démontré que |'autophagie induite par un stress métabolique
protege les cellules possédant un défaut d’apoptose, de la mort nécrotique et de
I'inflammation qui en résulte. Etant donné que l'inflammation chronique dans les
tumeurs entraine le relargage de cytokines et favorise I'angiogenése, I'autophagie, en
inhibant la nécrose, pourrait empécher l'inflammation et la progression tumorale
(Mathew et al., 2007).

Bien que les études précédentes plaident en faveur du réle suppresseur de tumeur de
I'autophagie, d’autres études montrent que |'autophagie est une composante de la
progression tumorale. C’est notamment le cas lorsque les cellules tumorales sont
exposées a des situations de stress métabolique du fait de leur faible vascularisation qui
limite I'apport en nutriments et en oxygene (Ogier-Denis and Codogno, 2003). Dans ce
contexte, il a été démontré que I'autophagie agit comme un mécanisme de survie des
cellules tumorales dans un environnement hypoxique, en permettant le maintien du
métabolisme et de I'énergie nécessaire a leur survie (Mathew et al., 2007).

L’ensemble de ces résultats montre que I'autophagie joue donc un double réle au cours
de la progression tumorale. Dans les phases précoces de la tumorigenése, I'autophagie
permet de restreindre la progression tumorale en limitant la prolifération cellulaire et les
dommages a ’ADN. Lorsque la tumeur se développe et que sa vascularisation est encore
restreinte, I'autophagie peut favoriser la survie des cellules tumorales situées dans des
régions hypoxiques des tumeurs. Le role pro-tumoral de I'autophagie a été également
décrit dans les cellules métastatiques subissant différents stress environnementaux tels
gue la perte d’interaction avec la matrice extracellulaire et I'absence de facteurs de

croissance au cours de leur migration. De facon paradoxale, et a plus long terme,
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I'autophagie en tant que mécanisme de survie, induit en réponse aux stress métabolique
ou hypoxique dans les tumeurs solides, pourrait étre un mécanisme suppresseur de
tumeur, notamment quand les tumeurs présentent un défaut d’apoptose. En effet,
I'inhibition de I'autophagie dans ces conditions entraine la nécrose des cellules. Mais ce
processus engendre des réponses inflammatoires, ce qui contribue a I'angiogenése et a
I'accélération de la progression tumorale. Ainsi, 'inhibition concomitante de I'autophagie
et de I'apoptose dans les tumeurs conduit aussi a une augmentation de l'instabilité
chromosomique des cellules. Ceci se traduit par une amplification des génes favorisant la
progression tumorale et par la suite peut conduire a I'’échappement des tumeurs aux
traitements anticancéreux. Dans les tumeurs présentant une délétion mono-allélique du
géne BECN1, la stimulation de I'autophagie par des approches pharmacologiques pourrait
étre considéré comme une stratégie de chimio-prévention de ces tumeurs puisqu’elle

limite I'accumulation des dommages a I’ADN et des mutations qui en résulte.

3.2.3 Le mécanisme de I’activation de I’autophagie par le stress hypoxique

Dans la cellule cancéreuse en hypoxie, I'activation du mécanisme d’autophagie dépend
de HIF-1o qui active la transcription des protéines BH3-only, BNIP3 et BNIP3L, qui vont
alors déplacer Beclinl de son interaction avec Bcl-2 qui protégeait la cellule de I'induction

de I'autophagie (Bellot et al., 2009; Mazure and Pouyssegur, 2010) (Figure 8).
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Figure 8 : Mécanisme moléculaire de I'induction d’autophagie par le stress hypoxique (Noman et al., 2011)

Par ailleurs I’lhypoxie augmente la transcription de deux génes essentiels d’autophagie le
LC3 et ATGS5 par I'activation des facteurs de transcriptions ATF4 et CHOP (Rouschop et
al., 2010). L'autophagie a également été mise en rapport avec des mécanismes de
résistance aux traitements anticancéreux (Livesey et al., 2009). Dans certaines lignées
tumorales, I’hypoxie augmente la transcription de LC3, qui est essentielle au maintien
d’une autophagie tumorale. Un réapprovisionnement constant de cette protéine est
donc nécessaire pour maintenir une autophagie et une survie cellulaire au cours de
I’hypoxie (Rouschop et al., 2010).

En résumé, on peut donc considérer I'autophagie comme un acteur essentiel du
microenvironnement hypoxique, aidant par ce biais la cellule tumorale a survivre. Un
autre role de I'autophagie dans le microenvironnement tumoral est celui de moduler
I'immunité aussi bien adaptative que innée (Levine et al., 2011), mais ceci sera traité

ailleurs dans cette these.
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3.3. Le stress hypoxique et la réponse immunitaire anti-tumorale

Il a été démontré que le stress hypoxique est accompagnée par une diminution de la
susceptibilité des cellules tumorales a la lyse par les cellules T cytotoxiques (Noman et al.,
2009; Noman et al., 2011). En effet I’hypoxie méne a une induction et une stabilisation
de HIF-1o et une phosphorylation de STAT3 ainsi qu’une translocation nucléaire des deux.
Le stress hypoxique provoque également une augmentation de I'expression du marqueur
embryonnaire NANOG (Hasmim et al., 2011) et induit I'autophagie (Noman et al., 2012).
En effet NANOG, un facteur de transcription exprimé dans les cellules souches
embryonnaires et responsable du renouvellement cellulaire, est surexprimé et induit la
phosphorylation et la translocation nucléaire de STAT 3. Ce qui avait précédemment été
montré diminuer la sensibilité des cellules tumorales a la lyse par les CTLs (Noman et al.,
20009).

En général, I'hypoxie est capable d’induire une perte de la différentiation dans divers
types cellulaires en augmentant I’expression de facteurs de transcription de NANOG, mais
également de SOX2 et du ligand de Notch (Axelson et al., 2005; Heddleston et al., 2009).
Notre groupe a montré par la suite que I'induction d’une résistance aux CTLs des cellules
tumorales pulmonaires ainsi que la phosophorylation de STAT3 en conditions d’hypoxie
était lié a I'autophagie tumorale induite par I’'hypoxie (Noman et al., 2011). Le mécanisme
de cette accumulation de p-STAT3 passe par la protéine cargo p62 qui est capable de
provoquer la dégradation protéosomale de p-STAT3. En effet dans des cellules
autophagie compétentes, le p62 est constamment utilisé par cette voie et n’est pas

disponible pour dégrader p-STAT3, donc ce dernier peut inhiber les CTLs. En situation de
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bloquage de la casaque autophagique, p62 est par contre disponible pour dégrader

pSTAT3 et donc pas d’inhibition des CTLs. (Figure 9)
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Figure 9 : Réle de I’hypoxie dans I'induction de phospho-STAT3 et la régulation de la lyse spécifique par les
CTLs

Notre groupe a montré plus récemment que en conditions d’hypoxie, HIF régulait
également directement PD-L1, un des ligands le la voie des « checkoint»
immunologiques qui constitue un des mécanismes essentiels de I'induction d’une
tolérance immunologique envers le soi. Ce phénoméne est ainsi détourné par la cellule
tumorale qui exprime également ce ligand et qui par cela contribue a engendrer le
microenvironement immunosuppressif dont elle a besoin pour survivre. PD-L1 le ligand
de PD1 est exprimé donc entre autres sur les cellules tumorales, les lymphocytes T mais
aussi les macrophages, les MDSCs et les cellules dendritiques, (Noman et al., 2014). Ce

ligand est actuellement une cible thérapeutique trés prometteuse dans de nombreux
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cancers tels que le mélanome, le cancer du rein et le cancer du poumon. Il est montré
également que I"hypoxie induit une surexpression HIF-1o. dépendante, non seulement
sur les cellules tumorales mais également sur les autres cellules du microenvironnement
tels les lymphocytes T, les macrophages, les MDSCs et les cellules dendritiques. Le
blocage pharmacologique de PD-L1 par un anticorps en conditions d’hypoxie
s’accompagne d’une diminution de la sécrétion de I'lL-6 et de IL-10 par les MDSCs et

d’une réactivation des cellules T cytotoxiques.

3.3.1 Le role du microenvironnement tumoral dans la régulation des cellules

immunitaires infiltrant la tumeur.

Le stroma tumoral a longtemps été considéré comme ayant un réle trophique et de
soutient uniquement. Ce n’est que depuis qu’on a pu montrer que des cellules
mésenchymateuses étaient « reprogrammés » en cellules stromales, qu’elles avaient des
caractéristiques génétiques similaires a la cellule tumorale et qu’elles communiquaient
avec les cellules tumorales par la sécrétion de facteurs de croissance, de microRNAs etc.
que le stroma tumoral a été reconnu a sa juste valeur (Cheng et al., 2012; Mitra et al.,
2012; Rappa et al., 2012).

Les interactions entre le microenvironnement tumoral et les cellules du systéme
immunitaire sont en partie responsable de I'immunoévasion que I'on observe dans la
plupart des tumeurs. Un des facteurs importants favorisant cette immunoévasion est le
fait que la tumeur au cours de son développement peut créer un microenvironnement

hypoxique favorisant d’avantage son développement et affectant les différentes cellules
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infiltrant la tumeur. Dans la partie suivante nous allons décrire les différentes cellules

infiltrant la tumeur et discuter I'effet de microenvironnement tumoral sur leur fonction.

3.3.2 Les cellules stromales d’origine fibroblastique

Les fibroblastes intra-tumoraux ou CAF (cancer associated fibroblasts) sont des cellules
de soutien par excellence et qui ont été mis en cause comme acteurs importants du
stroma tumoral. En effet, ils peuvent étre impliqués dans la création d’un
microenvironnement tumoral immunosuppressif. Ces fibroblastes peuvent étre activés
par des cytokines comme le TGF 3 et I'lL-6 secrétés par la tumeur et peuvent par la suite
trés fortement interférer avec la cytotoxicité des NKs. En effet les CAF sont capables
d’inhiber la surexpression des récepteurs activateurs des NK comme NKp44, NKp30 et
DNAX provoquée par I'IL-2, et contribuent ainsi a la création d’un microenvironnement
immunosuppresseur (Balsamo et al., 2009; Giannoni et al., 2010). L’expression de NKp44
et de NKp30 est directement modulée par le prostaglandine E2 (PGE2) secrétée par les
CAFs. Cette inhibition résulte en une incapacité des cellules NK de lyser des cellules de
mélanome (Balsamo et al.,, 2009). Les CAFs sont également capables d’impacter
directement le microenvironnement tumoral par la sécrétion de facteurs comme IL-6,

TGF-B, VEGF, SDF-1, CXCL1/2 et IL-1P (Pietras and Ostman, 2010). (Figure 10)
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Figure 10 : Réle des CAF dans la régulation des cellules NK

3.3.3 Les cellules stromales d’origine myéloide

Il a été montré que les tumeurs hypoxiques, de part leur capacité a secréter des cytokines
comme le TNF-o ou le SDF-1, attirent dans le microenvironnement tumoral des cellules
souches myéloides CD45+ (myeloid derived suppressor cells ou MDSC), ces cellules ont |a
capacité d’induire un environement hautement immunosuppressif autour d’eux, ce qui
évidemment profite a la tumeur (Mantovani et al., 2008; Murdoch et al., 2004). La
fonction immunosuppressive des MDSC est liée a leur sécrétion d’IL-10 qui diminue la
production d’IL-12 par les macrophages, IL-12 qui est bien connue pour activer les cellules
NK (Sinha et al., 2007). Il a également pu étre montré que des MDSC isolés a partir de
tumeurs et cultivés in vitro pouvaient induire une anergie des cellules NK en inhibant leur
cytotoxicité, leur expression de NKG2D ainsi que leur production d’IFN-gamma (Li et al.,
2009) (Figure 11).

Par ailleurs, il a été montré que I’hypoxie était responsable de la différenciation des MDSC

en macrophages associés a la tumeur (tumour associated macrophages TAM) (jusque 80%
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dans certaines tumeurs du sein (Allavena et al., 2008) qui constituent un facteur de
mauvais pronostic chez des patients avec des tumeurs évoluées (Bingle et al., 2002;
Corzo et al., 2010; Sica et al., 2008).

Les TAM, qui ont tendance a s’accumuler dans les zones hypoxiques des tumeurs, se
transforment sous l'influence des cytokines comme I'lL-4, et I'IL-10 secrétés par la tumeur,
en macrophages de type M2 qui détourne les lymphocytes T helper et suppressors vers
un environnement pro-tumoral immunosuppresseur ou encore appelé de type 2 (Webb
et al.,, 2007). Il a par ailleurs été montré que I'hypoxie provoque I'upregulation des
métalloprotéinases matricielles de type 7 (MMP-7) a la surface de ces TAMs entrainant
le clivage de FAS ligand sur les cellules tumorales avoisinantes ce qui inhibe évidemment

I'immunité NK ainsi que la cytotoxicité liée aux lymphocytes T (Burke et al., 2003).
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Figure 11 : les interactions cellulaires dans le microenvironnement tumoral

3.3.4 Les cellules Natural killer (NK)

Les NK représentent la troisieme sous population de lymphocytes chez les mammiféres.
lIs se présentent comme des grands lymphocytes granulaires dans le sang périphérique
qui portent a leur surface une multitude de récepteurs pouvant transmettre des signaux
de stimulation ou d’inhibition (Huntington et al., 2007). Leur morphologie peut varier
néanmoins quand ces cellules se trouvent dans d’autres organes comme le poumon ou

la rate (Timonen et al., 1981). Chez ’'homme on observe environs 20 a 500 cellules par

38



microlitre de sang, ce qui représente environ 15% des lymphocytes circulants ayant un
role critique dans I'immunité innée (Biassoni, 2008). Contrairement aux cellules B et T,
les NK ne requierent pas de sensibilisation par des antigénes afin de développer leur
potentiel cytotoxique (Orange and Ballas, 2006). Leurs fonctions essentielles peuvent se
résumer en 3 points : Cytotoxicité, Immunomodulation par sécrétion de cytokines, et
immunomodulation par I'intermédiaire de molécules de costimulation exprimées a leur
surface (Zimmer, 2010).

La cytotoxicité NK impligue deux molécules secrétées, la perforine capable de
perméabiliser la membrane cellulaire et le Granzyme capable d’activer un mécanisme de
mort cellulaire programmé. En effet il a été montré que la cytotoxicté par sécrétion de
granules nécessite une interaction directe entre la cellule effectrice et la cellule cible.
Cette interaction est aussi appelée synapse immunologique. Les granules secrétées par
la cellule effectrice contient des molécules pouvant activer la cascade apoptotique selon
le mode caspase indépendant (Granzyme A) et caspase dépendent (Grnzyme B) (Young
et al,, 1986). Ces granules sont alors internalisés dans la cellule cible et elles libérent leur
contenu grace a l'action de la perforine. (Browne et al., 1999; Froelich et al., 1996).
(Figure 12).
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Figure 12 : mécanisme d’interaction entre les cellules tumorales et les NK
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Un autre mécanisme de transfert du contenu des granules cytotoxiques dans le
cytoplasme de la cellule cible, sans la nécessité de perforer la membrane, a été proposé
plus tard. Ainsi, le contenu serait transporté activement dans le cytoplasme a I'aide du
protéoglycan serglycine, avec lequel la granzyme forme un complexe (Metkar et al., 2002).
La régulation de la fonction cytotoxique des cellules NK se fait par des récepteurs
activateurs et inhibiteurs qui a leur tour vont activer ou non des cascades intracellulaires
qui aboutiront a I'activation de la machinerie capable de cytotoxicité. C'est la balance
entre ces deux signaux qui détermine le devenir d’une cellule cible. Les cellules normales
sont néanmoins protégées contre I'action cytotoxique des NK en raison de I'expression a
leur surface de molécules du complexe majeur d’histocompatibilité HLA de classe I. Si
néanmoins une cellule du soi perd cette expression suite a la transformation ou I'infection,
la cellule n’est plus protégée contre I'action cytotoxique des cellules NK et peut étre
détruite, il s’agit du mécanisme de I'absence de reconnaissance du soi. A fortiori, la
transformation ou l'infection peut aussi induire la production de ligands de stimulation
capables de supplanter l'action des signaux inhibiteurs ce qui équivaut a une
reconnaissance du soi induite. En cas de transformation ou infection on est donc en
présence de plusieurs mécanismes capables de reconnaitre la situation et de favoriser

une destruction par les cellules NK (Raulet and Vance, 2006) (Figure 13).
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Figure 13 : Mechanism de reconnaissance des cellules normales ou tumorales par les NK. (Vivier et al.,
2012)

La cytotoxicité envers des cellules infectées par un virus est le role certainement le mieux
connu des cellules NK. Ceci a été bien montré par des expériences dans lesquelles des
cellules NK ont été isolées chez des sujets en cours d’une infection virale et qu’il a été
clairement montré que ces cellules NK avaient un potentiel cytotoxique nettement plus
important in vitro. Cette activation des cellules NK par I'infection virale et la sécrétion
d’IFN et de IL-15 entraine la prolifération des cellules NK et le recrutement dans les
organes infectés (Lodoen and Lanier, 2005). Le mécanisme d’activation des cellules NK en
présence de cellules infectées par un virus semble impliquer la présentation par le CMH-
E de différents peptides d’origine virale. La cellule NK peut, en fonction du récepteur
NKG2A ou NKG2C (le premier inhibiteur et le second activateur) auquel I'antigéne est
présenté, décider si le processus d’activation et de cytotoxicité est bien mis en route. Il
s’agit donc comme souvent en biologie, d’'un équilibre entre les stimuli activateurs et
inactivateurs qui, s’il penche vers I'un ou I'autre c6té, décide de la mise en route de la
machinerie de destruction de la cellule infectée (Guma et al., 2006; Kaiser et al., 2005).

Une autre classe de protéines membranaires est également impliquée dans ce
mécanisme de stimulation ou de répression, les MICA/B. Il s’agit de protéines proches du
CMH de classe | (MHC Class | chain-related ou MIC) qui existent dans un grand nombre
de variantes, ses génes codent pour 61 alleles pour MICA et 30 alléles pour MICB, ce qui
correspond probablement a une tentative du systeme immunitaire de contrecarrer

I'immunoévasion virale (Chalupny et al., 2006).
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S’il est clair que des cellules NK au repos circulent dans le sang périphérique, elles sont
néanmoins capables d’infiltrer la plupart des tissus cancéreux a la suite d’une activation
par des cytokines comme I'IL12, I'IL15, L’IL2 ou I'IFNa (Smyth et al., 2002). Au sein de la
tumeur, ces cellules peuvent, tout comme dans l'infection virale, étre soit activées ou
inhibées par la rencontre de leurs récepteurs avec des ligands activateurs, spécifiques de
la tumeur ou de l'’environnement inflammatoire tumoral, ou avec des inhibiteurs,
provenant également de la tumeur ou de cellules normales, p. ex les molécules du soi.
Ceci peut aboutir a la lyse d’un certain nombre de cellules tumorales (Moretta et al.,
2008).

L'interaction de MICA et de MICB ainsi que de I'lL16-binding protein (ULBP) présents a la
surface de nombreuses tumeurs malignes avec NKG2D sur la surface des NK est
importante dans I'activation de la fonction cytotoxique des NK. En situation d’hypoxie,
les molécules de type MIC ont tendance a se détacher de la surface de la cellule tumorale
ce qui évidemment diminue la capacité de ces derniéres de stimuler la cytotoxicité NK et
en méme temps la présence de MIC en libre en solution provoque la diminution de
I’expression de NKG2D a la surface des NK entrainant évidemment une inactivation des
NK. Par ailleurs I'augmentation de |'expression de la A disintergin metalloprotéinase
containing protein (ADAM) sous I'action de HIF-1 o en hypoxie diminue I'expression de
MICA sur la surface tumorale ce qui renforce encore I'effet de I'immunoévasion NK
(Barsoum et al., 2011; Siemens et al., 2008).

D’autres récepteurs activateurs que NKG2D a la surface des NK comme NKp46, NKp30 et
NKp44 sont également modulés négativement sous I'effet HIF-1o en hypoxie, renforgant

encore la tendance de la tumeur a inactiver les NK méme en présence de cyokines
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activatrices comme IL-2, IL-15, IL-12 et IL-21. D’un autre coOté, il est intéressant de noter
gue I"hypoxie ne semble pas capable d’affecter I'expression du récepteur de Fc-gamma
le CD16 permettant donc toujours une action de type ADCC des NK (Balsamo et al., 2013).
La régulation de I'activité des cellules NK est donc dépendante d’un large répertoire de
récepteurs inhibiteurs et activateurs disposés a la surface des cellules NK. Les récepteurs
activateurs reconnaissent des ligands induits par le stress, les pathogénes ou le cancer
tandis que les récepteurs inhibiteurs se lient a des molécules présentes sur des cellules
normales (Moretta et al., 2008).

Au-dela de leur action importante dans lI'immunité innée, les NK sont également
impliqués dans lI'immunité adaptative de part leur action sur les lymphocytes T
cytotoxiques (Paust et al., 2010; Zingoni et al., 2004). Il a été reconnu récemment que les
cellules NK sont impliqués dans la réponse anti-tumorale par les lymphocytes
cytotoxiques T par I'intermédiaire d’un mécanisme impliquant les cellules dendritiques
(Amakata et al., 2001; Walzer et al., 2005). Par ailleurs, les cellules NK sont capables de
reconnaitre des cellules tumorales tentant d’évader a la surveillance des cellules T en
exprimant des molécules du CMH aberrantes (Nielsen et al., 2012).

En plus de leur role bien décrit dans I'inhibition de la tumorigénése précoce, les cellules
NK sont également capables d’éradiquer de plus larges tumeurs. Pour cela, les tumeurs
sont infiltrées par de grandes quantités de cellules NK en réponse a la sécrétion de
cytokines activatrices comme I'lIL-15 par la cellule tumorale. Une corrélation claire a été
mise en évidence dans différents cancer entre le nombre de cellules NK infiltrant une

tumeur et le pronostic vital (Senovilla et al., 2012).
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Un autre lien entre I’hypoxie tumorale et la tolérance immunitaire des NKs impliquant les
T régulateurs a été démontré récemment. En effet, le TGF- est secrété par les cellules
tumorales sous microenvironnement hypoxique, ce qui provoque |'attraction et la
prolifération de Treg dans le microenvironnement tumoral. Cette accumulation de Treg
est bien connue pour provoquer une anergie NK par la diminution de I'expression de
NKG2D a leur surface (Deng et al., 2013; Ghiringhelli et al., 2005).

Un autre mécanisme important de création d’'un  microenvironnement
immunosuppresseur qui est actuellement de mieux en mieux exploité en clinique
humaine, est celui lié aux immune checkpoint receptors comme le cytotoxic T-
lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) et le programmed death receptor 1 (PD-1). Ces récepteurs
sont a l'origine de boucles de contréle négatifs jouant un réle important dans la
reconnaissance par le systeme immunitaire du soi et évitent ainsi I'apparition
intempestive de réactions immunitaires anti soi, appelées également maladies
autoimmunitaires. Tous les mécanismes régissant leur régulation et leur role exact dans
I'immunosuppression tumorale est encore mal connue, mais on sait que le
microenvironnement tumoral semble médier I'induction de PD-1 sur les cellules NK
intratumorales (p. ex. dans le myélome), évitant ainsi I'activation de ces derniers et la

cytotoxicité antitumorale (Benson et al., 2010)

Réle des microRNAs dans la régulation de NK

Vu qu’il a été possible de détecter des mRNAs des ligands de NKG2D dans les tissus
normauyx, il a été postulé que des miRNAs pourraient jouer un role dans leur régulation a
un niveau post transcriptionnel (Champsaur and Lanier, 2010). Partant de ce postulat, des
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recherches ont été entreprises, et il a été possible de découvrir des miRNAs capables de
réguler négativement MICA et MICB qui en cas de stress cellulaire ont tendance a étre
surexprimés. Il s’agit de miRNAs comme le miR-17-5p, miR-20a, miR-93, miR-106b, miR-
372, miR-373, et le miR-520 qui sont tous également surexprimés dans diverses tumeurs
et sont par ailleurs impliqués dans la progression tumorale et I'invasion (Stern-Ginossar
et al., 2008). On peut donc parler d’'un mécanisme d'immunoévasion tumoral médié par
des miRNAs tumoraux. Par ailleurs, le miR-10b, un « metastamir » bien connu est reconnu
comme capable de diminuer I'expression de MICB et donc de moduler négativement la

cytotoxicité NK passant par |’activation de NKG2D (Tsukerman et al., 2012).

3.4. Les microvésicules tumorales

Les microvésicules ont pour la premiere fois été décrites dans le plasma de patients
cancéreux dans les années 1970 (Schifferli, 2011). Le r6le exact de ces microvésicules chez
ces patients est toujours peu connu, mais il a été spéculé qu’ils pouvaient étre liés a I'état
procoagulant dans lequel ces patients se trouvent vu que les microvésicules contiennent
des quantités importantes de facteur tissulaire, qui est évidemment fortement lié a
I'activation non spécifique de la cascade de la coagulation dans le cancer (Tesselaar and
Osanto, 2007). Cette hypothése est renforcée par le fait que ces microvésicules sont
produites en grande quantité par des plaquettes activées (Ay et al., 2009; Del Conde et
al., 2005; Schifferli, 2011).

Les microvésicules constituent un groupe hétérogene de vésicules membranaires dont le
diametre peut passer de 0.1 a 1 um et sont impliquées dans la communication

intercellulaire (Ratajczak et al., 2006). Cependant, la taille des microvésicules dépend trées
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largement des conditions dans lesquelles la cellule productrice se trouve, p. ex. une
cellule en état de stress, comme I’hypoxie, produit des microvésicules largement plus
petites mais plus nombreuses qu’en état non stressé.

En plus des microvésicules, les cellules eukaryotes secrétent également un autre type de
vésicules extracellulaires appelées exosomes, ces exosomes ont une taille inférieure
allant de 30 a 100 nm de diameétre. A l'instar des microvésicules, ces exosomes
contiennent également des composants cytoplasmiques ainsi certaines protéines de
surface (par exemple récepteurs) identiques a ceux de la membrane plasmatique de la
cellule parentale. Ces exosomes semblent jouer un réle important dans la présentation
des antigenes ainsi que dans la mort de cellules cibles (Jorfi and Inal, 2013; Wolfers et al.,
2001).

Il a été démontré que la plupart des cellules eucaryotes étaient capables de secréter de
telles microvésicules et un role putatif dans la communication intercellulaire au sens large
leur a été rapidement attribué (Lee et al., 2012). Ces microvésicules peuvent étre
produites et secrétées par une multitude de cellules aussi diverses que les paquettes, les
neutrophiles, les réticulocytes, les macrophages, les mégacaryocytes, les monocytes, les
lymphocytes B et T, les mastocytes, les cellules endothéliales ainsi que les cellules
tumorales.

La sécrétion des microvésicules peut étre spontanée ou suite a une stimulation
extracellulaire et une augmentation de la concentration intracellulaire de Ca?* (Hugel et
al., 2005). Le processus de « vésiculation » permet le relargage sélectif de composants
cellulaires dans le microenvironnement mais au cours de leur sécrétion les

microvésicules absorbent également d’autres composants du cytoplasme de la cellule
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parentale comme certaines protéines, des miRNAs, des mRNAs, protéines de surface etc.
(Ratajczak et al., 2006). La composition des microvésicules, bien que leur membrane
contienne nettement plus de phosphatidylsérine, ressemble donc largement a celle des
cellules parentales.

Les microvésicules exercent leur fonction sur les processus biologiques de différentes
manieres, ils participent a la maintenance d’une physiologie cellulaire normale en
agissant par exemple sur les cellules souches (Ratajczak et al., 2006), la réparation des
tissus (Gatti et al., 2011), 'immunosurveillance (Raposo et al., 1996) et la coagulaion (Del
Conde et al., 2005). Un réle plus spécifique dans la progression tumorale a également été
suggéré pour les microvésicules. En effet, il a été suggéré que les microvésicules seraient
impliquées dans l'interaction entre les cellules tumorales et les cellules de la moelle
osseuse, en y créant des niches capables de soutenir le développement de métastases
(Muralidharan-Chari et al., 2010). Les cellules tumorales dans la tumeur primitive,
secréteraient alors des microvésicules capables d’attirer des cellules souches de la moelle
qui dans la tumeur primitive ainsi que dans d’éventuels sites métastatiques créeraient un
microenvironnement de cellules supportrices permettant a la tumeur de se développer
et de résister aux attaques du systeme immunitaire, notamment en régulant I’activité des

lymphocytes T reg (Szajnik et al., 2010).

3.4.1 RoOle des microvésicules dans les métastases

Dans le domaine de la dissémination métastatique des tumeurs, les microvésicules ont
également été impliquées dans la formation de « niches » pré métastatiques, qui sont
des endroits privilégiés et prédestinés a I'implantation de cellules tumorales détachées

de la tumeur primitives et sur leur chemin a travers la circulation comme par exemple
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dans le mélanome (Peinado et al., 2012; Rak and Guha, 2012). Ces études ont également
montré que des vésicules secrétées a partir de cellules de mélanome pouvaient transférer
MET (Hepatocyte growth factor receptor) a des cellules médullaires établissant ainsi le
réle des microvésicules dans le transfert d’information entre les cellules tumorales et les
cellules normales. Par ailleurs, les microvésicules sont également capables de stimuler la
progression de métastases déja existantes en promouvant la croissance cellulaire (Al-
Nedawi et al., 2009; Skog et al., 2008), I'angiogénése (Al-Nedawi et al., 2009) et le
remodelage de la matrice extracellulaire (Sidhu et al., 2004).

Différentes études ont pu démontrer pour la premiere fois dans un modéle de
glioblastome en culture que I'expression du mRNA d’un EGFR muté a engendré la
production d’un grand nombre de vésicules qui étaient méme détectables dans le plasma
des souris xénogreffées, et que ces vésicules étaient capables de transférer cet mRNA a
des cellules environnantes (tumorales et endothéliales) entrainant la production
notamment de facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF. En plus, 'inhibition de
I'incorporation des vésicules dans les cellules par le blocage de la phosphatidylséerine
entraine une diminution notable aussi bien de la croissance tumorale que de

I’'angiogenese. (Al-Nedawi et al., 2009; Al-Nedawi et al., 2008).

3.4.2 Role des microvésicules dans la résistance aux médicaments anticancéreux

Les microvésicules peuvent interagir a de nombreux niveaux avec les mécanismes de
résistance tumorale. En effet des études démontrant leur interaction avec les voies de
I"apoptose, de p53, ainsi que de de la P-gp (P-glycoprotein) (Zhang et al., 2014) ont été
décrites.
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Il a été montré que les cellules cancéreuses se débarrassent activement de leur caspase
3, une des principales enzymes impliquées dans la phase d’exécution de I'apoptose, en
les secrétant par des microvésicules. Cette caspase 3 est alors présente dans les
microvésicules issues uniquement de cellules viables, capables d’apoptose, mais non
dans de vésicules issues de cellules déja dans le processus d’apoptose. Dans ces derniéres,
le pool de caspase 3 est consommé et son pool diminue donc naturellement.

La sécrétion de la caspase 3 est donc une sorte de mécanisme de protection de la cellule
contre I'apoptose (Chironi et al., 2009; Lee et al., 2011; Sarkar et al., 2009)

Par ailleurs, il est intéressant d’observer que les cellules insensibles a la chimiothérapie
secretent nettement plus de microvésicules en réponse au stress chimiothérapeutique et
des microvésicules plus concentrées en drogue active que les cellules résistantes a la

chimiothérapie (Safaei et al., 2005; Shedden et al., 2003).

3.4.3 Role des microvésicules dans la réponse immunitaire et 'immunoévasion

En 1996 il a déja été montré que des vésicules extracellulaires étaient capables d’induire
une réponse immunitaire adaptative par l'intermédiaire de la présentation d’antigénes
par la CMH de classe Il. Le role d’exosomes contenant a leur surface ce CMH a été rendu
responsable de cette présentation, mettant des microvésicules au centre de mécanismes
immunologiques essentiels (Raposo et al., 1996).

En plus des actions de microvésicules secrétées par les cellules tumorales, on a pu
montrer que les macrophages associés aux tumeurs secrétent des microvésicules
contenant des miRNAs qui favorisent les capacités d’invasion des cellules tumorales

mammaires (Yang et al., 2011a). Par ailleurs, il a été montré que dans certaines conditions
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les microvésicules étaient aussi capables d’interagir avec le systéme immunitaire en
stimulant la fonction des cellules T régulatrices, d’inhiber la fonction des cellules NK
(Clayton et al., 2008) et des lymphocytes T cytotoxiques (Clayton et al., 2007) et d’inhiber

la maturation de monocytes en cellules dendritiques (Eken et al., 2008).

Il a été également été montré que I'activation du complément induisait la sécrétion de
microvésicules (Elward et al., 2005), et que ceci était a la base d’un mécanisme de
protection des cellules soumis a un stress extérieur (Sims et al.,, 1988). Le méme
mécanisme semble étre en cause dans la protection de cellules cancéreuses contre la lyse
par le complément. Les cellules cancéreuses exportent de grands nombres de vésicules
exprimant a leur surface un composant du complément qui est le CD46. Le CD46 a une
activité de cofacteur des composants C3b et C4b du complément et protége ainsi la

cellule contre la lyse par le complément (Al-Nedawi et al., 2009; Riley-Vargas et al., 2004).

Un autre exemple de défense active des cellules tumorales contre le systeme immunitaire
adaptatif est le fait que les cellules tumorales expriment et secrétent de vésicules
contenant le FAS ligand (CD95L) qui est capable d’induire une apoptose rapide des

lymphocytes T exprimant le récepteur de mort cellulaire FAS (Abrahams et al., 2003).

3.4.4 Role des microvésicules dans la délivrance de médicaments
En considérant toutes les propriétés de ces microvésicules, de leur sécrétion et de leur
absorption par différentes cellules, il est évidemment tres tentant d’imaginer un grand

nombre d’applications potentielles en thérapeutique humaine. Ceci est particulierement
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intéressant au vu du manque criant de vecteurs thérapeutiques utilisables chez I’humain
et surtout capables de cibler leur cargo.

Le concept d’utiliser des microvésicules a ces fins a été pour la premiere fois mis en
pratique en 2010 ou des monocytes transfectés par le miR-150 ont été utilisés pour faire
migrer des cellules endothéliales (Zhang et al., 2010). Ce principe a pu étre confirmé plus
tard dans de multiples modeles (Akao et al., 2011; Olson et al., 2012; Pan et al., 2012). Un
autre groupe a utilisé le méme principe en transfectant des cellules dendritiques
immatures avec des plasmides codant pour la protéine exosomale LAMP-2 (lysosomal
associated membrane protein 2, ou CD107b) et |la protéine RVG (rabies virus glycoprotein)
qui est une protéine spécifique du cerveau. Ces exosomes « adressés » au cerveau étaient
alors chargées avec un siRNA contre la GAPDH et on a pu observer des réponses RNAI
trés puissantes surtout au niveau du cerveau des souris, mais seulement de fagon tres
marginale dans les autres organes et aucun effet secondaire n’a pu étre observé. (Alvarez-

Erviti et al., 2011; El-Andaloussi et al., 2012)

Il est par contre évident que si ce concept fonctionne chez la souris on n’en est qu’au tout
début en ce qui concerne I'applicabilité a 'homme. Une étude récente a néanmoins jeté
les bases a une possible application anticancéreuse. En effet on a utilisé des exosomes
contenant des siRNAs anti EGFR dans un modele de cellules de cancer mammaire
xénogreffe dans des souris. L’adressage est ici obtenue grace a I'utilisation sur les cellules
productrices d’exosomes (et donc aussi sur la membrane de ces derniers) d’un « platlet
derived growth factor » ou PDGF fusionné au peptide GE11, ce qui donne lieu a un ligand

de EGFR capable de diriger les exosomes. La capacité d’activation de I'EGFR par cette
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protéine de fusion est par contre trés nettement moins importante que celle de EGF.
Dans ce modele, on a ainsi pu montrer que les exosomes sont capables de délivrer leur
cargaison dans les cellules tumorales dans un modele complexe comme celui d’une souris
xénogreffée (Ohno et al., 2013).

On peut donc dire que les microvésicules sont des vecteurs d’information intercellulaire
importants. lls sont capables de véhiculer aussi bien des informations sous forme
protéique, que sous forme de RNA, et ces informations sont de nature a potentiellement
changer le phénotype des cellules receveuses. Les microvésicules ont ainsi été impliquées
dans de nombreux processus physiologique ou pathologiques, et de nombreuses
maniéres d’interférer avec ces processus par l'intermédiaire des microvésicules sont
envisageables et envisagés. Par ailleurs, de part leur présence dans la circulation, les
microvésicules peuvent également agir comme biomarqueur, ou vecteur de biomarqueur
rendant accessible ceux-ci a une simple prise de sang. Les microvésicules sont donc
promises a un avenir trés prometteur dans les domaines aussi bien de la thérapeutique

gue de la médecine prédictive.
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But de I’étude
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Au cours des derniéres décennies, de grandes avancées ont été faites dans nos
connaissances en cancérologie, certains mécanismes régissant la cancérogénése, la
progression tumorale, I'invasion et les métastases et |’évasion des mécanismes de mort
cellulaire ont été faits. De grands progres ont ainsi pu étre faits dans la thérapeutique
anticancéreuse avec notamment des approches cytotoxiques plus pertinentes et plus
efficaces et des approches par des petites molécules inhibant diverses tyrosines kinases
reconnues comme « drivers » dans certains patients.

C’est en grande partie grace a I'émergence de la médecine plus personnalisée que ces
avancées ont été possibles. La recherche de mutations causales dans certains patients a
permis en effet de les traiter « a la carte » en leur délivrant une molécule capable
d’enrayer le mécanisme causal de leur progression tumorale et d’ainsi prolonger
significativement leur survie.

Dans certaines maladies comme le leucémie myéloide chronique ou le sarcome stromal
gastro-intestinal GIST, qui sont des maladies avec une seule altération causale, cette
stratégie permet de contréler trés durablement la maladie, dans la plupart des autres
maladies cancéreuses par contre de nombreux mécanismes redondants sont a I'ouvre et
il faut de nombreuses stratégies médicamenteuses simultanées pour en venir a bout.
Depuis une dizaine d’années, les efforts dans le domaine de I'immunité et de la
cytotoxicité antitumorale ont enfin été récompensés par les premiers résultats cliniques
obtenus par les inhibiteurs « checkpoint » comme les stratégies anti CTLA4 et PD1/PD-L1.
En dépit de ces avancées les tumeurs rechutent malheureusement de fagon inéluctable

et le systeme immunitaire, méme libéré de ses capacités de tolérance au prix de
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I’émergence de diverses maladies autoimmunitaires, n’est toujours pas capable
d’endiguer la maladie cancéreuse de fagon durable.

Il est évident dans ce contexte que le microenvironnement tumoral, longtemps négligé,
est d’'une importance cruciale si nous voulons comprendre comment la cellule tumorale
réussit a éviter la destruction par le systéeme immunitaire.

Ce microenvironnement est en grande partie plongé dans une hypoxie relative voir
prononcée, causée par une angiogénese tumorale suboptimale, et ajoute ainsi a
I'agressivité tumorale et a sa résistance aux agents thérapeutiques.

Vu que notre groupe et d’autres avaient déja montré que le microenvironnement
hypoxique était capable de bloquer la réponse immunitaire tumorale aux CTLs par un
mécanisme impliquant I'autophagie, et que nous et d’autres avions également montré
que les cellules tumorales secretent des microvésicules dans le milieu de culture et la
circulation sanguine, nous nous sommes demandés quel influence ces microvésicules
tumorales secrétées en condition d’hypoxie pouvaient avoir sur le microenvironnement
tumoral.

Notre hypothése était que ces microvésicules allaient influencer les cellules NK au sein
de ce microenvironnement tumoral et entrainer une immunoévasion tumorale. Nous
avons tenté de découvrir quel contenu de ces microvésicules était le plus susceptible
d’entrainer cette immunoévasion. Par ailleurs nous nous sommes demandé si
I'autophagie tumorale en hypoxie influencait la cytotoxicité NK et par quel mécanisme

cette cytotoxicié pouvait étre entravée.
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Le projet global de cette these était donc d’essayer d‘élucider linfluence des
microvésicules hypoxiques sur le microenvironnement tumoral et sur 'immunoévasion

des cellules NK.
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Résultats
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Résumé de l'article 1
Les microvésicules secrétées par les cellules tumorales hypoxiques inhibent la
cytotoxicité des cellules NK par un mécanisme impliquant le transfert de TGF-B et de

miR-23a.

Le microenvironnement tumoral est bien connu pour ses propriétés de résistance aux
médicaments ainsi que pour la promotion de I'invasion et des métastases. (Barker et al.,
2013; Wang et al., 2013; Wang et al., 2014). Des études récentes ont déja montré que le
microenvironnement tumoral peut étre rendu immunotolérant par un échange de
microvésicules entre la tumeur et le systéme immunitaire (Liu et al., 2013; Muturi et al.,
2013).

Dans ce travail, nous avons monté que la réponse immunitaire anti-tumorale des cellules
NK est tres significativement modifié par des microvésicules dériveés des cellules
tumorales hypoxiques. En effet les microvésicules tumorales hypoxiques sont
morphologiquement tres semblables a celles produites en normoxie, mais contiennent
au moins deux facteurs immunomodulateurs impliqués dans le contréle de la cytotoxicité
NK in vitro et in vivo. Il s’agit du TGF- et du miR-23a, qui lors de leur incorporation dans
les cellules NK provoquent une diminution de I'expression des récepteurs activateurs des

NKs, le NKG2D ainsi que la protéine LAMP1/CD107a.

Nous avons pu monter que les microvésicules hypoxiques sont capables de pénétrer les
cellules NK tout aussi bien que les microvésicules normoxiques, et que ceci ne peut donc
pas étre a la base de |'effet observé par les microvésicules hypoxiques. Nous avons donc

postulé que l'effet observé était du au contenu de ces microvésicules. Bien que les
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hypothéses émises par certains auteurs, disant que certains facteurs solubles comme
PGE-2/COX pourraient étre a la base de la baisse du granzyme B, de la perforine et de
I''IFN-y dans les lymphocytes T et que cela causerait un effet immunoévasif (Hodge et al.,
2014), nous pensons que les cellules NK sont au moins co-responsables de cet effet par
le mécanisme que nous décrivons.

LAMP1/CD107a aussi bien que IFN-y ont été décrit précédemment comme marqueur de
la dégranulation des cellules NK, et nous montrons ici que la diminution de la cytotoxicité
NK est directement lié a une expression diminuée de ces deux acteurs et qui diminuent
donc la dégranulation des cellules NK.

Par ailleurs le TGF-B est bien connu comme facteur immunosuppresseur impliqué dans
I'immunoévasion (Alter et al., 2004; Gorelik and Flavell, 2001; Thomas and Massague,
2005), et les effets immunosuppressifs de TGF-B comprennent la répression de cytokines
comme |IFN-y, ainsi que l'inhibition de I'activation, de la prolifération et de la
dégranulation des lymphocytes T (Hayashi et al., 2003; Li et al., 2006; Thomas and
Massague, 2005).Le TGF-B diminue a un niveau transcriptionnel la production de
perforine, de granzyme-A et B, de Fas ligand et de IFN-y dans les lymphocytes T
cytotoxiques (Thomas and Massague, 2005) et a un niveau post transcriptionnel TGF-
réduit la stabilitt du mRNA de IFN-y, ce qui évidemment diminue également la
disponibilité de cette cytokine (Hayashi et al., 2003). Enfin le TGF-B induit une répression
du récepteur activateur des cellules NK, le NKG2D (Crane et al., 2010). Nos résultats,
montrant que les microvésicules hypoxiques et non les microvésicules normoxiques
induisent une diminution importante des récepteurs NKG2D a la surface des cellules NK,

ce qui est donc tout a fait dans la ligne des observations précédentes.
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Fort de ces observations nous postulons donc que les microvésicules tumorales produites
en état d’hypoxie sont a la base de la diminution de la cytotoxicité des cellules NK
observée et que ceci est en partie médié par le transfert de TGF-B des cellules tumorales
vers les cellules NK. Cette hypothése est supportée par les faits suivants que nous avons
observés, i) le niveau de TGF-B dans les cellules tumorales hypoxiques et les
microvésicules correspondantes, est plus élevé que en situation normoxique, ii) le
traitement de cellules NK par ces microvésicules hypoxiques produit une diminution
significative de NKG2D, de LAMP1/CD107a et de IFN-y ainsi que une diminution de la
cytotoxicité des cellules NK, et iii) la diminution de NKG2D, de LAMP1/CD107a et de IFN-
y ainsi que la diminution de la cytotoxicité NK, ne sont plus observés quand le TGF-f est
inhibé par un anticorps bloguant.

Nous nous sommes alors demandés si le TGF-B était le seul facteur impliqué dans la
répression de, NKG2D et IFN-y dans les cellules NK, et ainsi de la diminution de la
cytotoxicité NK dans notre systéme, ou si d’autres facteurs pouvaient étre en cause. En
effet, une étude récente a montré que TGF- était capable d’induire I'expression de miR-
23a dans des cellules T CD8+, et que ce miR-23a était capable de cibler le 3’UTR du mRNA
de, ce qui se traduit par un effet immunosuppresseur sur les cellules T CD8+. Dans notre
systéme nous avons pu montrer que le miR-23a était significativement induit dans les
microvésicules contenant du TGF-B, ce qui nous a amené a proposer deux mécanismes
non mutuellement exclusifs pour expliquer la diminution de la cytotoxicité NK par les
microvésicules tumorales hypopxiques. Le premier étant la diminution de I'expression de

NKG2D par TGF-B comme décrit précédemment (Crane et al., 2010), et le deuxiéme la
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diminution de LAMP1/CD107a par l'intermédiaire de miR-23a, qui quant a lui peut étre
induit par TGF-B comme décrit précédemment (Chandran et al., 2014b).

Cette étude montre donc pour la premiere fois que les cellules tumorales en hypoxie
(contrairement a celles produites en normoxie) sont capables d’induire un
microenvironement immunosuppressif autour d’eux par la sécrétion de microvésicules
chargés de médiateurs immunomodulateurs, et qu’ils sont ainsi capables d’ « éduquer »

les cellules NK et de diminuer leur capacités a réagir contre la tumeur.
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Abstract

Tumor derived microvesicles (TD-MVs) are key mediators by which cancer cells can
sensitize neighboring cells in the tumor microenvironment. Recently, it was reported that
extracellular vesicles composed of exosomes and MVs promote breast cancer cell
invasion and metastasis. Here, we demonstrated that MVs derived from hypoxic tumor
cells qualitatively differ from those derived from normoxic tumor cells in terms of the
content carried by the MVs. We showed that hypoxic TD-MVs package two
immunomodulatory factors involved in the impairment of natural killer (NK) cell
cytotoxicity against different tumor cells in vitro and in vivo. We further showed that
following their uptake by tumor cells, hypoxic TD-MVs transfer TGF-B to NK cells,
impairing the cell surface expression of the activating receptor NKG2D, thereby affecting
NK cell cytotoxicity. MiRNA profiling performed on normoxic and hypoxic TD-MVs
revealed the presence of high levels of miR-23a in hypoxic TD-MVs. We showed that miR-
23a operates as an additional immunomodulatory factor, since it directly targets the
expression of CD107a in NK cells. To our knowledge, this is the first study to show that
hypoxic tumor cells can export their immunosuppressive phenotype to NK cells in the
tumor microenvironment through the secretion of MVs carrying immunomodulating
factors. We further postulate that by secreting MVs, hypoxic tumor cells can educate NK
cells and decrease their antitumor immune response. This study highlights the existence
of a novel mechanism of immune suppression mediated by hypoxic TD-MVs and further
improves our understanding of the immunosuppressive features of the hypoxic tumor

microenvironment.

64



Introduction

The hypoxic tumor microenvironment has recently been shown to play a major role in
inducing immunosuppressive conditions necessary for both cytotoxic T-lymphocyte
(CTL)-mediated tumor cell lysis and natural killer (NK) cell-dependent lysis (Baginska et
al., 2013; Butt and Mills, 2014; Noman et al., 2011; Vitale et al., 2014). Specifically, it has
been shown that hypoxic tumor cells are able to produce cytokines such as tumor
necrosis factor or stromal cell-derived factor-1, which attract potent immunosuppressive
CD45+ myeloid cells into the tumor bed (Mantovani et al., 2008), affecting NK cytotoxicity
(Murdoch et al., 2004). Moreover, we have very recently demonstrated that hypoxia
selectively up-regulates PD-L1 on MDSCs via HIF-1a, and that under hypoxia stress,
blockade of PD-L1 abrogates MDSC function by modulating their cytokine production
(Noman et al., 2014). CTL-mediated cytotoxicity is also inhibited by hypoxia through a
cooperation between STAT3 and HIF-1 and the involvement of autophagy. (Levine et al.,
2011; Noman et al., 2009; Noman et al., 2011; Tartour et al., 2011; Wang et al., 2004; Yu
et al., 2007)

Several lines of evidence support the notion that tumor cells communicate directly with
immune cells in the tumor microenvironment (Muralidharan-Chari et al., 2010) and that
this process fosters suppression of immunosurveillance. Recently, it has been reported
that one of the major modes of communication between cancer and immune cells may
involve tumor-derived (TD) microvesicles (MVs), which have been considered as
prognostic or predictive biomarkers in several different cancers (Antonyak and Cerione,

2014; Muralidharan-Chari et al., 2010).
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At least two different types of extracellular vesicles have been described,
categorized according to their size and the way they are secreted. Exosomes are smaller
sized vesicles (50—-150 nm) generated within multivesicular bodies that fuse with the cell
membrane and thus are released into the extracellular space. MVs are larger vesicles
(150-1 000 nm) formed through budding and fission of the cell membrane through a
mechanism mediated by the actin cytoskeleton (D'Souza-Schorey and Clancy, 2012;
Muralidharan-Chari et al., 2010).

MVs carry lipids, proteins, mRNAs, and miRNAs (Martins et al., 2013; Schifferli, 2011),
which can be delivered to target immune cells in order to control tumor-associated
immune responses by a mechanism which is not fully understood. Exosomes can act as
tumor promoters by educating non-malignant cells to provide a tumor-supporting
microenvironment, which helps to circumvent immune detection by the host and
promotes metastasis. However, tumor-derived exosomes with anti-tumor and immune-
activating properties have also been described, reflecting the complexity and different
functions of TD-MVs. Due to their ability to carry tumor antigens towards dendritic cells
for CTL priming, TD-MVs have been described as immune stimulators (Andre et al., 2002;
Wolfers et al., 2001). Moreover, it has been reported that NK cells had their activating
receptors (CD69, NKG2D, and NKp44) upregulated and their inhibitory receptor (CD94)
downregulated upon incubation with TD-MVs bearing heat shock protein (Hsp) (Lv et al.,
2012). MVs are nevertheless more often associated with immune evasion by tumor cells.
In this regard, MICA-containing MVs have been reported to markedly decrease NK cell
cytotoxicity by inhibiting NKG2D on NK cells (Clayton and Tabi, 2005). It has also been

shown that acute myeloid leukemia patients have large numbers of MVs containing TGF-
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B1, and MICA/B in their serum, and that this is related to immune suppression in these
patients (Szczepanski et al., 2011; Whiteside, 2013).

Recently, hypoxia has been described as a regulator of MV formation in tumor cells.
Specifically, hypoxic human breast cancer cells were shown to produce large amounts of
TD-MVs by a mechanism involving HIF-dependent expression of the small GTPase
RAB22A. In this model, incubation of naive breast cancer cells with hypoxic MVs
promoted focal adhesion formation, invasion, and metastasis (Wang et al., 2014). These
data imply that MVs derived from hypoxic tumor cells may reflect the hypoxic status of
tumor cells by carrying messengers affecting NK cell function. In this study, we provide
evidence that hypoxic, but not normoxic, TD-MVs regulate NK cell function by transferring

TGF- and miR-23a involved in targeting CD107a, and hence impairing their cytotoxicity.
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Materials and methods

Cell culture and antibodies

The IGR-Heu lung carcinoma cell line was derived and maintained in culture as previously
described (Noman et al., 2009). K562, NK92, and NKD cell lines were purchased from the
American Type Culture Collection and cultured in their respective media. Hypoxic stress
conditions were generated in a hypoxia workstation (Invivo2 400, Ruskinn, Belgium), as
previously described (Noman et al., 2009). All antibodies used in this study were obtained

from eBioscience.

Preparation of normoxic and hypoxic MVs and transmission electron microscopy (TEM)
All cells were grown at 37°C and 5% CO2 in adequate medium with 10% exosome
depleted FBS. Exosome-free FBS was prepared by ultracentrifugation overnight at 100
000 x g and 4°C. After 48 h, medium was collected and centrifuged at 400 x g for 5 min,
2500 x g for 20 min, 4 500 x g for 20 min, and 10 000 x g for 1 h at 4°C to pellet MVs. The
pellet was washed and suspended in PBS. For hypoxic MVs, cells were grown for 24 h at
37°C and 5% CO2 under normoxia and their medium was changed before incubation for
48 h at 37°C under hypoxic conditions (pO, = 0.1%).

MV were analyzed by TEM using negative staining method. 5 microliters of MVs
suspended in PBS was adsorbed onto a 300 mesh copper grid coated with a collodion film
covered by a thin carbon film, activated by glow-discharge. After 1 min, grids were
washed with aqueous 2% (w/vol) uranyl acetate (Merck, France) and then dried with

ashless filter paper (VWR, France). TEM observations were carried out on a Zeiss 912AB
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transmission electron microscope in filtered low loss mode. Electron micrographs were

obtained using a ProScan 1024 HSC digital camera and Soft Imaging Software system.

Determination of MV size by Tunable Resistive Pulse Sensing (TRPS) analysis

TRPS analysis was used to measure the size of MVs after isolation from culture
supernatants. A NP400 nanopore was fitted onto the gNano (Izon Science) and measures
were performed using standard electrolyte buffer (SEB, Izon Science) as an electrolyte.
Beads of 350 nm (Izon Science) served for calibration. All measures were performed with

similar stretch and voltage and analyzed using Izon Control Suite.

Flow cytometry analysis
Flow cytometry was performed using a LSR-II flow cytometer (BD Biosciences) and
indicated antibodies. Data were further analyzed by FACS DIVA 7.0 or Flow Jo 7.6.5

software.

MV uptake experiments
TD-MVs were purified as described above from normoxic and hypoxic cells, stained with
PKH67, and added to PKH-26-stained recipient cells. After 16 h, recipient cells were

analyzed by confocal microscopy.

ELISA for human TGF-1
Human IFN-y or TGF-B1 was measured in normoxic and hypoxic cells or MVs using the

TGF-B1 ELISA kit (eBioscience).
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51Cr cytotoxicity assay
The cytotoxic activity of NK cells was measured by a conventional 4-hour *Cr release

assay as previously described (Noman et al., 2009).

RNA isolation and SYBR-GREEN qRT-PCR

Total RNA was extracted from cells and MVs with TRIzol solution (Invitrogen). DNase |-
treated total RNA (1 ug) was converted into cDNA using TagMan Reverse Transcription
Reagent (Applied Biosystems) and mRNA levels were quantified by the SYBR-GREEN gPCR
method (Applied Biosystems). Relative expression was calculated by using the

comparative Ct method (2-DCt). Primer sequences are available upon request.

MicroRNA analysis

The Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent) for small RNA (small RNA chips) was used to assess
small RNA profiles in cells and MVs. MicroRNA profiling of normoxic and hypoxic MVs was
performed using the TagMan® Array Human MicroRNA A+B Cards Set v3.0 (Life

Technologies) according to the manufacturer’s protocol.

miR-23a blockade and overexpression

Transfections were conducted with anti-miR-23a (miR inhibitor, Ambion) and pre-miR-
23a (miR precursor, Ambion). siPORT NeoFx Transfection Agent (NeoFx; Ambion) was
used for transfection according to manufacturer's instructions. AntimiR-CT (miR negative

control, Ambion) and pre-miR-CT (miR positive control, Ambion) were used as controls.
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Luciferase reporter assay for miR-23a target gene

Vector containing 3'-UTR of LAMP-1 was obtained from GeneCopoeia (Nivelles, Belgium).
NK-92 cells expressing empty vector or vector encoding 3'-UTR were co-transfected with
either pre-miR-control or pre-miR-23a using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) in
OPTIMEM (Invitrogen) medium. After 48 hours, firefly and Renilla luciferase activities
were measured using the LucPair™ Duo-Luciferase Assay Kit (GeneCopoeia) according to

the manufacturer's instructions.

Statistics

Data were analyzed with GraphPad Prism. Student’s t-test was used for single

comparisons. Data were considered statistically significant when P was less than 0.05.
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Results

Normoxic and hypoxic tumor cell-derived MVs display similar sizes and both are taken
up by NK cells

TEM performed on MVs derived from IGR-Heu and K562 tumor cells revealed that both
cells secrete vesicles displaying characteristic shape of MVs. No significant difference in
the shape of normoxic and hypoxic MVs was observed (Figure 1A). In addition, MV size
distribution analysis performed using gNano technology demonstrated that normoxic
and hypoxic MVs displayed sizes ranging between 160 and 600 nm (Figure 1B). These
results indicate no significant difference in the size of MVs derived from normoxic and
hypoxic tumor cells. MVs were further characterized for their surface expression of
LAMP-1 and MHC-I. We did not observe any significant difference in the surface
expression of these MV markers between normoxic and hypoxic MVs derived from both
IGR-Heu and K562 cells (Figure 1C).

To determine whether TD-MVs are taken up by NK cells, NK92 cells were stained
with PKH26 (red) and incubated with PKH67-stained TD-MVs (green) isolated from
normoxic and hypoxic IGR-Heu and K562 tumor cells. Figure 1D shows that although
K562-derived MVs penetrate NK-92 cells more efficiently than IGR-Heu-derived MVs,
there was no significant difference in the uptake of normoxic and hypoxic MVs derived

from the same tumor cell line.

Hypoxic TD-MVs impair NK-mediated cytotoxicity

72



As no difference in the uptake of normoxic and hypoxic TD-MVs was observed, we next
investigated whether NK cells co-cultured with normoxic or hypoxic MVs displayed
different levels of cytotoxicity. To address this issue, IGR-Heu and K562 tumor cells were
co-cultured with NK-92 or NKD cells, untreated or treated with either normoxic or hypoxic
TD-MVs, at different effector:target ratios. Figure 2A shows that treatment of NK-92 or
NKD cells by either normoxic or hypoxic TD-MVs significantly decreased their cytotoxicity
toward naive IGR-Heu or K562 tumor cells. Interestingly, the decrease in the cytotoxicity
of NK cells was significantly higher when NK cells were stimulated with hypoxic compared
to normoxic TD-MVs.

As CD107a and IFN-y expression are established markers of NK cell functional activity
(Vivier et al., 2008), we therefore assessed the expression of these markers in NK cells
unstimulated or stimulated with normoxic or hypoxic TD-MVs. Figure 2B shows a direct
correlation between the decrease in the cytotoxicity and the expression of CD107a and

IFN-y by NK-92 and NKD cells.

The impairment of NK-mediated cytotoxicity by hypoxic tumor-derived MVs involves a
decrease in NKG2D induced by tumor growth factor-8 (TGF-B)

The function of NK cells is finely tuned by a balance between signals delivered by
activating and inhibitory receptors following their respective interaction with activating
and inhibitory ligands (Long et al., 2013). We investigated whether hypoxia can modulate
NK ligand expression on both tumor cells and TD-MVs. As shown in Figure 3A, we did not
observe any significant effect of hypoxia on the expression of major NK ligands on IGR-

Heu and K562 tumor cells and their derived MVs. This result indicates that the decreased
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NK cell function we observed is not due to altered expression of NK ligands on hypoxic
TD-MVs.

It has recently been reported that tumor-derived TGF-f down-regulates the
activating receptor NKG2D and thereby impairs the cytotoxicity of NK cells (Crane et al.,
2010). To investigate whether hypoxic TD-MVs affect the cytotoxicity of NK cells by a
mechanism involving TGF-B-dependent down-regulation of NKG2D expression, we first
analyzed whether hypoxic stress induces the expression of TGF- in tumor cells. Our
results (Supplementary Figure 1) showed a time-dependent increase in the expression of
TGF-B at both mRNA and protein level in hypoxic IGR-Heu and K562 tumor cells.
Accordingly, the level of TGF-3 detected in the supernatant and the MVs of hypoxic cells
was significantly higher than in normoxic cells (Figure 3B). We therefore evaluated the
effect of this increase in TGF-B on the expression of NKG2D at the surface of NK cells.
Figure 3C shows that treatment of NK-92 and NKD cells with MVs derived from hypoxic,
but not normoxic, IGR-Heu and K526 tumor cells significantly decreases the expression of
NKG2D on the surface of NK cells. Interestingly, the decrease in NKG2D was no longer
observed when hypoxic TD-MVs were pre-treated with anti-TGF-3 blocking antibody.
Overall, our data indicate that hypoxic TD-MVs impair the cytotoxicity of NK cells by
decreasing the expression of NKG2D in a TGF-B-dependent manner.

This data is further supported by our results showing that the decrease in the
cytotoxicity of NK-92 and NKD cells observed following treatment with hypoxic TD-MVs
was restored by anti-TGF-3 blocking antibody (Figure 4A). The restoration of NK cell
cytotoxicity also resulted in restoration of IFN-y production by NK-92 and NKD cells

(Figure 4B and C).
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Hypoxic tumor derived MVs contain different levels of miRNAs compared to normoxic
MVs

In addition to proteins, TD-MVs and exosomes contain mRNAs and microRNAs that can
be taken up by other cells, including NK cells. Some miRNAs could target transcripts
coding key proteins involved in the function of NK cells, such as CD107a, levels of which
were found to be decreased by hypoxic TD-MVs. To determine whether the impairment
of NK cell cytotoxicity by hypoxic TD-MVs involves additional miRNA-mediated
mechanisms, we analyzed the miRNA profile of normoxic and hypoxic TD-MVs isolated
from IGR-Heu cells. Results of Figure 5A point to the presence of small RNAs, most likely
corresponding to miRNAs, in both normoxic and hypoxic MVs. Figure 5B shows that,
compared to normoxic MVs, hypoxic MVs displayed 20 up-regulated and 44 down-
regulated miRNAs with a change greater than 2-fold. As expected, we found that hypoxia-
induced miR-210 was increased by 3.33-fold in hypoxic MVs. More interestingly, we
showed that miR-23a was increased by 4.67-fold in hypoxic compared to normoxic TD-
MVs. In silico prediction of putative miR-23a target genes using the TargetScan database

(http://www.targetscan.org) revealed the presence of an miR-23a binding site at position

116-123 in the 3’-UTR of the CD107a gene (Figure 5C). This result indicates that miR-23a
in hypoxic MVs could inhibit NK cell function by targeting CD107a. The overexpression of
miR-210 and -23a, but not -23b and -27b, in hypoxic MVs isolated from IGR-Heu, K562

and T1 tumor cells, was further validated by real time PCR (Figure 5D).

miR-23a-containing hypoxic TD-MVs impair NK-cell cytotoxicity by targeting CD107a
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To address the relative contribution of miR-210 or miR-23a to the impairment of NK cell
cytotoxicity, we transfected NK cells with pre-miR-210 and -23a and assessed their in vitro
cytotoxic function and the expression of CD107a, IFN-y, and granzyme B (GzmB). While
pre-miR-210 did not affect the cytotoxicity of NK cells (Supplementary Figure 2), the
transfection of pre-miR-23 (Figure 6A) significantly decreased the cytotoxicity of NK cells
toward IGR-Heu, K562, and T1 tumor cells at different effector:target ratios (Figure 6B).
The decrease in NK cell cytotoxicity was not related to the regulation of NK cell activating
receptors (Supplementary Figure 3), but most likely related to the ability of miR-23a to
target the mRNA expression of CD107a (Figure 6C). This result was further supported by
our data showing that the transfection of miR-23a in NK cells significantly decreased the
expression of CD107a at their surface when co-cultured with K562 target cells (Figure 6D).

To validate that miR-23a targets CD107a, we conducted a luciferase reporter assay
using a vector containing LAMP-1 (CD107a) 3'-UTR. Transfection of pre-miR-23a in cells
expressing 3-UTR LAMP-1 vector significantly reduced luciferase activity by more than
60% compared to control empty vector (Figure 6E), suggesting that miR-23a directly binds
to the 3'-UTR of LAMP-1 and targets CD107a expression in NK92 cells.

We next assessed whether hypoxic TD-MVs reduce the cytotoxicity of NK cells by
decreasing the expression of CD107a following miR-23a transfer. To address this issue,
hypoxic TD-MVs isolated from IGR-Heu, K562, and T1 cells were transfected with either
anti-miR-control or anti-miR-23a. Real time PCR demonstrated a decrease in miR-23a
expression in hypoxic MVs transfected with anti-miR-23a, but not with anti-miR-control
(Figure 7A). The effect of transfected MVs on the activity of NK cells was further

investigated according to the experimental design described in Figure 7B. Briefly,
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normoxic and hypoxic MVs were isolated from IGR-Heu, K562, and T1 tumor cells. NK-92
cells were treated with either normoxic or hypoxic MVs, untransfected or transfected
with anti-miR-23a. NK cells treated with different MVs were next co-cultured with target
tumor cells and their cytotoxicity was evaluated in terms of expression of CD107a, IFN-y,
GzmB, and perforin at the mRNA and protein level. Figure 7C shows that the decrease in
CD107a mRNA expression in NK cells treated with hypoxic MVs was no longer observed
when NK cells were treated with hypoxic MVs transfected with anti-miR-23a. This effect
is specific to CD107a, as the expression of IFN-y, GzmB, or perforin was not affected by
anti-miR-23a, even though hypoxic MVs decreased the expression of GzmB in NK cells.
The results depicted in Figure 7D confirms that the decrease in the percentage of CD107a
and IFN-y-positive NK cells by hypoxic MVs was restored when MVs were transfected with

pre-miR-23a.
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Discussion

The hypoxic tumor microenvironment has previously been described to be associated
with drug resistance, invasion, and metastasis (Barker et al., 2013; Wang et al., 2013;
Wang et al., 2014). Here, we show that hypoxic, but not normoxic, TD-MVs impair the NK
cell-mediated anti-tumor immune response. This finding is consistent with several
previous reports describing the exchange of MVs between tumors and the immune
system (Liu et al., 2013; Muturi et al., 2013), which ultimately leads to the establishment
of an immunotolerant microenvironment. An important issue that arises from this result
is whether the effect of hypoxic MVs is due to a difference in their ability to enter NK cells
compared to normoxic MVs, or whether it is due to a difference in their contents. Electron
microscopy combined with TRPS analysis revealed that the shape and the size of
normoxic and hypoxic TD-MVs are roughly similar. In addition, no difference in the uptake
of normoxic and hypoxic MVs by NK cells was observed. Based on these data, it is
tempting to speculate that the effect of hypoxic MVs on NK cell function could be related
to the content of the MVs, and thus to their ability to transfer suppressive factors to NK
cells. Further, the content of MVs may reflect the hypoxic status of tumor cells. This could
partly explain why some highly aggressive tumor types, such as lung (Hodge et al., 2014),
melanoma (Greenberg et al., 2014; Schatton et al., 2014) and breast (Maeda et al., 2014;
Soliman et al.,, 2014) evade the host immune system. Indeed, Hodge et al recently
hypothesized that soluble factors such as PGE-2/COX could be responsible for the
decreased expression of GzmB, perforin, and IFN-y in T-cells, NKT-like and NK cells,
thereby inducing lung cancer immune evasion (Hodge et al., 2014). In keeping with this,

we strongly believe that TD-MVs could play a role as a carrier for these soluble factors

78



involved in the regulation of the cytotoxicity of NK cells. In this regard, CD107a and IFN-y
have been described as markers of NK cell degranulation and activity, respectively (Alter
et al., 2004). In accordance with this, we provide evidence that the decrease in the
cytotoxicity of NK cells correlates with a significant decrease in the expression of CD107a
and IFN-y. It is worth noting that NK cell cytotoxicity was also slightly impaired by
normoxic TD-MVs and that this impairment was correlated with a modest decrease in
CD107a and IFN-y. While further investigations are needed to determine the mechanism
underlying this slight decrease by normoxic MVs, it is unlikely that this is related to a
difference in the uptake of normoxic and hypoxic MVs by NK cells, as both normoxic and
hypoxic MVs are taken-up by NK cells with the same efficiency. We further hypothesize
that the differential effect of normoxic and hypoxic TD-MVs could be related to the
concentration of inhibitory factors contained in MVs.

TGF-B is a potent immunosuppressive factor involved in immune escape (Gorelik
and Flavell, 2001; Thomas and Massague, 2005). Immune inhibitory effects of TGF-3
include induction of regulatory T cells, impairment of antigen presentation, down-
regulation of immunostimulatory cytokines such as IFN-y, and inhibition of T-cell
activation, proliferation, and degranulation (Hayashi et al., 2003; Li et al., 2006; Thomas
and Massague, 2005). Furthermore, it has been reported that TGF-B inhibits the
production of perforin, granzyme A, GzmB, Fas ligand, and IFN-y in CD8+ T cells at a
transcriptional level (Thomas and Massague, 2005). At the post-transcriptional level, TGF-
B has been described to induce a decrease in IFN-y by reducing its mRNA stability in a
murine NK cell line (Hayashi et al., 2003). More recently, TGF-B has been described as a

potent down-regulator of NKG2D activating receptors at the surface of NK cells (Crane et
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al., 2010). In line with these studies, our results showed that hypoxic, but not normoxic,
MVs dramatically decrease NKG2D at the surface of NK cells. Consistent with these
results, it is tempting to speculate that hypoxic TD-MVs are able to impair NK cell
cytotoxicity via the delivery of TGF-f to NK cells. Several of the results reported here
support such a mechanism: i) the level of TGF- in hypoxic cells and in their derivative
MVs is significantly higher compared to normoxic cells; ii) treatment of NK cells with
hypoxic MVs containing high concentrations of TGF-B induces significant decreases in
NKG2D, CD107a, and IFN-y and results in a dramatic decrease in their cytotoxicity; and
iii) the decrease in cytotoxicity, and in the levels of NKG2D, CD107a, and IFN-g, was no
longer observed when TGF-B was inhibited by anti-TGF-B blocking antibody.

Although our data establish a link between an increase of TGF-3 and a decrease in
NK cell cytotoxicity, an important question that remains is whether TGF-f3 is the only
factor involved in the downregulation of CD107a, IFN-y, and NKG2D in NK cells. Indeed, a
recent study highlights that TGF- promotes the expression of the miR-23a cluster in
human CD8+ T cells, which subsequently and specifically targets the 3’-UTR of
CD107a/LAMP1 mRNA. Importantly, this study also revealed that the miR23a cluster is
not only induced by TGF-f, but also exerts a suppressive effect on CD8+ T-cell effector
function, even in the absence of TGF-f signaling (Chandran et al., 2014b). In accordance
with this study, we revealed that miR-23a was significantly upregulated in hypoxic TD-
MVs containing high levels of TGF-. Our data emphasize that hypoxic TD-MVs impair NK
cell cytotoxicity by at least two mechanisms that are not-mutually exclusive: i) by a
mechanism involving a decrease in NKG2D expression by TGF- as previously described

(Crane et al., 2010); and ii) by decreasing CD107a expression following miR23a transfer.
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Therefore, it cannot be ruled out that the increased expression of miR-23a observed in
hypoxic MVs could be associated with an increased level of TGF-3 in hypoxic tumor cells,
as previously described in CD8+ T cells (Chandran et al., 2014b).

It has recently been reported that in breast cancer cells, hypoxia induces an
increase in MV release, and hypoxic MVs promote invasion and metastasis (Wang et al.,
2014). However, whether there are qualitative differences regarding the specific cargo
carried by MVs generated from hypoxic compared to non-hypoxic cells remains to be
established (Wang et al., 2014). Our study provides clear evidence that TD-MVs can
reflect the hypoxic status of tumor cells by carrying immunosuppressive molecules
involved in the impairment of NK cell function not only in vitro but also in vivo. Indeed,
we showed (Supplementary Figure 4) that NK cells isolated from draining lymph nodes of
mice treated with hypoxic TD-MVs display a decreased level of CD107a, IFN-y, and GzmB.
Overall, our data provide a new mechanism by which hypoxic stress impairs the anti-

tumor immune response by the transfer of suppressive signals to immune cells via MVs.
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Figure legends

Figure 1: Characterization of normoxic and hypoxic tumor-derived microvesicles (MVs).

A) Transmission electron microscopy analysis of the shape of normoxic and hypoxic MVs

derived from IGR-Heu and K562 tumor cells.

B) Analysis of the size range of normoxic and hypoxic MVs derived from IGR-Heu and K562
tumor cells determined by Tunable Resistive Pulse Sensing (TRPS) analysis. Results show

the percentage of MVs corresponding to each size range.

C) Surface expression of LAMP-1 and MHC-I on normoxic and hypoxic TD-MVs from IGR-
Heu and K562 cells. Data are reported as a percentage of positive cells (upper lines) and

mean fluorescence intensity (MFI) (lower lines).

D) Analysis of MV uptake by confocal microscopy. Normoxic and hypoxic MVs derived
from IGR-Heu and K562 tumor cells were stained with PKH67 (green) and incubated with
PKH26-labeled natural killer (NK)-92 cells. Control condition (Ctrl) corresponds to NK-92
cells incubated without MVs. The Upper panels represent phase contrast images, the two
middle panels represent PHK26 and PKH67-stained NK cells, and the lower panels

represent a merge of upper and middle panels and the uptake of PKH67-TD-MVSs. Bar: 10

um.
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Figure 2: The effect of normoxic and hypoxic tumor-derived microvesicles (MVs) on the

activity of natural killer (NK) cells.

A) Cytotoxicity of NK cells against tumor cells. NK-92 (upper panels) or NKD (lower panels)
cells, untreated (Ctrl) or treated with normoxic (Normoxic MVs) or hypoxic (Hypoxic MVs)
MVs derived from IGR-Heu (left panels) or K562 (right panels) cells. Untreated or MV-
treated NK cells were co-cultured with IGR-Heu or K562 tumor cells and the percentage
of tumor cells lysed was assessed by conventional 4-h >1Cr release assays at different
effector:target ratios (30:1, 10:1, or 3:1). Data represent three independent experiments
with standard deviation (SD). Statistically significant difference (indicated by asterisks) in
NK-mediated lysis between tumor cells incubated with normoxic and hypoxic MVs are

shown (*, P < 0.05; **, P< 0.005).

B) The expression of CD107a and IFN-y in NK-92 (left panels) or NKD (right panels) cells,
untreated (Ctrl) or treated with MVs as described in A. Data are reported as a percentage
of positive cells for 3 independent experiments with SD. Statistically significant
differences (indicated by asterisks) in the expression of CD107a and IFN-y between tumor
cells incubated with normoxic and hypoxic MVs are shown (*, P < 0.05; **, P < 0.005; ***

P < 0.0005).

Figure 3: Expression of natural killer (NK) cell ligands on the surface of tumor cells and

their derived microvesicles (MVs).
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A) Surface expression of NK ligands at the surface of normoxic or hypoxic IGR-Heu and
K562 tumor cells (left) and their derived MVs (right). Data are reported as a percentage

of positive cells (upper lines) and mean fluorescence intensity (MFI) (lower lines).

B) Quantification of TGF-3 in normoxic and hypoxic cells and their derived MVs. IGR-Heu
or K562 cells were cultured under normoxia (N) or hypoxia for 24, 48, or 72 h. TD-MVs
from normoxic (N) or 24 h hypoxic (H) tumor cells were isolated as described in the
Materials and Methods section. The quantification of TGF-f in cells and MVs was
performed by ELISA and data were reported as pg TGF-3 per mg of cell lysate or MVs.
Statistically significant differences (indicated by asterisks) in the level of TGF-3 between
in normoxic and hypoxic cells and in their derived MVs are shown (*, P < 0.05; **, P <

0.005; *** P < 0.0005).

C) The expression of NKG2D at the surface of NK cells. NK-92 (upper) or NKD (lower) cells
cultured in the absence (Ctrl) or presence of normoxic (N MVs) or hypoxic (H MVs),
untreated (-) or pre-treated (+) with anti-TGF-B blocking antibody or with its
corresponding isotype. The expression of NKG2D at the surface of NK cells was reported
as a percentage of positive cells of three independent experiments with standard
deviation. Statistically significant differences (indicated by asterisks) in the expression of

NKG2D are shown (*, P < 0.05; **, P < 0.005; *** P < 0.0005).

Figure 4: effect of blocking TGF-B on the cytotoxicity of natural killer (NK) cells
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A) Cytotoxicity of NK-92 (left panels) or NKD (right panels) cells against IGR-Heu (upper
panels) or K562 (lower panels) tumor cells. NK cells cultured in the absence (Ctrl) or
presence of normoxic (MV normoxia) or hypoxic (MV hypoxic) microvesicles (MVs),
untreated or pre-incubated with anti-TGF-B blocking antibody (+TGF-B) or its
corresponding isotype (+Isotype). Untreated or MV-treated NK cells were co-cultured
with IGR-Heu or K562 tumor cells and the percentage of tumor cell lysis was assessed as
described in Figure 2A. A statistically significant differences (indicated by asterisks) in NK-
mediated lysis between hypoxic tumor cells treated with isotype or TGF-B1 blocking

antibody are shown (*, P < 0.05; **, P < 0.005; ***, P < 0.0005; ns, not significant).

B) Effect of blocking TGF-3 on the expression of IFN-y by NK cells. The expression of IFN-
y in NK-92 (upper panel) or NKD (lower panel) cells, cultured in the absence (Ctrl) or
presence of normoxic (N) or hypoxic (H) MVs, untreated (-) or pre-treated (+) with anti-
TGF-b blocking antibody or its corresponding isotype. Data are reported as a percentage
of positive cells of three independent experiments with standard deviation. Statistically
significant differences (indicated by asterisks) in the percentage of IFN-y positive cells are

shown (*, P < 0.05; **, P <0.005).

C) Effect of blocking TGF-f on the secretion of IFN-y by NK cells. The quantification of IFN-
y was performed by ELISA on NK-92 (upper panel) or NKD (lower panel) cells described in
B. Data are reported as pg IFN-y/ml. Statistically significant differences (indicated by

asterisks) in the amount of IFN-y are shown (*, P < 0.05; **, P < 0.005).
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Figure 5: Profiling of micro-RNA in microvesicles (MVs) containing exosomes derived

from hypoxic and normoxic IGR-Heu cells.

A) Bio-analyzer of small nucleic acid content of normoxic (upper) or hypoxic (lower) MVs

containing exosomes

B) miRNA profiling of MVs containing exosomes derived from normoxic or hypoxic tumor
cells using Tagman miRNA array. Data analysis revealed the presence of 20 up-regulated
and 44 down-regulated miRNAs in hypoxic compared to normoxic MVs-contained

exosomes with a change greater than 2-fold.

C) Mapping of has-miR-23a on the mRNA 3’-UTR of LAMP1 (source TargetScan:

http://www.targetscan.org)

D) Validation of the expression of miRNAs identified by Tagman miRNA array. Real time
PCR analysis of miR-23a, miR-210, miR-23b, and let-27b expression in normoxic and
hypoxic MVs derived from IGR-Heu, K562, and T1 tumor cells. Statistically significant
differences (indicated by asterisks) in the expression of miR-23a and -210 are shown (*,

P <0.05; **, P <0.005; *** P < 0.0005).

Figure 6: Effect of miR-23a on the cytotoxicity of natural killer (NK) cells
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A) Effect of pre-miR-23a transfection on the expression of miR-210 in NK cells. NK-92 cells
were untransfected (UT) or transfected with pre-miR control (pre-miR-Ctrl) or different
concentrations of pre-miR-23a. Cells were subjected to real time PCR analysis for the
expression of miR-23a (upper panel); miR-210 (middle panel) and miR-27a (lower panel)

used as control.

B) Cytotoxicity of NK-92 cells expressing pre-miR-23a. NK-92 cells, transfected as
described in A, were co-cultured with IGR-Heu (upper panel); K562 (middle panel), or T1
(lower panel) cells and the percentage of tumor cell lysis was assessed at different
effector:target ratios (30:1, 10:1 or 3:1) as described in Figure 2A. Statistically significant
differences (indicated by asterisks) in the cytotoxicity of NK cells expressing pre-miR-Ctrl

and pre-miR-23a are shown (*, P < 0.05; **, P < 0.005).

C) Real time PCR analysis of LAMP1, IFN-y, GzmB, and PFN mRNA expression in NK-92
cells untransfected (UT) or transfected with either pre-miR control (Ctrl) or pre-miR-23a.
Statistically significant differences (indicated by asterisks) in the expression of LAMP1,
IFN-y, GzmB, and PFN in NK cells expressing pre-miR-Ctrl and pre-miR-23a are shown (*,

P <0.05; **, P <0.005; ***, P < 0.0005; ns, not significant).

D) The expression of CD107a, IFN-Y, and GzmB in NK-92 cells transfected pre-miR-Ctrl or
pre-miR-23a and cultured alone or in the presence of K562 target cells. Statistically
significant differences (indicated by asterisks) are shown (**, P < 0.005; ns, not

significant).
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E) Luciferase reporter gene assay performed using NK-92 cells co-transfected with either
pre-miR control (Ctrl) and control vector or pre-miR-23a and vector encoding 3’-UTR of
LAMP1. After 48 h, firefly and renilla luciferase activities were measured using the Dual-
Luciferase Reporter assay and the ratio of firefly/renilla luciferase was determined.
Statistically significant differences (indicated by asterisks) are shown. The experiment
was performed in triplicate and repeated two times with the same results. Error bars
indicate standard deviation. Statistically significant differences (indicated by asterisks)

are shown (**, P < 0.005).

Figure 7. Targeting miR-23a restores the cytotoxicity of natural killer (NK) cells treated

with hypoxic tumor derived microvesicles (MVs)

A) Real time PCR analysis of the expression of miR-23a. Normoxic (N) or hypoxic MVs
derived from IGR-Heu, K562, and T1 tumor cells were untransfected (-) or transfected (+)
with anti-miR control (anti-miR-Ctrl) or anti-miR-23a. Results are reported as a ratio
between miR-23a and RNU44 (used as housekeeping gene). Statistically significant
differences (indicated by asterisks) in the expression of miR-23a are shown (**, P < 0.005;

%% P < 0.0005).

B) Schematic representation of the experimental design used to analyze the effect of
targeting miR-23a expression in hypoxic MVs on the cytotoxicity of NK cells. Normoxic

and hypoxic MVs were isolated from indicated the tumor cells cultured under normoxic
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or hypoxic conditions. Untransfected normoxic MVs and hypoxic MVs transfected with
anti-miR-23a were incubated with NK-92 cells. Following co-culture with tumor cells, NK
cells were sorted and their function evaluated in term of cytotoxicity and the expression

of CD107a, IFN-g, GzmB, and perforin.

C) Real time PCR analysis of the mRNA expression of CD107a (LAMP1), IFN-y, Granzyme
B (GzmB), and perforin (PFN) in NK-92 cells treated with normoxic or hypoxic MVs,
untransfected or transfected with either anti-miR control (+anti-miR-Ctrl) or anti-miR-23a
(+anti-miR-23a) derived from IGR-Heu (upper), K562 (middle) or T1 (lower) tumor cells.
Statistically significant differences (indicated by asterisks) in the expression of LAMP1,
IFN-y, GzmB, and PFN are shown (*, P < 0.05; **, P < 0.005; ***, P < 0.0005; ns, not

significant).

D) Intra-cytoplasmic staining of CD107a (upper) and IFN-g (lower) in control (Ctrl) NK-92
cells or in cells untreated (-) or treated (+) with normoxic (N) or hypoxic (H) MV derived
form indicated tumor cell lines. Statistically significant differences (indicated by asterisks)
in the percentage of CD107a and IFN-y positive cells are shown (*, P < 0.05; **, P < 0.005;

ns, not significant).

89



Berchem et al., Figure 1

A

¥

A IGR-Heu

K562

Normoxia Hypoxia Normoxia Hypoxia
= Wy w55 3
. 4| ~? wd 516 516
0w 4 Kol B © 14 M 14
B © 31 =§
: . 10 10
e S 4 G 4
=2 = e E m
S LSS S \900 ISR OIS \900
Particle diameter (nm) Particle diameter (nm)
20 c 20
g 18 g 18
16 16
‘—3" 14 ‘—; 14
12 12
oo B0
o 8 o 8
o 4 O 4
e 2 ¥ 2
0 0
S LS LSS \900 S S SO S \900
Particle diameter (nm) Particle diameter (nm)
IGR-Heu K562
LAMP-1 MHC-I LAMP-1 MHC-|
Microvesicles| Normoxia|Hypoxia| Normoxia|Hypoxia| Normoxia|Hypoxia| Normoxia|Hypoxia
% of postive cells|  25% 30% 35% 60% 40% 43% 65% 68%
Mean Fluorescence
Intensity (MFI) 4221 3699 7555 5153 5421 5299 4444 4899

PKH26 stained
NK-92 cell Phase Contrast

PKH67 MV

PKH26-NK-92 cell

IGR-Heu

K562



Berchem et al., Figure 2

A
--Ctrl
60 - *Crl 80 - :
3 ~Normoxic MVs 3 +NoerX|c s
> 50 - . > ~Hypoxic MVs
— =Hypoxic MVs = 60 4
S 40 1 ! N
=] S v
£ 30 - S 40 - )\4 z
o b
O 20 H [ S}
o * % X 20 A
= * % © * %
£ 01— o L
O T T T 1 O T T T 1
30:1 101 3:1 30:1 10:1 3:1
_ --Ctrl _ - Ctrl
K%) 35 <Normoxic MVs K%) 60 ~Normoxic MVs
£ 30 A <+Hypoxic MVs 2 50 A ~Hypoxic MVs
B 2 8 40 - o
-] 20 - o
o o 15 30 - z
o 15 n ~
E 3 G4
el ’\’\' 5 20 -
IS B sk * %k
® 5 I e ]
O T T T 0 T T T 1
30:1 101 3:1 30:1 101 3:1
B
25 - mCD107a 10 - W CD107a "
— * % -
5 20 ok y—\ < 8 1 *
— o
o a
L 15 A O 6 4
p? =
> ()
= =2
.g 10 4 = 4 -
< g
o\o 5 T o\o 2 -
O_Ctrl N Ctrl N H O_C’trI'N'H' "Ctrl © N T H
MV IGR Heu MV K562 MV IGR Heu MV K562
NK92 NKD
90 - MIFN-y 60 7 MIFN-Y
* *
80 A
= 70 1T
£ 60 - . £ 40 -
= = *
g Sby 230 -
2 40 4 =
£ 30 - £ 20 4
X 90 A X
10 10 o
O "Cul N _—H_ Cl _N___H O Ctl N " H “Ctrl _N__H
MV IGR Heu MV K562 MV IGR Heu MV K562
NK92 NKD




Berchem et al., Figure 3

A NK Ligands (Cells) NK Ligands (MVs)
IGR-Heu K562 IGR-Heu K562
Normoxia| Hypoxia |[Normoxia| Hypoxia Normoxia| Hypoxia |Normoxia| Hypoxia
33.8% 40.30% 24.00% 30.20% 18% 18.20% 15.90% 23.20%
MG 1204 1334 2850 3090 MEhE 2761 2858 2797 3128
PVR 98.80% 95.4% 45.00% | 49.50% PVR 26.80% 32% 33.30% | 29.50%
6299 5917 3170 2999 2858 2974 3069 2920
32.1% 451% 8.50% 6.90% 30% 35% 42.50% 41.60%
o 1191 1519 3370 3870 CLer-| 1291 1255 1620 1520
4.4% 26.0% 22% 33% 8% 10.40% 25% 32%
eSS 978 1199 1170 1269 e 875 950 1289 1370
8.50% 5.00% 2.2% 3.40% 6.50% 5.80% 5% 5.10%
HEBES 1011 2141 3680 3380 i 2011 2059 2231 2100
B £40 - * % %
L %
E * %k * %k %
30
o * * %
@25 . *
520 A * \
oo
€15 4 |
<
(Inlo -
G 5 -
|_
X 0 -
N 24 48 72 N 24 48 72 N H N H
Hypoxia Hypoxia IGR-Heu K562
IGR Heu cells K562 cells MV MV
C NKG2D
100 - * %k * % % %k %k * %
)
8 80 A
o
(e)]
¥ 60 -
=
2 40 A
&
g 20 4
X
0 - .
Ctrl N - + - N - + - lsotype
MVs - - 4+ MVs - - + anti-TGF-1
H MVs H MVs
MV IGR Heu MV K562
%% k% * E 3
T_,?100 .
8 80 -
hq
E 60 .
(]
=
O
o
x 20 A
“Ctrl N - + - N - + - isotype
MVs - - + MVs - - + anti-TGF-1
HMVs H MVs

"MVIGRHeu MVK562



Berchem et al., Figure 4

A s %% NK 92 60 1  Nkp - CU .
2 40 A v =MV Norqu1a
2 2 50 A * -~MV Hypoxia
= 35 1 —_ =MV hypoxia + Isotype
@ 30 - * % @ 40 =MV hypoxia + anti TGF-B1
o 25 - 3 e
- . T307L
o i o ns
© 15 \ O 20 A
O\OO 10 - o\oo -

5 .
0 : . . 0 T T :
60:1 30:1 10:1 60:1 30:1 10:1
90 1 s 80 -
30 - a5 J *EE
g 70 4 %k %k 3k EGO | sk %k k
= 60 - =
8 5o * % K g 20 7 * %
o N ~ 40 4
B 40 - A
2 30 | el \
o\O° 20 A o\o° 20 A
10 - *\g% 10 4
O T T T O T T T
60:1 30:1 10:1 60:1 30:1 10:1
B C
160 -

80 - IFN-y NK92 = 140 | NK-92 . .,
S * * % E 120 - ] I_l
< 60 - ] ,—| a0 * %
= * =~ 100 ~ r *

q) 1
> 40 - * Z 80 1 []
= — [ = 60 -
©
£ 20 A £ 40 |
X £ 20 |
0 - : 0 A :
== + - Isotype cl N _—_* - ~ & - Isolype
CtriIN ———  No N -—F N ———
- - *  MVs _-_-_* anti-TGF-B1 S § _-_-_+ anti-TGF-B1
H MVs H MVs __ HMVs HMVs
: ! 1 MV IGRH
MV IGR Heu MV K562 eu WV ka2
*

80 - IFN-y NKD 160 ~
= Y = 140 | NKD ™ s
Z 60 - & 120 [ ]
& k %k k & X %k
L Z 80 - |—|
2 — [ ] c 60 -
= € 40 -

° £ 20
0 - - 0 - .
ctrlN —F = No N—_F__- Isotype ctrl N -+t - N -t - isotype
- -t MVs -t anti-TGF-B1 - -+ _-_- + anti-TGF-f1
VS S Vs AWV A MVs_
"MV IGR Heu MV K562 " MV IGR Heu MV K562



Berchem et al., Figure 5

Normoxia

s

1
20 25
[Fu]

1.0

T T T 1
30 35 40 45

Hypoxia

S0 S5 60

20 25 30

C

I 1 I 1 1

35 40 45 50

1

55 60 [s)

predicted consequential pairing of
target region (top) and miRNA (bottom)

Position 116-123 of LAMP1 3'

hsa-miR-23a

O

8

UTR

S B Normoxia F*¥

<

=2 O Hypoxia I

S 6 4 kxx * % %

~ [ [ ]

e

x

E 21

©

:Cn O _J T . T . 1
IGR Heu K562 T1

= 2.0 B Normoxia

2 O Hypoxia

Z 15

=~

™ 1.0 -

o

x

g 0.5 ~

I

%)

= 0.0 I T T 1
IGR Heu K562 T1

5'

3

hsa-miR-210 / RNU44

hsa-Let-27b / RNU44

25
20
15
10

2.0

15

1.0

0.5

0.0

. . .AAAUCUGCUUCAUCCAAUGUGAA. . .

et
CCUUUAGGGACCGUUACACUA

W Normoxia ¥
- O Hypoxia |__'I_
i * % %
1 7
1 . ; | |
IGR Heu K562 T1
] B Normoxia
O Hypoxia
IGR Heu K562 T1

B

hsa-miR939
hsa-miR129%
hsa-miR489
hsa-miR378
hsa-miR423-5p
hsa-miR29c
hsa-miR596
hsa-miR376a
hsa-miR1275
hsa-miR769-5p
hsa-miR601
hsa-miR339-5p
hsa-miR210
hsa-miR1180
hsa-miR338-5p
hsa-miR324-5p
hsa-miR505
hsa-miR23a
hsa-miR374
hsa-miR628-5p
hsa-miR-454
hsa-miR-425-5p
hsa-miR-191#
hsa-miR-30b
hsa-miR-324-3p
hsa-miR-144#
hsa-miR-15b
hsa-miR-618
hsa-Let-7a
hsa-miR-517a
hsa-miR-577
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-10a
hsa-miR-744
hsa-miR-1276
hsa-miR-190b
hsa-miR-218
hsa-miR-133a
hsa-miR-18a
hsa-miR-30a-3p
hsa-miR-532-3p
hsa-miR-548c-5p
hsa-miR-576-3p
hsa-miR-106b
hsa-miR-1254
hsa-miR-191
hsa-miR-27a
hsa-miR-425#
hsa-miR-642
hsa-miR-886-3p
hsa-miR-10b
hsa-miR-126#
hsa-miR-1290
hsa-miR-16-1#
hsa-miR-27b
hsa-miR-301b
hsa-miR-409-3p
hsa-miR-1227
hsa-miR-1285
hsa-miR-128a
hsa-miR-183#
hsa-miR-192
hsa-miR-572

Fold
change

2.67
2.75
2.83
2.83
2.92
3.00
3.08
3.08
3.17
3.33
333
3.33
3.33 =«
3.33
4.00
4.08
4.67
4.67 =«
4.73

=3.92
=382
-3.67
-3.67
-3.62
-3.58
-3.50
=3:50
-3.42
-3.42
=3:33
=3.25
=325
-3.17
-3.17
-3.17
-3.17
-3.00
-3.00
-3.00
-3.00
-3.00
-3.00
-3.00
-2.83
-2.83
-2.83
-2.83
-2.83
-2.83
-2.80
-2.75
-2.75
-2.72
-2.67
-2.67
-2.50



Berchem et al., Figure 6

A
i 800 - E; (: 15
< n 2 ]
= B850 7 xx ol
Z 600 - = ol 3 I
& * % 0
~ % 40 - % 1.0 -
@ 400 - S [ .
E §3O & EO'S i
EZOO_ . %20 —"'UT %00
£ 5] o A B B S 10 4 <pre-miR-Ctr T uT ol 23a
-<pre-miR-23a 1.5 - -miR
o l-mn BN N W UT Pre 25 12565 % O = - - z preril
i -miR-23a (nm : : :
L 12 - Cirl pre miR-23a (nm) 30:1 10131 %10 -
= E:T ratio O
2 1.0 =
2 w80 A ?‘05 i
o 7 z =
— 0.8 + > * % - i
g % 60 - ko 0.0 -
§ 0.6 1 o [ ' ut Ctrl 23a
= ad N 40 1.5 1 pre-miR
0.2 - 1~ [
2 © 20 ~-pre-miR-Ctrl %1'0 }
0.0 - X ~pre-miR-23a
UT Pre- 25 125 6.5 0 % : - -
] miR  pre-miR-23a (nm) 30:1 10:1  3:1 §
15 Ctrl : G
5 E:T ratio 0.0 -
= w40 - %% CUT Ctl __ 23a
£ 10 A * 15 - B
9 — 30 * % r__JEL__j
o 8 |: g 1.0 4
o 20 4 a i
! Y
o 010 A ~-pre-miR-Ctrl ;O.S .
< N 0 -pre-miR-23a .
OO = i, T T T |
s f_ﬁ%) 30:1 _10:1  3:1 POTTUT ol 23
Ctrl , E:T ratio pre-miR
D
» 80 - lpre—m!R—CtrI ns
= O pre-miR-23a E E
g
= 40 A ., 2.5 M pre-miR-Ctrl
(%]
S ns S O pre-miR-23a
% 20 ’_,_‘ F—‘ '_\ = 20 * %
X0 A : . = . §
CD107a CD107a IFNY  GzmB g 1=
=
K562 cells § 10
(O]
=
= 0.5
K]
(o'
0.0
empty vector 3'UTR-LAMP-1

vector



Berchem et al., Figure 7

>
=
N

hsa-mir-23a/RNU44
[
o

o N B OO @

@]

2.0

1.0

Relative expresion

0.0

15

1.0

0.5

Relative expresion

* %

]
* %
'_l * %k
T
= = F = = = B s - - + - Anti-miR-Ctrl
- - -+ - -+ - - - + Anti-miR-23a

N Hypoxic N Hypoxic N Hypoxic

IGR-Heu K562 T1

MV IGR Heu O Normoxic

O Hypoxic
%k k B Hypoxic+anti-miR-Ctrl
[ B Hypoxic+anti-miR-23a
M HI Hi H] D
LAMP1 IFN-y GzmB PFN
_MV K562 ]
* % o
[ S 60 -
—
S
=40 -
()
=
720 -
a
X
0 ¢ +
LAMP1 IFN-y GzmB PFN Ctrlﬁ
MV T1 N H
% MV IGR Heu
= [l — — 60 A
o
i 540 |
o
=
‘520 -
o
a
LAMP1 IFN-y GzmB PFN X
0 -
Ctrl- - + -

- - -+

N H

MV IGR Heu

MV derived from

IGR Heu, K562, T1 cells

7N

MV Hypoxic
+

anti-miR-23a

MV Normoxic MV Hypoxic

anti-miR-23a
+

NK92 cells NK92 cells

umor cells

/

_‘

Tumor cells NK92 cells

Functional assay

CD107a, IFN-g, GzmB, PFN

Ctrl- - + - Ctrl - - + - Ant-miR-Ctrl
- - -+ - - - + Anti-miR-23a
N H N_H
MV K562 MV T1

Ctrl- - + - Ctrl- - + - Ant-miR-Ctrl
- - - ¥ - - - 4 Anti-miR-23a

N

H N H

MV K562 MV T1



B TGFB1 [NM_000660
IGR-Heu I L ] <5, & TGFBL [NM_000660]
OTGFBI-68kDa [NM_000358] O TGFBI-68kDa [NM_000358]

JF

12 - 6 1
10 - + 5 4
8 - + 4 -
6 =

4' 2-1

2 1 4

o A A A O
6 1

6 24 0 6 16 24

Fold change
Fold change
w

0
Hours of hypoxia Hours of hypoxia
Hypoxia Hypoxia
N 24 48 72 N 24 48 72

- L G
7% PO W [rrp1 = o1

TSP WP WP |Actin SN 0N D W | Actin
IGR-Heu K562

Supplementary Figure 1

The effect of hypoxia on the expression of TGF-31 in IGR-Heu and K562 cells. Cells were cultured at different
time points under hypoxia and the expression of both isoforms of TGF-f1 (NM_000660 and NM_000358) was
assessed at the mRNA (upper panels) and protein (lower panels) level in IGR-Heu (left panels) and K562 (right
panels) cells.
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Supplementary Figure 2

A) The effect of pre-miR-210 transfection on the expression of miR-23a in natural killer (NK) cells. NK-92 cells were
untransfected (UT) or transfected with pre-miR control (pre-miR-Ctrl) or different concentrations of pre-miR-210.
Cells were subjected to real time PCR analysis for the expression of miR-210 (upper panel); miR-23a (middle panel)
and miR-27b (lower panel) used as control.

B) Cytotoxicity of NK-92 cells expressing pre-miR-210. NK-92 cells transfected as described in A were co-cultured
with IGR-Heu (upper panel); K562 (middle panel) or T1 (lower panel) and the percentage of tumor cells lysed was
assessed at different effector:target ratios (30:1, 10:1 or 3:1) as described in Figure 2A.

C) The expression of CD107a, IFN-g, and GzmB in NK-92 cells transfected pre-miR-Ctrl or pre-miR-210 and cultured
alone or in the presence of K562 target cells.
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Supplementary Figure 4

The effect of tumor cell-derived microvesicles (MVs) on the function of natural killer (NK) cells in vivo. Mice were
injected intradermally every day for 7 days with phosphate buffered saline (PBS) or with 50 pug of MVs in PBS. NK
cells were sorted from draining lymph nodes by cd49b antibody coated beads and co-cultured with Renca cells.
After separation from their target, the expression of CD107a, IFN-y, and GzmB was assessed by FACS analysis.



2. Article 2: Granzyme B degradation by autophagy decreases tumor cell

susceptibility to natural killer-mediated lysis under hypoxia.
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Résumé de I'article 2
Le stress hypoxique réduit la sensibilité des cellules tumorales a la lyse par les cellules
NK en condition d’hypoxie par I'induction de I'autophagie qui dégrade le Granzyme B
dans la cellule tumorale.
L'hypoxie est de plus en plus clairement reconnue comme inducteur d’une
immunosupression tumorale (Lee et al., 2010a), et nous avons précédemment montré
gue en situation d’hypoxie tumorale, la lyse cellulaire médiée par les CTL est inhibée selon
un mécanisme impliquant STAT3 (Noman et al., 2011). Les cellules tumorales en situation
d’hypoxie ont tendance a réagir entre autre en activant un mécanisme d’autophagie, qui
de part la degradation et le recyclage de proteins et d’organelles, produit I'énergie
nécessaire pour leur survie.
Un autre role de I'autophagie a récemment été reconnu, il s’agit de son implication dans
I'immunoévasion tumorale, mais aucun lien mécanistique direct n’avait jusqu’a présent
été mis en evidence pour expliquer la regulation de la réponse immunitaire NK par
I"autophagie en conditions d’hypoxie.
Dans cette étude nous montrons que I'autophagie est un acteur majeur dans la résistance
des cellules tumorales de cancer du sein a la cytolyse par les NKs. En effet des cellules
MCF7 et T47D cultivées en hypoxie (pO2 : 0.1%) sont trés modestement lysées par
cellules NK tandis que les cellules cultivées en normoxie sont bien lysées. Par ailleurs on
montre que cette inhibition de la cytolyse correle avec une induction du phénomeéne
d’autophagie dans les cellules tumorales cultivées en hypoxie comparées a celles en
normoxie. Par ailleurs I'autophagie induite par manque de nutriments donne clairement

les mémes résultats.
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Afin de déterminer I'étendue de la relation causale entre I'induction d’autophagie et
I'inhibition de la lyse NK nous avons utilisé des cellules tumorales autophagie déficientes
(+/- Beclin 1 sous le contréle d’un promoteur tet on/off). Il est montré que en situation
d’hypoxie, les cellules autophagie déficientes (Becline-) sont mieux lysées par les NK que
les cellules autophagie compétentes (Becline +). On peut donc conclure que I'autophagie
est un déterminant majeur dans I'inhibition de la cytolyse NK en condition d’hypoxie.
Nous avons alors montré que cette inhibition de la lyse NK en situation d’hypoxie n’était
pas liée a un défaut de la reconnaissance tumorale par les NK en vérifiant si les tumeurs
en hypoxie ne surexprimaient pas des molécules NK inhibitrices comme le complex
majeur d’histocompatibilité de classe | ou au contraire avaient une expression diminuée
de ligands pour le récepteur activateur des NK le NKG2D. Bien que nous avons pu montrer
en effet une augmentation significative de HLA A, B et C sur les cellules tumorales MCF7
autophagie compétentes (Beclin +) en hypoxie et non sur les autophagie incompétentes
(Beclin -), un blocage des antigénes HLA de classe | par des anticorps ne change pas la
diminution de la cytotoxicité NK en hypoxie observée dans les cellules autophagie
compétentes.

Des expériences en microscopie confocale ont montré que il existait autant de contacts
étroits entre les NK et les cellules tumorales que ces derniéres soient autophagie
compétentes ou incompétentes ou en hypoxie ou normoxie. En ce qui concerne les
ligands activateurs de NKG2D comme MICA, MICB ou ULBP-1 ils sont exprimés de facon
constante sur les cellules tumorales autophagie compétentes ou incompétentes ou en
hypoxie ou normoxie. La dégranulation des NKs a aussi pu étre mise hors de cause

comme responsable de la différence de cytotoxicité, comme le CD107a (un marqueur de
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dégranulation) augmente de facon équivalente que la cellule soit en contact avec des
cellules tumorales normoxiques ou hypoxiques.

Nous avons par contre pu montrer que le Granzyme B incorporé dans les cellules
tumorales et provenant de la cellule NK est dégradé par un mécanisme autophagie
dépendant et est donc nettement plus dégradé dans les cellules autophagie compétentes
(Beclin +) et non (Beclin -) en hypoxie, ce qui semble expliquer le phénomeéne observé.
On peut donc déduire que le Granzyme B relargué par les NKs est incorporé par la cellule
tumorale en autophagie et que ce Granzyme B est alors absorbé dans des granules
autophagiques et dégradé par les lysosomes. Ceci est corroboré par le fait que le niveau
de Granzyme B au niveau de la cellule tumorale remonte apres traitement par des
inhibiteurs des hydrolases lysosomales comme la chloroquine, et la pepstatine. Par

ailleurs, le niveau de perforine n’est pas altéré dans aucune des conditions testées.

Afin d’élucider ce mécanisme plus en détail, nous nous sommes alors intéressés a la
distribution subcellulaire du Granzyme B par des expériences de fractionnement de
cellules autophagie compétentes et incompétentes. Une différence importante a été
notée entre les fractions positives pour le Granzyme B entre les cellules autophagie
compétentes hypoxiques et normoxiques, et qui plus est les fractions hypoxiques
contenant du Granzyme B contiennent aussi du LC3 signature bien connue des
autophagosomes. Ceci est confirmé par des expériences en immunofluorescence
montrant une colocalisation de Granzyme B et de LC3 dans les mémes structures
subcellulaires. Par ailleurs, la sélectivité de cette incorporation du Granzyme B dans les

autophagosomes est indiquée par le fait que I'inhibition de la protéine cargo p62 en
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hypoxie restaure le profil observé en normoxie, indiquant que ce transfert de Granzyme
B est bien sélectif.

Finalement des expériences de xénogreffes sur souris BALB/c déplétées NK in vivo dans
deux modeéles (mélanome B16-F10 et sein 4T1), produisant tous les deux des tumeurs
hautement hypoxiques ont été conduites. Pour cela les cellules tumorales B16-F10 et
4T1 ont été transfectées avec un shRNA lentiviral BECN1- ou un shRNA contréle. Cette
expérience démontre que chez des souris NK +, transfectées avec des cellules tumorales
autophagie compétentes (shRNA contréle) ont des tumeurs beaucoup plus grandes que
celles transfectées avec des cellules autophagie incompétentes (shRNA BECN1-). Cette
différence n’est plus observée chez des souris déplétées en NK.

En résumé on peut donc dire que le blocage de I'autophagie tumorale facilite la lyse par
les cellules NK par un mécanisme dépendant de la dégradation spécifique intracellulaire
du Granzyme B par la machinerie autophagique sous le contréle d’un transporteur de
type p62 du cytoplasme vers I'autophagosome.

Ce mécanisme constitue donc une cible potentille dans la lutte contre 'immunoévasion

NK des cellules tumorales.
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Recent studies demonstrated that autophagy is an important
regulator of innate immune response. However, the mechanism
by which autophagy regulates natural killer (NK) cell-mediated
antitumor immune responses remains elusive. Here, we demonstrate
that hypoxia impairs breast cancer cell susceptibility to NK-mediated
lysis in vitro via the activation of autophagy. This impairment was
not related to a defect in target cell recognition by NK cells but to the
degradation of NK-derived granzyme B in autophagosomes of
hypoxic cells. Inhibition of autophagy by targeting beclin1 (BECN1)
restored granzyme B levels in hypoxic cells in vitro and induced tu-
mor regression in vivo by facilitating NK-mediated tumor cell killing.
Together, our data highlight autophagy as a mechanism underlying
the resistance of hypoxic tumor cells to NK-mediated lysis. The work
presented here provides a cutting-edge advance in our understand-
ing of the mechanism by which hypoxia-induced autophagy
impairs NK-mediated lysis in vitro and paves the way for the for-
mulation of more effective NK cell-based antitumor therapies.

hypoxic tumor microenvironment | innate immunity |
breast adenocarcinoma | immunotherapy

he major obstacle to defining an efficient immunotherapy

protocol for the treatment of solid tumors is the capacity of
the tumor microenvironment (TME) to inhibit the host immune
response at both the local and systemic levels (1). The TME is
a complex, dynamic structure composed of malignant cells and
cells that influence cancer evolution, such as endothelial and
immune cells (2). The TME is an important aspect of cancer
biology, as it can promote neoplastic transformation, support
tumor growth and invasion, protect tumors from host immunity,
foster therapeutic resistance, and provide niches for dormant
metastases (3). Natural killer (NK) cells are large, granular
CD3—/T-cell receptor—/CD56+ lymphocytes that play a funda-
mental role in antitumor innate immunity (4) and participate in
tumor immunosurveillance. They can kill tumor cells directly via
the engagement of death receptors [Fas and TRAIL (Tumor ne-
crosis factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand)] and the release
of perforin- and granzyme-containing granules; or indirectly
via antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (5, 6). The
role of NK cells in tumor regression was investigated by several
studies showing that tumor infiltration by NK cells predicts a fa-
vorable outcome for several cancers (7-10). The activity of NK
cells is regulated by the expression of activating and inhibitory
receptors that together dictate the fate of target tumor cells. The
function of NK cells is inhibited by the interaction between HLA
class I molecules, expressed on the surface of target cells, and killer
cell Ig-like receptors (KIR) and/or CD94/NKG2A, expressed on
the surface of NK cells (11). The activation of NK cells is mediated
by NKp46, NKp30, and NKp44, as well as CD226 and NKG2D.

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1304790110

The up-regulation of stress-inducible proteins on the surface of
cancer cells, such as MHC class I-related chain (MIC) A and B
ligands and UL16-binding proteins (ULBPs), leads to the activa-
tion of NK cells through the engagement of NKG2D (12). The loss
of HLA class I expression and the up-regulation of MICA/B and
ULBP1 is a common characteristic of tumors (13), which makes
them targets for NK-mediated lysis (14).

Accumulating data suggest that a hypoxic microenvironment
protects cancer cells from the antitumor immune response by
multiple overlapping mechanisms (reviewed in ref. 15). We re-
cently reported that under hypoxic conditions, tumor cells resist
antigen-specific cytotoxic T-lymphocytes (CTL)-mediated lysis in
a signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)-
dependent manner (16). Hypoxia also contributes to the
reprogramming of dendritic cells (DCs) and perpetuates in-
flammation via the induction of a proinflammatory DC phe-
notype (17). Under hypoxia, tumor cells release a number of
chemokines, such as endothelial monocyte-activating poly-
peptide II (EMAP-II) (18), vascular endothelial growth factor
(VEGF) (19), endothelin 2 (20), and monocyte chemotactic
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Fig. 1. Hypoxia-induced autophagy decreases the susceptibility of breast
cancer cells to NK-mediated lysis in vitro. (A) Cytotoxicity assays were per-
formed in duplicate using NK cells isolated from eight healthy donors (D1 to
D8) at 5/1 or 1/1 E/T (Effector/Target) ratios on normoxic (N) or hypoxic (H)
MCF-7 cells. Cell death was assessed by flow cytometry using TO-PRO-3. (B,
Upper) Cells were cultured under normoxia (N) or hypoxia (H) conditions for
16 h. The expression levels of hypoxia inducible factor 1o, p62, and LC3 were
assessed by immunoblot. (B, Middle) Untreated (—CQ) or chloroquine (60
pM) treated (+CQ) cells cultured under normoxia (N) or hypoxia (H) were
assessed by immunoblot for the expression of LC3. (B, Lower) GFP-LC3
expressing normoxic or hypoxic MCF-7 cells were analyzed by fluorescence
microscopy for the autophagosome formation (dots). (Scale bar, 10 um.) (C)
MCF-7 cells were cultured under normoxia, hypoxia, or starvation [Earle’s
balanced salt solution (EBSS)]. Cytotoxicity assays were performed using NK
cells isolated from a healthy donor (D12). The percentage of tumor cell lysis
is reported as an average (+SEM) of three experiments performed. Statisti-
cally significant differences are indicated by asterisks (*P < 0.05; **P < 0.005;
**%P < 0.0005). (D, Upper Left) Autophagy-competent and -defective MCF-7
cells were generated by culturing cells expressing BECN1 under the control
of a tetracycline-responsive promoter (BECN1) in the absence (=) or presence
(+) of doxycycline (100 ng/mL), respectively. Beclin1 expression was assessed
by immunoblot. (D, Right) The formation of autophagosomes (dot-like
structures) in autophagy-competent (~Dox) and autophagy-defective (+Dox)
hypoxic cells was assessed using immunofluorescence microscopy with an
Alexa-Fluor-488-coupled LC3 antibody. Nuclei were stained with DAPI.
(Scale bar, 10 um.) (D, Lower Left) Cytotoxicity assays were performed on
autophagy competent (BECN1+) or defective (BECN1-) MCF-7 cells cultured
under normoxic (N) or hypoxic (H) conditions with NK cells isolated from
a healthy donor (D13). The percentage of tumor cell lysis is reported as an
average (+SEM) of three experiments, and statistically significant differences
are indicated by asterisks (*P < 0.05).

protein-1 (MCP-1/CCL2) (21). The secretion of such cytokines
leads to the accumulation of tumor-associated macrophages
(TAM) and regulatory T-cells (Treg). TAM and Treg cells
produce transforming growth factor-p and suppress the pro-
liferation and activity of NK cells (22). In addition, it has been
proposed that hypoxia contributes to the escape of prostate tu-
mor cells from NK-mediated immunosurveillance by increasing
the shedding of MIC molecules (23).

It is well established that the adaptation of cancer cells to
hypoxic stress can also occur through the activation of autoph-
agy, which is a process responsible for the degradation and

2 of 6 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1304790110

recycling of long-lived proteins and cytoplasmic organelles in well-
characterized structures named autophagosomes. Recently, the
role of autophagy was expanded to include immunological func-
tions, including interactions with the immune system in the TME
(16, 24, 25). Although these studies highlight autophagy as an im-
portant player in the regulation of cancer immunity, no data are
currently available that address the mechanisms by which autoph-
agy regulates NK-dependent immune responses during hypoxia.

While clinical trials using NK-based immunotherapy have
shown promising results for the treatment of hematological ma-
lignancies, solid tumors are frequently resistant to this therapy.
Understanding the molecular mechanisms that underlie tumor
escape from NK-mediated surveillance remains an issue of major
interest. In this report, we demonstrate that hypoxia reduces
breast cancer cell susceptibility to NK-mediated lysis by a mech-
anism involving the activation of autophagy and the subsequent
degradation of NK-derived granzyme B (GzmB) in vitro. We
provide in vivo evidence that blocking autophagy in hypoxic
tumors induces tumor regression by facilitating NK-mediated
elimination. This study highlights autophagy as a unique mecha-
nism of tumor cell resistance to NK-mediated lysis.

Results

Hypoxia-Induced Autophagy in Breast Cancer Cells Decreases
Susceptibility to NK-Mediated Lysis. We investigated whether
hypoxia impairs NK-mediated lysis of MCF-7 breast adenocar-
cinoma cells. Using NK cells isolated from the peripheral blood
monocellular cells (PBMC) of eight healthy donors (D1 to D8),
we demonstrated (Fig. 14) that despite the interindividual var-
iability of NK cell cytolytic potential, the percentage of hypoxic
(H) MCF-7 cell lysis by NK cells was decreased compared with
that of normoxic (N) MCF-7 cells in all cases.

This impairment correlated with the induction of the auto-
phagic flux as indicated by the degradation of p62/Sequestosome 1
(SQSTM1), the accumulation of microtubule-associated protein
light chain-3 II (LC3-II) in chloroquine (CQ)-treated cells and the
formation of autophagosomes in hypoxic cells (Fig. 1B and Fig.
S1A). Time-lapse video microscopy of GFP-LC3-expressing nor-
moxic or hypoxic MCF-7 cells (Fig. S1B) cocultured with PKH-26—
stained NK cells confirmed that normoxic tumor cells were effi-
ciently lysed by NK cells (Movie S1) compared with hypoxic tumor
cells, which displayed several autophagosomes (Movie S2). In
addition, time-lapse video microscopy performed under the same
conditions using propidium iodide provided compelling evidence
that normoxic tumor cells underwent NK-mediated cell death
(Movie S3) compared with hypoxic tumor cells (Movie S4). Sim-
ilar results were obtained using the T47D breast cancer cell line
(Fig. S1C), which confirms that the impairment of breast tumor
cell susceptibility to NK-mediated lysis during hypoxia is not re-
stricted to the MCF-7 cell line. In addition, we demonstrated that,
independently of hypoxia, autophagy induction by other stimuli
(e.g., starvation) also impairs NK-mediated lysis (Fig. 1C). To
determine the extent to which the induction of autophagy is
implicated in the impairment of NK-cell-mediated lysis, we
used the MCF-7 cell line expressing Beclinl (MCF-7ggcni)
under the control of a tetracycline-responsive promoter (tet-
off). Using this cell line, autophagy-competent (MCF-7ggcNi+)
or autophagy-defective (MCF-7ggcni—) MCF-7 cells can be gen-
erated by culturing cells in the absence (—) or presence (+) of
doxycycline, respectively (Fig. 1D, Upper Left and Right). Cytotoxic
assay (Fig. 1D, Lower Left) clearly demonstrated that NK cells kill
autophagy-deficient (BECN1-) MCF-7 cells more efficiently than
autophagy-competent (BECN1+) MCF-7 cells under hypoxic con-
ditions. Similar results were obtained in ATG5-deficient MCF-7
cells (Fig. S1D). These data indicate that autophagy itself is
a key determinant in the impairment of NK-mediated lysis of
MCF-7 tumor cells.

Baginska et al.
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Fig. 2. Hypoxia-induced autophagy impairs tumor cell susceptibility to NK-
mediated lysis without affecting NK cell function. (A) Autophagy-competent
(BECN1+) and -defective (BECN1-) MCF-7 cells cultured under normoxia (N)
or hypoxia (H) were assessed by flow cytometry for the expression of MHC
class | molecules and NK cell-activating NKG2D ligands . Fluorescence in-
tensity is reported as an average (+SEM) of three experiments. Statistically
significant differences are indicated by asterisks (*P < 0.05; **P < 0.005;
***P < 0.0005). (B) BECN1+ or BECN1— MCF-7 cells were pretreated with
mouse IgM anti-pan HLA class | A6-136 mAb and incubated under normoxic
(N) or hypoxic (H) conditions before presentation to NK cells at a 5/1 E/T
ratio. The percentage of target cell lysis is reported. Statistically significant
differences are indicated by asterisks (**P < 0.005). (C) BECN1+ or BECN1—
MCF-7 cells cultured under normoxia (N) or hypoxia (H) were incubated with
NK cells. The percentage of conjugate formation at indicated time was de-
termined by flow cytometry. Results are reported as an average (+SEM) of
three independent experiments. No statistically significant differences were
observed. (D) NK cells as effectors (E) were cultured alone or with normoxic
(N) or hypoxic (H) MCF-7 cells at a 5/1 E/T ratio. The level of CD107a (a
degranulation marker) on the surface of the NK cells was assessed by flow
cytometry. Fluorescence intensity is reported as an average (+SEM) of five
experiments performed with NK cells from different donors. (E) Normoxic (N)
or hypoxic (H) MCF-7 cells were loaded with exogenous, activated granzyme
B (0.8 pg/mL) using the pore-forming protein streptolysin-O. The percentage of
cell death was determined by flow cytometry. Results are reported as an av-
erage (+SEM) of three experiments. (F) PKH-26-stained normoxic or hypoxic
MCF-7 cells (red) were cocultured with YT-Indy-NK cells expressing GFP-GzmB
(green) at 5/1 E/T ratio. The content of NK-derived GFP-GzmB in target cells
was monitored after 30 min of coculture by a Zeiss laser-scanning confocal
microscope (LSM-510 Meta) with a 60x oil immersion objective. (Scale bar,
10 pm.) (G) Autophagy-competent (BECN1+) or -defective (BECN1-) MCF-7 cells
were incubated under normoxia (N) or hypoxia (H) and cocultured with NK
cells at 5/1 E/T ratio for 0 and 30 min. Following separation, tumor cells were
lysed and subjected to immunoblot for the intracellular GzmB content. NK cell

Baginska et al.

Impaired NK-Mediated Lysis of Hypoxic Tumor Cells Is Not Related to
a Defect in Tumor Cell Recognition by NK Cells. We investigated
whether the resistance of hypoxic tumor cells to NK-mediated
lysis is related to an increase in NK-inhibitory MHC class 1
molecules or a decrease in NK-activating NKG2D ligands on the
cell surface. Among all analyzed molecules (Fig. 24), only HLA-
A, B, and C were found to be significantly up-regulated on the
surface of autophagy competent hypoxic MCF-7 cells [BECN1+
(H)] and down-regulated on autophagy-defective cells cultured
under the same conditions [BECN1- (H)]. We next investigated
whether the resistance of hypoxic MCF-7 cells to NK-mediated
lysis was related to an increase in HLA class I molecules. Our data
demonstrated that even when HLA class I molecules are blocked,
the lysis of hypoxic (BECN1-) MCEF-7 cells is significantly im-
proved compared with hypoxic (BECN1+) MCF-7 cells (Fig. 2B).
We therefore suggest that independently of HLA class 1 ex-
pression level, the autophagic status of target cells plays a key
role in the resistance to NK-mediated lysis in our model. Simi-
larly, the data presented in Fig. 2C demonstrated a time-dependent
increase in the percentage of conjugates between NK and tumor
cells, but no significant difference in conjugate formation was
observed between autophagy-competent (BECN1+) and -defective
(BECNI1-) cells cultured under normoxic or hypoxic conditions.
Representative images from time-lapse experiments support the
conclusion that NK cells maintain their ability to interact with
hypoxic cells in our model (Fig. S2). We also addressed whether the
degranulation activity of NK cells was affected by hypoxic tumor
cells. Fig. 2D showed a basal level of CD107a on the surface of NK
cells cultured alone (E), but a significantly higher level was detected
when NK cells were cocultured with normoxic or hypoxic tumor
cells (E/T). As no difference in the level of CD107a was observed
when NK cells were cocultured with normoxic and hypoxic tumor
cells, the resistance of hypoxic tumor cells to NK-mediated lysis
does not appear to be related to a defect in NK activity. Our results
further suggest that resistance is dependent on an intrinsic mech-
anism that makes tumor cells less sensitive to the cytotoxic granules
released by NK cells. This hypothesis was supported by data (Fig.
2E) demonstrating that under conditions where normoxic and
hypoxic tumor cells were treated with the pore-forming protein
streptolysin-O, GzmB only killed normoxic cells.

In Vitro Hypoxic Tumor Cells Degrade NK Cell-Derived Granzyme B in
Lysosomes via Autophagy. To investigate the mechanism underlying
the observed reduction of GzmB-mediated killing of H cells, we
analyzed the intracellular GzmB content of target cells. PKH-
26-stained normoxic or hypoxic MCF-7 cells were cocultured
with YT-Indy-NK cells expressing GFP-GzmB. Significantly
lower levels of GFP-GzmB were detected in hypoxic cells than in
normoxic (N) cells (Fig. 2F). We next evaluated whether targeting
autophagy by knocking down BECNI restores GzmB level in
hypoxic cells. Our results demonstrated that the level of GzmB is
restored in BECN1-defective cells (Fig. 2G). As the NK-medi-
ated lysis of hypoxic cells was also restored by targeting ATGS,
it remains to be determined whether the level of GzmB was
affected in ATGS5-defective cells. Nevertheless, these results
suggest that following its delivery to hypoxic cells, GzmB is
loaded into autophagosomes and subsequently degraded in
lysosomes. This was further supported by our data (Fig. 2H)
showing that the level of GzmB was restored by autophagy and
lysosomal hydrolases inhibitors chloroquine and e64d/Pepstatin,

lysate was used as a control for GzmB detection. The expression of LC3 was
reported as a marker for autophagy. (H) Normoxic (N) or hypoxic (H) MCF-7
cells were cultured alone (-) or with NK cells (+) at 5/1 ratio for 30 min in the
presence (+) or absence (=) of chloroquine (CQ) or e64d/pepstatin. Tumor
cells separated from NK were subjected to immunoblot analysis to evaluate
the intracellular GzmB and perforin content.
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Fig. 3. Invitro tumor cells degrade NK cell-derived granzyme B in lysosomes
via autophagy. (A) NK cells were cocultured with autophagy-competent
(BECN1+) or -defective (BECN1-) normoxic or hypoxic MCF-7 cells. Cell lysates
of separated tumor cells were subjected to subcellular fractionation. Frac-
tions 1 to 12 were characterized by Western blot using the indicated anti-
bodies. * indicates an unspecific band. (B) Chloroquine-treated hypoxic MCF-
7 cells (T) were cocultured with GzmB-GFP-expressing NK cells (E). Target
cells were stained with an Alexa-Fluor-568-coupled rabbit anti-LC3 antibody
to visualize autophagosomes (red) and with DAPI to stain nuclei (blue).
Colocalization of GzmB with LC3 in autophagosomes was visualized by
confocal microscopy using a 100x oil immersion objective. An enlarged im-
age (400x) of the overlay (box) is shown. (Scale bar, 10 pm.) (C) Chloroquine
treated GFP-LC3 —expressing MCF-7 cell were cultured under hypoxia stained
with anti-EEA1 Alexa-Fluor-568-coupled anti-rabbit IgG antibody (red) and
DAPI for nuclei. Cells were analyzed by confocal microscopy. The overlay
image shows colocalization of LC3 and EEA1 (yellow dots). (Scale bar, 10 pm.)

respectively. In contrast, the level of perforin in target cells was
not affected by hypoxia or autophagy inhibition (Fig. 2H). The
subcellular distribution of NK-derived GzmB was further analyzed
by fractionation of autophagy-competent (BECN1+) or -defective
(BECN1-) MCF-7 cells cultured under normoxic or hypoxic
conditions. Fig. 34 showed a dramatic difference in the distribu-
tion pattern of GzmB between normoxic and hypoxic (BECN1+)
cells. GzmB is mostly present in fractions 4 to 11 in normoxic cells;
however, it is exclusively detected in fraction 2 and to a lesser
extent in fraction 3 in hypoxic cells. Interestingly, the GzmB-con-
taining fractions 2 and 3 are positive for LC3 (autophagosomes)
and Rab5 (endosomes), suggesting that these fractions may corre-
spond to amphisomes (structures generated from the fusion of
autophagosomes and late endosomes). Taken together, these
results suggest that endosomes containing GzmB and perforin fuse
with autophagosomes upon activation of autophagy in hypoxic
cells, leading to the specific degradation of GzmB. The selectivity
of GzmB degradation by autophagy was further supported by our
data demonstrating that inhibition of the autophagy cargo protein
p62 restores GzmB level in hypoxic targets (Fig. S3). Importantly,
targeting autophagy in hypoxic cells dramatically changes the
subcellular distribution of GzmB to a profile similar to that ob-
served in normoxic cells. The presence of NK-derived GzmB in
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autophagosomes of hypoxic cells was further confirmed by immu-
nofluorescence data showing colocalization of GzmB-GFP with
autophagosomes (LC3-stained structures) (Fig. 3B); those auto-
phagosomes also contained the endosomal marker EEA1 (Fig. 3C).

Targeting Autophagy Increased NK-Mediated Tumor Regression in
Vivo. To assess whether inhibition of autophagy improves NK-
mediated tumor regression in vivo, we used two aggressive
syngeneic murine models: B16-F10 melanoma tumors and 4T1
breast carcinoma tumors. B16-F10 tumors have been previously
reported as highly hypoxic, with a selective activation of autophagy
in hypoxic zones (16), and 4T1 tumors have been reported as a
suitable experimental animal model for human mammary cancer
(26). We first evaluated whether host NK cells affect B16-F10
and 4T1 tumor growth in C57BL/6 and BALB/c mice, respec-
tively. To address this issue, control (NK+) and NK-depleted
(NK-) mice, which were generated by repeated injection of nor-
mal rabbit IgG and antiasialo GM1, respectively, were engrafted
with B16-F10 or 4T1 cells. The efficiency and selectivity of anti-
asialo GM1 in depleting murine NK cells in C57BL/6 and BALB/c
mice are shown in Fig. S44. The data presented in Fig. 44 dem-
onstrated a significant increase in B16-F10 and 4T1 tumor volume
in NK— mice compared with NK+ mice, indicating that NK cells
play a role in B16-F10 and 4T1 tumor regression in vivo. To de-
termine the impact of autophagy on NK-mediated lysis in vivo, we
analyzed the growth of autophagy-defective (BECN1-) B16-F10
and 4T1 tumor cells in both NK+ and NK— mice. B16-F10ggcni—
and 4T1ggcni- cells were generated using BECN1 shRNA lenti-
viral particles. B16-F10 and 4T1 cells infected with scrambled
shRNA-expressing vectors (B16-F10ggcni. and 4T1ggeni,) Were
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Fig. 4. Targeting autophagy in vivo improves tumor elimination by NK cells.
(A) Control (NK+) and NK-depleted (NK—) C57BL/6 (Left) or BALB/c (Right) mice
were engrafted with B16-F10 murine melanoma cells and 4T1 mammary
carcinoma cells, respectively. Tumor growth in NK+ and NK— C57BL/6 (n = 7)
and BALB/c (n = 10) mice was monitored using caliper measurements on the
indicated days. Statistically significant differences in tumor volume are in-
dicated by asterisks (*P < 0.05; **P < 0.005). (B) Autophagy-competent
(BECN1+) or -defective (BECN1-) B16—F10 or 4T1 cells were injected s.c.
(Left) or in the mammary fat pad (Right), respectively, in control (NK+)
and NK-depleted (NK-) C57BL/6 (n = 7) and BALB/c (n = 10) mice. Tumor
growth was monitored using caliper measurements on the indicated days.
Statistically significant differences are indicated by asterisks (*P < 0.05).
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used as autophagy-competent control cells. Stable clones of B16—
F10gecni— and 4T1ggeeni— cells were selected, and their in vitro
growth was determined (Fig. S4B). The in vivo experimental de-
sign is shown in Fig. S4C. Fig. 4B demonstrated that in NK+ mice,
the volume of B16-F10ggcni— and 4T1ggcn— tumors (red curves)
was significantly reduced compared with that of BECN1+ tumors
(black curves). This reduction is most likely due to the ability of
NK cells to eliminate autophagy-defective cells more efficiently
than autophagy-competent cells. Consistent with this hypothesis, in
NK-depleted mice (NK-), the regression of BECN1— tumors was
no longer observed (gray vs. red curves). Taken together, these
results suggest that blocking autophagy in tumors facilitates and
improves their elimination by NK cells in vivo.

Discussion

In this report, we identify autophagy as a major player in the
resistance of breast cancer cells to NK-mediated lysis. Our in
vivo data validate this concept and highlight the inhibition of
autophagy as a potential therapeutic approach to improve NK-
based cancer immunotherapy. In addition, this report elucidates
the mechanism by which autophagy impairs the susceptibility of
tumor cells to NK-mediated killing. This study demonstrates that
the activation of autophagy under hypoxic conditions causes the
degradation of NK-derived GzmB in vitro, which compromises
the ability of NK cells to eliminate tumor cells. As the impair-
ment of NK-mediated lysis of tumor cells was also observed
under starvation conditions, it remains important to determine
whether the degradation of GzmB occurs independently of the
nature of stimuli involved in the activation of autophagy in target
tumor cells.

NK-based immunotherapy is a promising therapy for solid and
hematologic cancers, and it can potentially be combined with
chemotherapy, radiation, or monoclonal antibody therapy (27).
One of the major obstacles for defining successful NK-based
therapeutic protocols is the ability of tumor cells to activate
several mechanisms that lead to tumor escape from NK-medi-
ated lysis. Extensive efforts have been made in recent years to
identify these mechanisms (28). Inefficient killing of tumor cells
by NK cells may be due, in part, to the down-regulation of
NKG2D-activating ligands on the surface of tumor cells. Con-
sistent with this hypothesis, hypoxia has been reported to in-
crease the shedding of MIC from the surface of prostate cancer
cells (23). In MCF-7 cells, however, we did not detect any de-
crease in the expression of MIC on the surface of H cells, which
suggests that in our model, resistance to NK-mediated killing is
not related to modulation in the expression of this NKG2D
ligand. Interestingly, our data demonstrate a significant up-reg-
ulation of the expression of NK cell-inhibiting MHC class 1
molecules on the surface of hypoxic cells. Although the causal
mechanisms underlying this increase remain unknown, our result
indicated that resistance to NK-mediated lysis under hypoxia
occurs independently of MHC class I expression levels. In addi-
tion, it is unlikely that resistance is related to a defect in NK/target
cell interaction, as no difference in the formation of conjugates
between NK cells and normoxic or hypoxic cells was observed.
Based on these data, we exclude the possibility of autophagy-
induced destabilization of the immunological synapse in hypoxic
tumor cells, as recently described (29). Our results provide evidence
that there is no difference in the degranulation level of NK cells
when cocultured with normoxic or hypoxic cells. This eliminates the
possibility of a defect in the cytotoxic potential of NK cells toward
hypoxic tumor cells as a mechanism of resistance. Having demon-
strated that NK cells fulfill their cytotoxic functions toward both
hypoxic (H) and normoxic (N) cells, and that exogenous GzmB was
unable to kill hypoxic tumor cells, we propose that autophagy
operates as an intrinsic resistance mechanism in tumor cells.

The delivery of the lytic effector proteins perforin and gran-
zymes to target cells occurs by at least three mechanisms. GzmB
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can be taken up by endosomes within the target cell by fluid-phase
endocytosis or by mannose 6—phosphate receptor (M6PR)-medi-
ated endocytosis (30). The third mechanism involves heat shock
protein 70 (HSP70) bound to GzmB at the cell surface (31). We
did not detect any differences in the cell surface expression of
HSP70 or M6PR of normoxic and hypoxic cells (Fig. S5). These
results rule out a defect in the transfer of the lytic effector
proteins, perforin and granzymes, to hypoxic target cells. It is still
debated whether granzymes enter via perforin pores formed at the
plasma membrane or whether perforin and granzymes are endo-
cytosed with subsequent release of granzymes from endosomes into
the cytoplasm (32). Recent studies indicated that perforin activates
clathrin- and dynamin-dependent endocytosis, which removes
perforin and granzymes from the plasma membrane to enlarged
early endosomes called “gigantosomes.” Subsequently, perforin
forms pores in the gigantosome membrane, allowing for the gradual
release of GzmB (33). Once released inside target cells, GzmB
initiates apoptotic cell death. It has been reported that early
endosomes can fuse with autophagic vacuoles to form amphisomes.
This seems to be a prerequisite for the maturation of autophagic
vacuoles, their subsequent fusion with lysosomes, and the formation
of autophagolysosome (34). Based on these findings, we propose
that during the intracellular trafficking, GzmB is subjected to
degradation in autophagosomes under hypoxic conditions in vitro.
Several data reported in this study support such a mechanism: i) the
level of NK-derived GzmB detected in hypoxic cells is significantly
lower than that in normoxic cells; i) inhibition of autophagy by
targeting BECN1 restores the level of GzmB and subsequently
restores NK-mediated lysis of hypoxic cells; and iii) NK-derived
GzmB is detected in LC3- and Rab5-positive cellular compart-
ments, suggesting its presence within amphisomes in hypoxic
cells. Together, our data identify a potential mechanism by which
autophagy impairs the susceptibility of tumor cells to NK-mediated
lysis in vitro. A schematic representation of this mechanism is pro-
vided in Fig. S6.

To evaluate the impact of autophagy on the regulation of NK-
mediated immune responses to tumors in vivo, we used C57BL/6
and BALB/c mice transplanted with syngeneic murine B16-F10
melanoma and 4T1 breast adenocarcinoma tumor cells. The use
of B16-F10 transplantation in mice to evaluate the role of
autophagy in vivo provides several advantages, as previously
reported (16). Our results clearly demonstrate that NK cells con-
trol B16-F10 and 4T1 tumor development in vivo, as the depletion
of NK cells dramatically increases tumor growth. After establishing
the role of NK cells in the control of both B16-F10 and 4T1 tumor
growth, we further demonstrated that the growth of genetically
engineered autophagy-defective B16-F10 and 4T1 cells was sub-
stantially inhibited in immunocompetent mice. Our data, demon-
strating that an inhibition of tumor growth was no longer observed
when NK cells were depleted, highlight the key role of autophagy
in the impairment of NK-mediated tumor cell killing in vivo.

The TME plays a critical role in the control of immune pro-
tection by a number of overlapping mechanisms, which ulti-
mately lead to tumor evasion from immunosurveillance. Tumors
have evolved to use hypoxic stress to their own advantage by
activating key biochemical and cellular pathways that are im-
portant for progression, survival, and metastasis. In this regard,
our study underlines the inhibition of autophagy as a cutting-
edge approach for the formulation of more effective NK-based
cancer immunotherapies. Although there are several ongoing
clinical trials using NK cells for cancer treatment, this study
highlights the importance of integrating autophagy inhibitors as
an innovative strategy in NK-based cancer immunotherapy.

Materials and Methods

Cytotoxicity Assay. Target cells were labeled with 10 uM of CellTrace car-
boxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) (Invitrogen), coincubated
with effector cells at 1/1 and 5/1 effector to target cell (E/T) ratios for 4 h at
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37 °C and analyzed by flow cytometry (FACSCanto). TO-PRO-3 (Invitrogen)
was used to assess cell death. HLA-class | was blocked using a mouse IgM
anti-pan HLA class | A6-136 mADb (35).

Granzyme B Transfer. YT-INDY-NK cells (1.25 x 10° were coincubated with
target cells (E/T ratio: 5/1) at 37 °C for 0 and 30 min, washed twice with a solution
of 1% (vol/vol) FCS and 2 mM EDTA in PBS, and submitted to high-speed vor-
texing to disrupt E/T conjugates. Target cells were separated from NK cells using
a CD56 MicroBeads kit (Miltenyi Biotec). The purity of the fraction containing
the target MCF-7 cells was assessed by flow cytometry (FACSCanto). The pres-
ence of granzyme B in target cells was evaluated by immunoblot. The transfer
of granzyme B to target cells was also assessed using a Laser scanning micros-
copy (LSM)-510-Meta (Carl Zeiss) after coincubation with GFP-granzyme
B-expressing YT-INDY-NK cells.

Subcellular Fractionation. Normoxic or hypoxic MCF-7 cells were treated with
e64d and pepstatin before coincubation with YT-INDY-NK cells for 30 min at
37 °C. Following separation from NK cells, subcellular fractionation of the
target cells was performed according the protocol established by Fulvio
Reggiori (Department of Cell Biology, University Medical Centre Utrecht,
Utrecht, The Netherlands) to isolate autophagosomes. Details of the ex-
perimental procedure are described in the S/ Materials and Methods.

In Vivo Experiments. Ten-week-old C57BL/6 or 7-wk-old BALB/c female mice
were injected s.c. with anti-asialo GM1 antibody (3.8 mg per mouse)
(Cedarlane CL8955) at indicated days to generate NK-depleted mice (NK-).
The experimental design is presented in Fig. 4B, Upper. Control (NK+) mice
were injected with normal rabbit I9G (3.8 mg per mouse) (Dako). Three
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days after the first NK cell depletion, mice were injected with tumor cells.
C57BL/6 mice were injected s.c. with control (B16-F10ggcn14) Or autophagy-
defective (B16-F10gecn:_) B16-F10 cells (2.3 x 10° cells per mouse). BALB/c mice
were injected orthotopically in the mammary fat pad with control (4T 1ggcnis) OF
autophagy-defective (4T1ggcn1-) 4T1 cells (5 x 10* cells per mouse). Tumor
growth was monitored using caliper measurements on the indicated days, and
tumor volume was calculated as follows: Volume (cm3) = (width x length x
height) x 0.5236. C57BL/6 and BALB/c mice were killed on days 15 and
20, respectively. Animal experiments have been approved by the national and
institutional (CRP-Sante) review boards responsible for animal studies in
Luxembourg.
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S| Materials and Methods

Cell Culture, Treatment, and Transfection. Human MCF-7 and T47D
breast cancer cells were obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC) and cultured in RPMI-1640 sup-
plemented with 10% (vol/vol) FCS, 100 U/mL penicillin, and 100
pg/mL streptomycin (Lonza). MCF-7beclinl (BECN1) tetracy-
cline-responsive promoter (tet-off) cells, which were kindly pro-
vided by B. Levine (University of Texas Southwest Medical Center,
Dallas), were maintained in RPMI-1640 supplemented with 200
pg/mL hygromycin and 100 ng/mL doxycycline (1).

Cell transfections were performed using the Lipofectamine
2000 reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s in-
structions. MCF-7 cells were stably transfected with a GFP-
LC3-encoding vector containing a geneticin resistance gene for
selection (kindly provided by N. Mizushima, Tokyo Medical and
Dental University, Tokyo). ATGS-defective MCF-7 cells (ATG5-)
were generated by stable infection with ATGS shRNA lentiviral
particles (Santa Cruz Biotechnology) containing a puromycin
resistance gene for selection. Control MCF-7 cells (ATG5+)
were infected with scrambled shRNA. Targeting p62/SQSTM1
was performed by transfection of cells with p62 siRNA (Qiagen).
Unless otherwise indicated, hypoxia was generated by incubating
cells in 0.1% (vol/vol) pO2 for 16 h. Alternatively, autophagy was
induced by cultivating cells in Earle’s Balanced Salt Solution
(EBSS) for 16 h. Lysosomal hydrolases were inhibited by treat-
ment of cells with e64d/pepstatin (200 ng/mL) for 16 h. In-
hibition of autophagic flux was performed by incubating cells
with chloroquine (60 pM) for 1 h. YT-Indy-natural killer (NK)
cells, expressing eGFP-granzyme B, were used for specific ex-
periments and were grown as previously described (2). Murine
melanoma B16-F10 cells were obtained from the ATCC and
grown in DMEM supplemented with 10% (vol/vol) FCS. YT-
Indy-NK cells, expressing eGFP—granzyme B, were used for
specific experiments and were grown as previously described (2).
Murine mammary carcinoma 4T1 cells were obtained from the
ATCC and grown in RPMI-1640 supplemented with 10% (vol/
vol) FCS. Cells were stably infected with either scrambled or
Beclinl shRNA lentiviral particles (Santa Cruz Biotechnology)
containing a puromycin resistance gene for selection.

NK Cell Isolation. Human peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) were obtained from healthy donors. An NK Cell Iso-
lation Kit (Miltenyi Biotec) was used to isolate NK cells from the
PBMC according to the manufacturer’s instructions. The purity
and viability of isolated NK cells were evaluated by flow cy-
tometry (>98% and 98%, respectively). NK cells were activated
for 20 h in RPMI-1640 medium supplemented with 300 U/mL of
human recombinant Interleukin-2 (R&D Systems).

Subcellular Fractionation. Cells were harvested and homogenized
in buffer containing 0.25 M sucrose, 1 mM EDTA, 10 mM acetic
acid, 10 mM triethanolamine, 20 mM N-ethylmaleimide, and
2 mM PMSF, pH 7.4. Cells were disrupted by passing them
through a 25G needle five times, and a clear homogenate was
generated by two consecutive centrifugations at 1,000 x g for
5 min at 4 °C. The supernatant (500 puL) was loaded onto the top
of a discontinuous OptiPrep (Axis-Shield) gradient [0.75 mL
each of 30, 26, 22, 18, 14, and 10% (vol/vol) solutions] and
submitted to ultracentrifugation at 268,000 X g for 310 min in
a MLS-50 rotor (k factor = 71, Optima MAX-XP centrifuge,
Beckman). Twelve fractions (400 pL) were collected from the

Baginska et al. www.pnas.org/cgi/content/short/1304790110

top of the gradient, lysed in 1x Laemmli buffer, and analyzed by
immunoblot.

Granzyme B Loading. Cells (1.5 x 10° cells) were loaded with ex-
ogenous granzyme B (GzmB) from human lymphocytes (Enzo
Life Sciences) using sublytic doses of preactivated pore-forming
protein streptolysin-O (SLO) (Sigma). Cells were washed in
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS), followed by the addition
of 100 pL of HBSS with 0.5% (vol/vol) FBS and 100 nM of both
GzmB and SLO. The cells were incubated for 2 h at 37 °C before
analysis using multicolor flow cytometry (FACSCanto). Results
are reported as a percentage of death for normoxic (N) and
hypoxic (H) cells and normalized to cells treated with SLO alone.

Flow Cytometry Analysis. Cells were stained for 30 min at 4 °C with
the following antibodies: HLA-ABC—phycoerythrin (PE) and
NK1.1-PE/Cy7 (BioLegend); HLA-E-PE and HLA-G-APC
(eBiosciences); ULBP-1-PE, MIC-A/B-PE, and MIC-A-APC
(R&D Systems); CD56-PE/Cy7 and CD3-FITC (ImmunoTools);
and CD107a-APC and CD49b-APC (BD Biosciences). Surface
expression levels of each protein were assessed using flow cy-
tometry (FACSCanto).

Cell Lysates and Immunoblot. Cells were lysed in RIPA Buffer
(Sigma Aldrich) supplemented with a protease and phosphatase
inhibitor mixture (Roche). Lysates were centrifuged at 15,000 x g
for 20 min at 4 °C, and supernatants were collected. Protein
concentration was determined using a BioRad protein assay Kkit.
Proteins were separated by SDS/PAGE, transferred onto PVDF
membranes, and blocked with 5% (vol/vol) skim milk in 0.1%
(volivol) Tween 20 in TBS. The following primary antibodies
were used: HIF-1a and p62 (BD Biosciences); LC3B, Beclinl,
granzyme B, Atg5, Smac, Calnexin, heat shock protein (HSP) 70,
and Histone H3 (Cell Signaling); actin (Sigma Aldrich); perforin
(Biolegend); EEA1 Rab5A (Santa Cruz Biotechnology); GFP
(Chemicon); and M6PR (Abcam). After incubation with primary
antibodies, immunoreactive bands were detected using horse-
radish peroxidase-conjugated secondary antibodies (Jackson Im-
muno Research Laboratories). Protein bands were revealed by
enhanced chemiluminescence ECL (GE Healthcare).

Time-Lapse Live Video Microscopy and Confocal Imaging. Cells were
precultured under normoxic or hypoxic conditions for 24 h. Isolated
NK cells were preactivated as described above and stained with PKH-
26 (red) (Invitrogen) according to the manufacturer’s recommen-
dations. GFP-LC3-expressing normoxic or hypoxic MCF-7 cells
were incubated with labeled NK cells at a 5/1 E/T ratio in p-Slide
eight-well chambered coverslips (IBIDI) and analyzed with a Zeiss
LSM-510 Meta laser scanning confocal microscope (Carl Zeiss). In
specific time-lapse experiments, propidium iodide (1.5 pM) was
added to the cell culture medium as a cell death indicator. Cells were
maintained at 37 °C in a CO, incubator mounted on the microscope
stage. Time-lapse microscopy was performed using an Axiovert
200M microscope (Carl Zeiss Microlmaging), and images were
captured with a 40x oil objective lens at intervals of one frame per 1-
2 min during 82 min for normoxic cells and 86 min for hypoxic cells.

For specific experiments, autophagosomes and endosomes
were visualized using an LSM-510-Meta confocal microscope
(Carl Zeiss). These cellular structures were detected after staining
with anti-LC3 (Cell Signaling) and anti-EEA1 (Santa Cruz
Biotechnology) primary antibodies, respectively, followed by in-
cubation with Alexa-Fluor-488/568—coupled secondary antibodies.
DAPI was used to stain nuclei (blue).
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Cell Doubling-Time Evaluation. Cell doubling was evaluated using
a colorimetric cell viability assay (XTT). Briefly, cells were seeded in
96-well plates, and cell viability was determined every 24 h for 3 d by
measuring absorbance at 450 and 630 nm after the addition of 50 pL of
1 mg/mL XTT solution (Sigma Aldrich). Growth curves were plotted
between 24 and 72 h, and the cell-doubling time was calculated.

Formation of Conjugates. NK cells isolated from healthy donors
were stained with PKH-26 (red), and MCF-7 cells were stained
with CellTrace CFSE (green) according to the manufacturer’s
instructions. Effector and target cells (E/T ratio: 5/1) were co-
cultured at 37 °C for 0, 5, 10, and 20 min. At each time point, the
samples were immediately fixed in ice-cold 0.5% (vol/vol) para-
formaldehyde. The double-positive population (E/T conjugates)
was assessed using flow cytometry (FACSAria).

1. Liang XH, Yu J, Brown K, Levine B (2001) Beclin 1 contains a leucine-rich nuclear export
signal that is required for its autophagy and tumor suppressor function. Cancer Res
61(8):3443-3449.

Baginska et al. www.pnas.org/cgi/content/short/1304790110

Degranulation Assay. Purified and activated NK cells were in-
cubated for 5 h alone or with target tumor cells at a 5/1 E/T
ratio in the presence of anti-human CD107a antibody (BD
Biosciences). Golgi Stop (BD Biosciences) was added after
1 h of incubation to block intracellular protein transport
processes. The NK cells were stained for 30 min with anti-
CD56 antibody (ImmunoTools) and LIVE/DEAD dye (Invi-
trogen) according to the manufacturer’s recommendations.
NK cells incubated without target cells for 5 h were used as a
negative control. Samples were analyzed using flow cytometry
(FACSCanto).

Statistical Analysis. Statistical analyses were performed using

a two-tailed Student ¢ test. Differences were considered statis-
tically significant when the P value was <0.05.

2. Thiery J, et al. (2011) Perforin pores in the endosomal membrane trigger the release of
endocytosed granzyme B into the cytosol of target cells. Nat Immunol 12(8):770-777.
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Fig. S1. (A) Quantification of the number of autophagosomes from representative images of normoxic and hypoxic MCF7 cells. The number of autopha-
gosomes in 10 cells was counted and reported as an average number of autophagosomes per cell. (B) MCF-7 cells were stably transfected with GFP-LC3 cDNA
and maintained in RPMI supplemented with 10% (vol/vol) FBS and geneticin (0.5 ng/mL). The expression of exogenous GFP-LC3 was assessed by immunoblot
using anti-LC3 or anti-GFP antibodies, as indicated. An actin antibody was used for the loading control. C, control untransfected cells; T, cells transfected with
GFP-LC3-encoding vector. The asterisk indicates an unspecific band. (C) Hypoxia-induced autophagy decreases the susceptibility of T47D breast cancer cells to
NK-mediated lysis. (C, Upper) T47D cells were cultured under normoxia (N) or hypoxia (H) for 16 h. Expression of HIF-1a (hypoxia marker) and LC3 (autophagy
marker) was assessed by immunoblot. (Right) NK cells were isolated from three different healthy donors (D9 to D11). Cytotoxicity assays were performed as
described in Fig. 1A. (C, Lower) Cytotoxicity assays were performed as described in Fig. 1A. (D) Targeting ATG5 restores NK-mediated cytotoxicity against H

Legend continued on following page
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MCEF-7 cells. (D, Upper) Control (Atg5+) and ATG5-defective (Atg5—) MCF-7 cells were cultured under normoxic or hypoxic conditions. The expression of Atg5,
HIF-1a, and LC3 was assessed by Western blot. (D, Lower) A cytotoxicity assay was performed at 5/1 and 1/1 E/T ratios using NK cells isolated from healthy
donors as effector cells and control or ATG5-MCF-7 cells cultured under normoxic or hypoxic conditions as target cells. MCF-7 cell death was assessed using flow
cytometry with TO-PRO-3. Statistically significant differences are indicated by asterisks (*P < 0.05; ***P < 0.0005).
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Fig. 2. GFP-LC3-expressing MCF-7 cells (green) were precultured onto glass coverslips under N or H conditions. The cells were incubated with PKH-26-stained
NK cells (red) at a 5/1 E/T ratio. Interactions between NK and normoxic or hypoxic MCF-7 cells were recorded by time-lapse video microscopy (presented as
Movies S1 and S2). At the indicated times, representative images were extracted from the movies. (Scale bar, 10 um.) Images of enlarged regions (boxes) show
the interaction between NK cells (E) with both N and H tumor cells (T). (Scale bar, 10 pm.)
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Fig. S3. Control () or p62/SQSTM1 siRNA transfected-MCF-7 (+) cells were cultured under normoxia or hypoxia for 16 h alone. Tumor cells were presented to
NK cells (+) at 5/1 E/T ratio for 30 min. Following separation from NK cells, lysates of tumor cells were subjected to immunoblot analysis to evaluate the GzmB
intracellular content. Untreated NK cells lysate (NK cells) was used as control for GzmB detection.
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Fig. S4. (A) Validation of NK cell depletion in C57BL/6 and BALB/c mice. The effectiveness of NK cell depletion by antiasialo GM1 injection in C57BL/6 and
BALB/c mice was determined using flow cytometric analysis. Representative dot-plots of NK1.1 and CD3 (C57BL/6) and CD49b (BALB/c) surface expression on
PBMC from control (NK+) or NK-depleted (NK-) mice are shown. (B) Generation of autophagy-defective B16-F10 and 4T1 cells. Parental cells (P) were
transduced with lentiviral particles containing scrambled (SC) or Beclin1 (BECN1) shRNA sequences. (B, Upper) SC and BECN1 B16-F10 and 4T1 clones were
subjected to immunoblot analysis to evaluate the expression of Beclin1. (B, Lower) The doubling time of each clone was evaluated using the XTT assay (n = 6).
(C) A schematic diagram of the experimental setup for in vivo experiments.
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Movie S1. Time-lapse video microscopy of NK-mediated lysis of normoxic GFP-LC3-expressing MCF-7 cells. The movie was performed using N cells cultured on
p-Slide eight-well chambered coverslips (IBIDI) in the presence of PKH26-stained NK cells from a healthy donor (red) at a 5/1 E/T ratio. The movie was recorded
for 1 h 22 min. Images were captured at intervals of one frame every 1-2 min with a Zeiss LSM-510 Meta laser-scanning confocal microscope (Carl Zeiss).

Movie S1
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Movie S2. Time-lapse video microscopy of NK-mediated lysis of hypoxic GFP-LC3-expressing MCF-7 cells. The movie was performed using H cells cultured on
p-Slide eight-well chambered coverslips (IBIDI) in the presence of PKH26-stained NK cells from a healthy donor (red) at a 5/1 E/T ratio. The movie was recorded
for 1 h 26 min. Images were captured at intervals of one frame every 1-2 min with a Zeiss LSM-510 Meta laser-scanning confocal microscope (Carl Zeiss).

Movie S2

Movie $3. Time-lapse video microscopy of NK-mediated lysis of normoxic GFP-LC3-expressing MCF-7 cells in the presence of cell death indicator. The movie
was performed using normoxic cells cultured on p-Slide eight-well chambered coverslips (IBIDI) in the presence of propidum iodide (PI) (1.5 pM) and NK cells
from a healthy donor at a 5/1 E/T ratio. Tumor cell killing was recorded by time-lapse video microscopy using AxioVert 200M microscope (Carl Zeiss Micro-
Imaging), and images were captured using x40 oil objective lens at intervals of one frame per 20 s.

Movie S3

Movie S4. Time-lapse video microscopy of NK-mediated lysis of hypoxic GFP-LC3-expressing MCF-7 cells in the presence of cell death indicator. The movie was
performed using hypoxic cells cultured on p-Slide eight-well chambered coverslips (IBIDI) in the presence of propidum iodide (PI) (1.5 pM) and NK cells from
a healthy donor at a 5/1 E/T ratio. Tumor cell killing was recorded by time-lapse video microscopy using AxioVert 200M microscope (Carl Zeiss Micro-lmaging),
and images were captured using x40 oil objective lens at intervals of one frame per 20 s.

Movie S4
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Discussion générale
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Dans cette thése nous avons tenté d’apporter une contribution a la meilleure
connaissance des mécanismes de régulation de la réponse immunitaire par le
microenvironnement tumoral hypoxique et plus particulierement de la réponse
immunitaire anti tumorale par les cellules NK.

Dans un des deux articles de cette thése nous montrons que la cytotoxicité médiée par
les cellules NK est clairement réduite dans les conditions hypoxiques que I'on retrouve
dans la plupart des tumeurs humaines, et que le mécanisme en jeu lors de cette réduction
implique la dégradation du granzyme B a I'intérieur de la cellule cible par la machinerie
autophagique enclenchée par I’hypoxie.

Dans l'autre article décrit dans cette thése, nous montrons que la cellule NK est
également elle-méme inhibée dans ses fonctions cytotoxiques envers les cellules
tumorales par le microenvironnement tumoral hypoxique. Ici I'intermédiaire de cette
inactivation des NK est les microvésicules secrétées par la cellule tumorale. Ces
microvésicules contiennent de nombreuses protéines et acides nucléiques
potentiellement impliqués dans I'immunoévasion, et parmi ceux-ci nous en désignons
deux, le TGF-B et le miR-23a qui tous les deux a leur propre maniere provoquent une
diminution de I'expression des récepteurs activateurs des NKs, le NKG2D ainsi que
LAMP1/CD107a, et sont ainsi capables de diminuer I’agressivité des cellules NK tumorales.
Ces deux mécanismes décrits dans cette thése s’inscrivent dans une stratégie plus globale
et déja beaucoup étudiée de la tumeur et de son microenvironnement de réprimer les
tentatives du systéme immunitaire d’attaquer la tumeur et de la détruire, chose qui en
général est fort bien réussie par ce méme systeme immunitaire faute de quoi notre

organisme serait envahi par des cellules tumorales des notre plus jeune enfance.

96



Nous pensons que les résultats montrés dans cette thése sont innovants et s’inscrivent

de facon plus large dans le domaine.

L’autophagie induite par I’hypoxie et son implication dans I'immunoévasion des cellules
NK

Bien que l'autophagie ait été reconnue comme cheville ouvriere de I'immunoévasion
tumorale depuis longtemps de par son implication dans I'inhibition de la lyse CTL selon
un mécanisme impliquant STAT3 (Noman et al.,, 2011), la réponse cellulaire NK était
nettement moins étudiée et I'implication de I'"hypoxie et de I'autophagie des cellules
tumorales induite en condition hypoxique n’était moins bien comprise.

Bien que les mécanismes par lesquels la cellule NK reconnait et attaque la cellule
tumorale sont connus de longue date, il n’était pas encore clair comment et a quel niveau
ces mécanismes sont régulés voire aboli par le microenvironnement tumoral.

Les cellules NK peuvent influencer le microenvironnement tumoral essentiellement de
trois manieres, par cytotoxicité directe, la sécrétion de cytokines et par I'expression de
molécules de costimulation a leur surface (Zimmer, 2010). C’est au niveau de la synapse
immunologique que ces interactions diverses vont aboutir a la sécrétion de Granzyme B
et de Perforine dans un granule secrété par la cellule NK (Young et al., 1986), ce granule
cytotoxique est alors internalisé par la cellule cible dans un gigantosome qui se voit
perforer (perforine) sa membrane a I'intérieur de la cellule cible et libérer le granzyme B
qui active alors la cascade apoptotique.

Dans ce travail nous avons montré que le Granzyme B incorporé dans les cellules

tumorales et provenant de la cellule NK est dégradé par un mécanisme sélectif,
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autophagie dépendant et est donc nettement plus dégradé dans les cellules autophagie
compétentes en hypoxie que en normoxie. Ceci explique donc que les cellules NK sont
incapables d’exercer leur cytotoxicité dans ces conditions et pourquoi la cellule tumorale
n’est pas détruite. Cette observation a évidemment une portée plus large vu que elle
indique que les stratégies d’'immunothérapie sélectives comme les inhibitions des
« checkpoints » vont toujours se heurter au probleme de I’hypoxie et de I'autophagie
induite par I’hypoxie vu que c’est le mécanisme de cytotoxicité lui-méme qui est altéré
en condition d’autophagie.

La connaissance de ce mécanisme nous permettra probablement de trouver une parade
qui pourrait étre par exemple le blocage sélectif de ce mécanisme d’autophagie, ou alors
le blocage des effets de I’hypoxie en amont par des moyens pharmacologiques. En effet
il y a des molécules en développement dans ces deux optiques.

Dans le domaine de I’hypoxie, de nombreux groupes et firmes pharmaceutiques sont en
train de développer des molécules visant a inhiber les effets engendrés par I’hypoxie qui
peuvent étre utilisés seuls ou en association avec un traitement chimiothérapeutique ou
radiothérapeutique dans I'optique d’une radio ou chimiosensibilisation (Nagasawa et al.,
2006).

Dans le domaine de la recherche en autophagie, on a par exemple pu identifier des
candidats comme le PIK-1II qui est un inhibiteur sélectif du VPS34 qui semble agir sur le
complexe initiateur de I'autophagie qui implique le PI3K (Dowdle et al., 2014). Le cancer
était d’ailleurs la premiere maladie ou des études cliniques ont été menées avec le but

d’enrayer la maladie en bloquant I'autophagie (Yang et al., 2011b).
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D’autres molécules sont en cours d’évaluation préclinique et clinique comme la
chloroquine, pour laguelle un grand nombre d’études cliniques sont en cours dans un
contexte de chimio sensibilisateur. Le probléme avec la chloroquine est que elle agit aussi
sur d‘autres voies lysosomales distinctes de I'autophagie ainsi que sur d’autres voies
completement différentes (Janku et al., 2011; Rubinsztein et al., 2012; Yang et al., 2011b),
et méme que le blocage de l'autophagie, qui a un réle rénoprotecteur lors de
I"'administration de cisplatine p.ex., pourrait au contraire étre contreproductif pour la
chloroquine ainsi que pour d’autres bloqueurs de I'autophagie peu sélectifs entre rein et
tumeur (Kimura et al., 2013). Les résultats des quelques études cliniques de phase une
conduites p.ex. en association avec un TKI anti EGFR n’ont pas été tres encourageantes
(Neal, 2014). D’autres résultats tres préliminaires chez des patients avec un cancer du
poumon K-ras muté et co-traités avec chimiothérapie classique ont été un peu plus
optimistes, mais une confirmation est nécessaire (Biren Saraiya, 2014).

D’autres inhibiteurs de PI3K, ainsi que de ATG4 et de ATG7 beaucoup plus sélectifs sont
en évaluation pré-clinique et clinique précoce et les résultats sont en attente (Rubinsztein

et al., 2012).

Microvésicules tumorales hypoxiques secrétées dans le microenvironnement et leur
role dans 'immuno-évasion tumorale

Comme déja évoqué plus haut dans cette thése, le microenvironnement tumoral
hypoxique induit une résistance aux médicaments chimiothérapeutiques et promeut
I'invasion et les métastases (Barker et al., 2013; Wang et al., 2013; Wang et al., 2014), et

gue le microenvironnement tumoral peut étre rendu immunotolérant par échange de
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microvésicules entre la tumeur et le systéme immunitaire (Liu et al., 2013; Muturi et al.,
2013). Nos résultats confirment et abondent dans le sens que les microvésicules
tumorales hypoxiques sont capables d’influencer grandement le microenvironnement

tumoral et d’induire une immunotolérance.

Role du mir-23a et du TGF-

Dans ce contexte, nous avons pu démontrer que un mir particulier, le mir-23a et le TGF-
B sont impligués dans I'immunomodulation des cellules NK au sein du
microenvironnement tumoral et surtout que leur véhicule de la tumeur vers les cellules
immunitaires sont des microvésicules tumorales secrétées en condition d’hypoxie.

Le mir-23a a déja été décrit comme ciblant le TGF-B dans I’hépatocarcinome (Huang et
al., 2008) ainsi que dans le leucémie aigue promyélocytaire LAM3 ou il est réprimé par
I'oncogeéne PML-RAR, le récepteur de I'acide rétinoique oncogénique causal de cette
leucémie (Saumet et al., 2009). Il a également été décrit comme promoteur tumoral dans
le cancer de la vessie, du rein, de I'’estomac et du colon (Gottardo et al., 2007; Jahid et al.,
2012; Zhu et al., 2010). Un role direct dans I'immunomodulation n’est pas décrit a ma
connaissance mais le fait qu’il cible TGF-B, qui lui est bien décrit dans ce role, montre son
implication potentielle dans ce mécanisme.

Plus récemment, un travail important a permis d’attribuer au Mir-23a un roéle
immunosuppresseur sur la réponse immunitaire CTL dépendante (Chandran et al., 2014a),
en effet, les auteurs ont montré que le Mir23-a, inductible par TGF-B, cible le mRNA du
CD107a/LAMP1 au niveau des lymphocytes cytotoxiques CD8+, ce qui se traduit par une

diminution du IFN-y secrétée.
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Notre contribution compléte cette observation en étendant I'effet a la cytotoxicité NK et
en démontrant le rb6le important des microvésicules, véritables vecteurs

immunomodulateurs au niveau du microenvironnement tumoral.

On peut imaginer de nombreuses utilisations cliniques potentiellement trés intéressantes
de l'implication des microvésicules dans le microenvironnent immunomodulateur, en
effet, la fabrication a grande échelle de ses microvésicules contenant toutes sortes de
molécules immunomodulatrices pourrait ouvrir la voie a des stratégies thérapeutiques
systémique, mais plus probablement locales au niveau de la tumeur primitive ou des
métastases. On pourrait imaginer localement ou de fagon systémique redonner au
systeme immunitaire les armes que I’hypoxie et les stratagémes immunosuppresseurs de

la tumeur lui ont enlevées.
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Perspectives
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L'immunothérapie du cancer a évolué d’une stratégie donnant des réponses significatives
de fagon presque anecdotiques et non imprédictibles a une vraie thérapeutique
anticancéreuse reproductive et efficace avec des remissions de longue durée dans un
nombre croissant de patients. Tous les progrés accomplis et a venir dans le domaine de
I'immunité anti-tumorale laissent penser que I'immunothérapie prendra une place
croissante dans les thérapeutiques du cancer. Cependant, bien que les approches
utilisées soient efficaces en termes d’induction d’une réponse immune chez les patients,
la proportion de patients développant une réponse clinique objective reste encore
insuffisante. Ces résultats cliniques confirment la complexité du systéeme tumoral et
mettent en évidence le réle du microenvironnement tumoral dans le développement de
la tolérance immunitaire et I’échappement a la surveillance du systeme immunitaire.
L'analyse dynamique et fonctionnelle du microenvironnement tumoral, dont notre
connaissance aujourd’hui est trés fragmentaire, demeure un enjeu majeur pour le
développement d’'une immunothérapie cliniquement plus efficace. Ainsi, les efforts
s’orientent actuellement a réaliser un décryptage fin de l'interaction entre le systéeme
immunitaire et le microenvironnement tumoral avec comme but d’élaborer de nouvelles
stratégies d’'immunothérapie, seules ou en association avec les thérapeutiques
conventionnelles.

Dans ce contexte, nos travaux ont permis de révéler I'existence de plusieurs nouveaux
mécanismes de résistance qui ne s’excluent pas mutuellement. Ces mécanismes se
développent et opérent dans le microenvironnement tumoral hypoxique. Cependant, nos
résultats ont permis d’établir des perspectives pour de futures investigations visant a

modifier les propriétés immunosuppressives du microenvironnement et d’établir ainsi un
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microenvironnement immunopermissif plus favorable a [l'attaque du systéme

immunitaire.

Perspective pour l'article 1

Nous avons démontré que les cellules NK étaient capables d’internaliser les MVs dérivées
des cellules tumorales normoxiques et hypoxiques, mais seules les MVs hypoxiques
étaient capables de diminuer considérablement leurs capacités cytotoxiques anti-
tumorales. Il est a noter que la cytotoxicité des cellules NK a été légerement altérée par
les MVs normoxique et que cette diminution est corrélée avec une diminution modeste
de CD107a et I'IFN-y. Il serait donc important de déterminer le mécanisme responsable
de cette légére diminution par les MVs normoxiques. L’hypothése la plus probable c’est
que l'effet différentiel des MVs normoxiques et hypoxiques pourrait étre liée a la
concentration des facteurs immunomodulateurs identifiés tels que le miR-23a et le TGF-
beta. Il serait donc important de déterminer si I'inhibition de I'expression faible de miR-
23a et le TGF-beta dans les MVs normoxique restore cette légére diminution de la
cytotoxicité des NKs. Bien que nos données établissent un lien entre I'augmentation de
TGF-beta et le miR-23a et une diminution de la cytotoxicité des cellules NKs, une autre
guestion importante se pose qui nécessite une investigation approfondie c’est de savoir
si le TGF-beta et le miR-23a sont les seuls facteurs impliqués dans la régulation négative
de CD107a, IFN-y et NKG2D dans NK cellules. En effet, une étude récente souligne que le
TGF-beta favorise I'expression du cluster miR-23a dans les cellules T CD8 + humains, qui
cible spécifiquement I'extrémité 3 'UTR de CD107a / LAMP1 ARNm. Fait important, cette

étude a également révélé que I'effet de miR-23a n’est pas lié a la présence de TGF-beta,
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mais il peut exercer également un effet suppresseur sur les cellules effectrices CD8 +,
méme en |'absence de TGF-beta. Notre étude montre clairement que les MVs peuvent
refléter |'état hypoxique des cellules tumorales. Cependant, il est important d’analyser si
ce mécanisme de cross talk entre les cellules tumorales et les cellules immunitaires peut
étre responsable de I'anergie des cellules immunitaires infiltrant les tumeurs.

Sur un plan clinique on pourrait envisager d’utiliser ces MVs comme vecteurs capables de
réactiver les cellules NKs, en leur incorporant non pas des facteurs immuno-supressifs
pour les NKs comme le TGF-beta et le miR-23a, mais par des facteurs activateurs des NKs
ou un antagomir-23a. Ces MVs pourraient étre administrées en systémique tout comme
en intra-tumoral. Par ailleurs des stratégies antiautophagiques (plusieurs molécules en
développement) pourraient étre intéressantes en association avec une réactivation des

NKs.

Perspectives pour l'article 2.

Nous avons démontré que malgré une réponse immunitaire intacte, les cellules
tumorales échappent a la surveillance des cellules NK en dégradant la protéase granzyme
B par la machinerie autophagique. Nos résultats ont clairement établi que I'inhibition de
I'autophagie améliore considérablement la réponse immunitaire antitumorale
dépendante des cellules NK chez la souris. L'ensemble de nos travaux ouvrent ainsi la voie
a la mise en place de nouvelles applications cliniques en immunothérapie anticancéreuse
basées sur la réactivation des lymphocytes cytotoxiques et I'inhibition simultanée de
I"autophagie. Cependant nos résultats soulévent une question majeure qui est de savoir

si 'inhibition de I'autophagie améliore également la réponse immunitaire dépendante
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des cellules T. En effet, bien que le mécanisme de reconnaissance des cellules tumorales
par les cellules NK et les CTL est fondamentalement different, ces cellules lysent leurs
cibles par le méme mécanisme de sécrétion des granules cytotoxiques contenant la
Granzyme B et la perforine. Il est donc intéressant d’investiguer si le mécanisme de
degradation de Granzyme B par autophagy intervient également dans la réponse
immunitaire dépendante de CTL.

L'autophagie a longtemps été considérée comme un processus de dégradation cellulaire
non sélectif. Cependant, plusieurs études ont rapporté que l'autophagie peut étre un
processus de dégradation sélectif dans des conditions de stress. La base moléculaire de
I'autophagie sélective comporte plusieurs récepteurs de protéines de cargaison telles que
SQSTM1/p62, NBR1, OPTN CALCOCO2 et / NDP52, qui sont capables d'interagir avec des
protéines ubiquitinilées et les cibler dans phagophores afin d'étre dégradés dans les
lysosomes. Sur cette base, une question importante nécessite une investigation plus
approfondie : Est-ce que le granzyme B est dégradé sélectivement par autophagie ou est-
il juste une «victime innocente» soumise a une dégradation non sélective dans les cellules
tumorales hypoxiques en vertu de l'autophagie excessive? Bien qu'il reste encore
beaucoup a investiguer sur le plan mécanistique, plusieurs résultats préliminaires
rapportées dans cette thése confirment la dégradation sélective du granzyme B par
autophagie: i) Le niveau de GZMB dans les cellules hypoxiques est rétabli en ciblant
SQSTM1; et ii) méme si la perforine est détectée dans le méme compartiment cellulaire
gue le GZMB dans les cellules hypoxiques, aucune différence dans le niveau d'expression
de la perforine n’a été détectée par rapport a des cellules normoxiques. Cependant, il est

nécessaire d’analyser 'ubiquitination du Granzyme B dans les cellules hypoxiques et
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d’analyser par approches biochimiques la protéine cargo responsable de son adressage

sélectif vers les autophagosomes.
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I he crucial issue for defining suc-
cessful natural killer (NK)-based

anticancer therapy is the ability of tumor
cells to activate resistance mechanisms
leading to escape from NK-mediated kill-
ing. It is now well established that such
mechanisms are likely evolved under
hypoxia in the tumor microenvironment.
Here, we show that hypoxia-induced
autophagy impairs breast cancer cell sus-
ceptibility to NK-mediated lysis and that
this impairment is reverted by targeting
autophagy. We provide evidence that
activation of autophagy in hypoxic cells
is involved in selective degradation of the
pro-apoptotic NK-derived serine prote-
ase GZMB/granzyme B, thereby block-
ing NK-mediated target cell apoptosis.
Our in vivo data validate the concept
that targeting autophagy in cancer cells
promotes tumor regression by facilitating
their elimination by NK cells. This study
provides a cutting-edge advance in our
understanding of how hypoxia-induced
autophagy impairs NK-mediated lysis
and might pave the way for formulating
more effective NK-based antitumor ther-
apy by combining autophagy inhibitors.

Tumor hypoxia is associated with
tumor growth, malignant progression,
and resistance to therapy, and becomes
a central issue
Hypoxic cells activate signaling path-
ways that regulate proliferation, angio-
genesis, and death. Cancer cells have
adapted these pathways, allowing tumors

in cancer treatment.

Autophagy

to survive and grow under hypoxia.
Recently, hypoxia in the tumor microen-
vironment has been reported to suppress
the antitumor immune response and to
enhance tumor escape from immune sur-
veillance. In line with this concept, we
showed that hypoxic breast cancer cells
are less susceptible to NK-mediated lysis
than normoxic cells. More interestingly,
we demonstrated that the resistance of
hypoxic cancer cells to NK-mediated
killing is strikingly dependent on auto-
phagy activation, as genetic inhibition of
autophagy is sufficient to suppress this
resistance and restore NK-mediated kill-
ing of hypoxic cells. Furthermore, we
showed that hypoxia is not a prerequisite
event for autophagy-dependent induction
of tumor escape from NK. Indeed, we
observed that, similar to hypoxia-induced
autophagy, starvation-induced autophagy
is also able to impair tumor susceptibil-
ity to NK-mediated killing. Our results
highlight autophagy as a key determinant
in tumor cell evasion from NK-mediated
killing.

It is well established that a dynamic
and  precisely  coordinated  balance
between activating and inhibitory recep-
tors governs NK cell activation programs.
In our model, no significant differences
are observed in the expression of activat-
ing and inhibitory receptors on the surface
of NK cells, and in the expression of their
ligands (except HLA class I molecules)
at the surface of normoxic and hypoxic
target cells. While the causal mechanism
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Figure 1. Selective degradation of NK-derived GZMB by autophagy in hypoxic tumor cells. Following the recognition of their targets NK cells secrete
cytotoxic granules containing PRF1, GZMB, and other hydrolytic enzymes to the target cells. These granules enter target cells and traffic to enlarged
endosomes marked by RAB5 or EEA1, which are called “gigantosomes.” In normoxic cells, PRF1 forms pores in the gigantosome membrane, allowing
the release of GZMB and the initiation of cell death. Under hypoxia, excessive autophagy in target cells leads to the fusion of autophagosomes with
gigantosomes containing PRF1 and GZMB and the formation of structures marked with LC3 and RAB5-EEA1 called amphisomes. Although PRF1 is
detected in the same subcellular compartment as GZMB, the fusion of amphisomes with lysosomes leads to specific degradation of GZMB in a SQSTM1/
p62-dependent manner. The degradation of GZMB by autophagy leads to hypoxic tumor cell escape from NK-mediated killing.

underlying the increase in HLA class I
in hypoxic cells remains elusive, we dem-
onstrated, using an HLA class I blocking
antibody, that the resistance of hypoxic
tumor cells occurs independently of
upregulated-HLA

Furthermore, we could not observe any

class I molecules.

defect in the ability of NK cells to secrete
cytotoxic granules toward hypoxic or nor-
moxic cells. Together, our results provide
additional clues regarding the critical role
of autophagy as an intrinsic mechanism
that makes hypoxic tumor cells less sensi-
tive to NK cell attack.

Autophagy

As cancer cells have evolved multiple
mechanisms of resistance in order to out-
maneuver an effective immune response
and escape from immune cell killing, we
next focused on autophagy as an intrin-
sic resistance mechanism operating in
hypoxic cells. NK cells recognize and

Volume 10 Issue 1
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kill their targets by several mechanisms
including the release of cytotoxic granules
containing PRF1/perforin and GZMB. It
has been recently proposed that PRF1 and
GZMB enter target cells by endocytosis
and traffic to enlarged endosomes called
“gigantosomes.”  Subsequently, PRF1
forms pores in the gigantosome mem-
brane, allowing for the gradual release of
GZMB and the initiation of apoptotic cell
death. The fusion between early endo-
somes and autophagic vacuoles to form
amphisomes seems to be a prerequisite in
some cases for the formation of autolyso-
somes. In keeping with this, we attempted
to analyze GZMB content in hypoxic
tumor cells. We hypothesized that during
intracellular trafficking, GZMB could be
exposed to a high risk of being targeted
to amphisomes and thereby degraded by
autophagy in the lysosomal compartment.
Several lines of data reported in this study
support such a mechanism: i) the level of
NK-derived GZMB detected in hypoxic
cells is significantly lower than that in
normoxic cells; ii) inhibition of auto-
phagy or lysosomal hydrolases restores the
level of GZMB and subsequently restores
NK-mediated lysis of hypoxic cells; and
iii) NK-derived GZMB is detected in
LC3- and RAB5-positive cellular com-
partments, suggesting its presence within
amphisomes in hypoxic cells. Based on
these findings, we proposed a mechanism
by which GZMB may be degraded by
autophagy during its intracellular traf-
ficking leading to cancer cell escape form
NK cell attack (Fig. 1).

Autophagy has long been consid-

ered as a bulk degradation cell process.

www.landesbioscience.com

However, several studies have reported
that autophagy can be a selective degrada-
tion process under stress conditions. The
molecular basis of selective autophagy
involves several cargo protein receptors
such as SQSTM1/p62, NBR1, OPTN
and CALCOCO2/NDP52, which are
able to interact with ubiquitinated pro-
teins and target them into phagophores in
order to be degraded in lysosomes. Based
on this, an important issue arises from
our results: Is GZMB selectively degraded
by autophagy or it is just an “innocent
victim” which is subject to a bulk non-
specific degradation in hypoxic tumor
cells under excessive autophagy? While
much remains to be learned mechanisti-
cally, several lines of data reported in this
study support the selective degradation
of GZMB by autophagy: i) The level of
GZMB in hypoxic cells is restored by tar-
geting SQSTMI; and ii) even if PRF1 is
detected in the same subcellular compart-
ment as GZMB in hypoxic cells, we do
not observe any difference in its expres-
sion level compared with normoxic cells.
In light of our in vitro observations,
we investigated whether targeting auto-
phagy enhances in vivo an NK-mediated
antitumor immune response. We used
BALB/c and C57BL/6 mice transplanted
with syngeneic murine 4T1 breast ade-
nocarcinoma and B16-F10 melanoma
tumor cells, respectively. We first dem-
onstrated that NK cells control in vivo
B16-F10 and 4T1 tumor development,
as the depletion of host NK cells signifi-
cantly increases tumor growth. There is
a significant reduction of tumor volume
in autophagy-defective B16-F10 and 4T1

Autophagy

cells presumably as a consequence of
potentiation of tumor cell killing by NK
cells. Therefore, it would be interesting to
investigate whether this improvement is
related to the increase in the infiltration/
recruitment of different immune subsets
in the tumor bed or to the decrease of
immune suppressive cells such as T regu-
latory cells, myeloid-derived suppressor
cells or tumor-associated macrophages.
Whether targeting autophagy affects
the ability of cancer cells to induce an
immunosuppressive
including the secretion of various immu-
nosuppressive cytokines, also remains an
issue of great interest.

Overall, the present study underlines
the inhibition of autophagy as a cutting-
edge approach to overcome the suppressive
effect of the hypoxic tumor microenviron-
ment on the antitumor immune response.
This study highlights the importance
of integrating autophagy inhibitors as a
potential therapeutic approach to improve
NK-based cancer immunotherapy.

microenvironment,
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major challenge in formulating an

effective immunotherapy is to
overcome the mechanisms of tumor
escape from immunosurveillance. We
showed that hypoxia-induced autophagy
impairs cytotoxic T-lymphocyte (CTL)-
mediated tumor cell lysis by regulating
phospho-STAT3 in target cells. Autophagy
inhibition in hypoxic cells decreases phos-
pho-STAT3 and restores CTL-mediated
tumor cell killing by a mechanism invol-
ving the ubiquitin proteasome system and
p62/SQSTM1. Simultaneously boosting
the CTL-response, using a TRP-peptide
vaccination strategy, and targeting auto-
phagy in hypoxic tumors, improves the
efficacy of cancer vaccines and promotes
tumor regression in vivo. Overall, in
addition to its immunosuppressive effect,
the hypoxic microenvironment also con-
tributes to immunoresistance and can be
detrimental to antitumor effector cell
functions.

Despite considerable progress made in the
identification of new strategies based on
boosting the antigen-specific antitumor
responses, the immunotherapy approaches
that are currently used in the clinic
have only a limited success. The tumor
escape from immunosurveillance repre-
sents the last series of hurdles to be
overcome in formulating a more effective
cancer immunotherapy.

In this regard, the hypoxic tumor
microenvironment has attracted much
immunologists as a
major contributor in tumor escape from
immunosurveillance. Indeed, several lines

attention from
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of evidence documented that immune
effector cells recruited to the hypoxic
tumor site exhibit distinct functions
compared with those present in normoxic
Subsequently, their antitumor
activities are largely attenuated. In addi-
tion, immune cells in the tumor micro-
environment not only fail to exert their
antitumor effector functions, but they are
co-opted to promote tumor growth. In
this report, we discuss a new insight into
how tumor cells escape from (CTL)
specific lysis under the conditions of the
hypoxic tumor microenvironment.

Using a human non-small cell lung
carcinoma (NSCLC) cell line IGR-Heu)
and the autologous CTL clones, we have
previously shown that hypoxic tumor
cells are less susceptible to specific T cell
receptor  (TCR)-dependent lysis. Con-
sistent with the fact that hypoxia can
inhibit T cell-mediated immune response,
we showed that impairment of tumor cell
susceptibility to CTL-mediated lysis under
conditions of hypoxia is neither related to
an alteration of the effector
response, nor to a defect in the interaction
between effector cells and target cells.
However, this impairment was associated
with the hypoxia-dependent phosphoryla-
tion of STAT3 (pSTAT3) at the Tyr705
residue in the target cells by a mechanism
involving, at least in part, vascular
endothelial growth factor (VEGF). This
study predicts that, despite an apparently
intact cytolytic potential of CTL, tumor
cells escape CTL-mediated lysis under
hypoxic conditions by activating a hypoxia
inducible (HIF)-1o-dependent
intrinsic  signaling pathway leading to

areas.

immune

factor



STAT3 phosphorylation. Overall, this
study highlights pSTAT3 in tumor targets
as a key determinant in the regulation of
CTL-mediated tumor cell lysis under
hypoxia. We have extended our previous
findings by showing that STAT3 phos-
phorylation depends on Src kinase phos-
phorylation at the Tyr416 residue (pSrc).
Indeed, pSrc inhibition by PP2 dramati-
cally decreases pSTAT3 without affecting
total STAT3 expression. Consistent with
the role of autophagy as a cell protective
mechanism in response to oxidative stress,
we showed that hypoxia leads to auto-
phagy induction in tumor cells and that
the pSTAT3 level is tightly regulated
by autophagy. Targeting autophagy with
BECNI or ATG5 siRNA significantly
decreases hypoxia-dependent induction of
pSTAT3 and restores CTL-mediated lysis
of tumor cells. This could allow the
prediction that autophagy induction under
hypoxia plays a role in pSTAT3 stabiliza-
tion in tumor cells.
autophagy as a protein degradation system,
however, it is difficult to reconcile the idea
that the autophagy machinery plays a role
in the stabilization of pSTAT3 under
hypoxia. The mechanism responsible for
the decrease in pSTAT3 level in auto-
phagy-defective hypoxic tumor cells was,
therefore, extensively addressed by focus-
ing on the crosstalk mediated through the
cargo  receptor/adaptor  protein  p62/
SQSTMI1 between the ubiquitin-protea-
some system (UPS) and autophagy. Using
genetic and pharmacological approaches to
inhibit p62/SQSTM1 and the UPS in
cither autophagy competent or defective
tumor cells, our results unraveled the
mechanism by which hypoxia-induced
autophagy regulates the level of pSTAT3
(Fig.1).  Indeed, hypoxia-dependent
induction of HIF-1o has two effects in
target cells: by an as yet undefined
mechanism, but still under investigation,
HIF-1a induces pSrc, which subsequently
phosphorylates STAT3 at the Tyr705
residue. HIF-1o. also induces autophagy
by a mechanism involving the upregulated
expression of BNIP3/BNIP3L and the
dissociation of the BECN1-BCL2 com-
plex. Autophagy activation results in
degradation of the p62/SQSTM1 protein,
responsible for the targeting of pSTAT3 to
the UPS. In keeping with the fact that

Given the role of

p62/SQSTM1 is the receptor/adaptor
protein for pSTAT3 targeting to the
UPS, its degradation by autophagy leads
to pSTAT3 accumulation. In autophagy-
defective cells, p62/SQSTM1 is no longer
degraded and its accumulation accelerates
the process of pSTAT3 targeting for
degradation by the UPS.

In light of our in vitro observation, we
investigated whether targeting hypoxia-
induced autophagy could affect CTL-
mediated tumor cell lysis in vivo. To
address this issue, we used the autophagy
inhibitor hydroxychloroquine (HCQ) in
combination with a tyrosinase-related pro-
tein-2 (TRP2) peptide-based vaccination
strategy. TRP2 combined with oligo-
deoxynucleotides containing unmethylated

CpG motifs (CpG ODN) vaccination has

been previously reported to be efficient in
the induction of tumor cell-specific CTLs.
Using a transplantable murine melanoma
B16-F10 cell line we first provided evidence
that autophagy is primarily detected in
hypoxic areas of the tumor. Inhibition of
autophagy in B16-F10 engrafted tumors
results in a significant decrease in tumor
growth by inducing apoptosis, as revealed
by TUNEL staining. These results strongly
argue for a role of autophagy in mediating
hypoxia tolerance to the immune system.
More interestingly, we showed a significant
decrease in tumor growth of the vaccinated
and HCQ-treated group of mice as com-
pared with control and to either treatment
alone.  Although
implantation models have their limits,
it would be interesting to perform
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Figure 1. Model of pSTAT3 regulation by hypoxia-induced autophagy in tumor cells. Hypoxic stress
leads to the accumulation of HIF-1a. By an as yet undefined mechanism, HIF-1a. increases the level
of phospho-Src, which subsequently phosphorylates STAT3 at the Tyr705 residue. As HIF-target gene
products, BNIP3 and BNIP3L are transcriptionally upregulated and compete with the BECN1-BCL2
complex. This competition releases BECN1 from the complex and then activates the autophagic
machinery by recruiting several autophagic proteins including ATG5. As an autophagic substrate,
p62/SQSTM1 is degraded in the autophagosomes following their fusion with lysosomes. In view

of the fact that p62/SQSTM1 is involved in targeting pSTAT3 to the UPS, its degradation leads

to the accumulation of pSTAT3 in cells. In autophagy-defective cells, p62/SQSTM1 is no longer
degraded, and its accumulation accelerates the UPS-dependent degradation of pSTAT3.
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simultaneous boosting of the immune
system and inhibition of autophagy in
spontaneous models.
Transgenic mouse models of spontaneous
oncogene-driven tumors that are deficient
in autophagy could be useful to explore
the impact of the hypoxic tumor micro-
environment and autophagy inhibition
on the antitumor immune
Nevertheless, our results strongly argue that
in vivo inhibition of autophagy potentiates
the antitumor effect of a TRP2-based
vaccine. It would be interesting to investi-
gate whether the inhibition of autophagy
will affect other parameters of the anti-
tumor T cell activity in vivo and in vitro
(i.e., cytokine production, proliferation,
activation, etc.). Several other important
mediators of immune tolerance such as
the number of the myeloid-derived
suppressor cells (MDSCs) and the tumor-
specific T regulatory cells (Tregs) should
also be studied.

animal  tumor

responses.
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It has become increasingly clear that the
tumor microenvironment plays a crucial
role in the control of immune protection
and contains many overlapping mecha-
nisms, which ultimately lead to tumor
antigen-specific
therapy. Obviously, tumors have evolved
to utilize hypoxic stress to their own
advantage by activating key biochemical
and cellular pathways that are important
for progression,
metastasis. In this regard, we provided
evidence that hypoxia-induced autophagy
plays a determinant role in tumor evasion
of specific CTL-mediated lysis. Further-
more, our findings establish, for the first
time, that simultaneously boosting the
immune system and inhibiting autophagy
can enhance the therapeutic efficacy of
antigen-based cancer vaccines. This study
highlights autophagy inhibition in hypoxic
tumors as a cutting-edge approach to
improve cancer immunotherapy and paves

evasion of immuno-

namely survival and

Autophagy

the way to formulate more effective cancer
vaccine-based therapy. While several clini-
cal trials using the autophagy inhibitor
hydroxychloroquine in combination with
several chemotherapy drugs are currently
in progress, trials combining peptide
vaccination with autophagy inhibitors
could be an innovative strategy in cancer
immunotherapy. Integrating clinical and
lab findings will be crucial to understand
the complex role of hypoxia-induced
autophagy in modulating host tumor
immunity.
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Résumé

Le microenvironnement tumoral, et notamment le stress hypoxique, joue un roéle
immunosuppressif permettant I’échappement des cellules tumorales a la surveillance du systéme
immunitaire. Des études récentes ont montré que I’échange de microvésicules (MVs) entre les
cellules tumorales et les cellules du systeme immunitaire peut étre responsable de
I’établissement d’un microenvironnement immunosuppressif. Dans ce contexte, nous avons
étudié I'effet des MVs issues des cellules tumorales hypoxiques sur la cytotoxicité des cellules
«Natural Killer» (NKs). Nos résultats démontrent clairement que les cellules NKs sont capables
d’internaliser les MVs issues des cellules tumorales normoxiques et hypoxiques. Cependant,
seules les MVs hypoxiques sont capables de diminuer significativement la cytotoxicité des cellules
NKs. Ainsi, nous avons déterminé que les MVs dérivées des cellules tumorales hypoxiques
séquestrent deux immunomodulateurs, le TGF-f et le miR-23a. Nous avons montré que le
transfert de TGF-J et miR-23a aux cellules NKs était responsable de la diminution respective de
I’expression du récepteur activateur NKG2D a leur surface et de la protéine membranaire
associée aux lysosomes (LAMP-1/CD107a) impliguée dans la dégranulation des granules
cytotoxiques.

Dans la deuxieme partie de cette étude nous avons montré que les cellules tumorales soumises
a un stress hypoxique étaient capables de déjouer un systeme immunitaire fonctionnel et
d’échapper ainsi a la surveillance immunitaire des cellules NKs. En effet, nos résultats ont
clairement démontré que la résistance des cellules tumorales hypoxiques a la lyse par les cellules
NKs n’était pas liée a un défaut de reconnaissance, mais plutot a I'activation d’'un mécanisme de
résistance intrinséque dans les cellules tumorales. Ce mécanisme de résistance implique
I'activation de I'autophagie qui opére dans les cellules tumorales pour dégrader le granzyme B,
une protéase a sérine secrétée par les cellules NKs dont I'internalisation par les cellules tumorales
cibles est nécessaire pour induire leur mort. Les expériences d’'imagerie cellulaire combinées a
des approches biochimiques ont confirmé que le niveau de granzyme B dans les cellules
tumorales hypoxiques était significativement mois élevé par rapport a celui des cellules tumorales
normoxiques. L'analyse de la distribution subcellulaire de granzyme B révele qu’il est
majoritairement présent dans les endosomes et les autophagosomes des cellules tumorales
hypoxiques. Ces résultats suggerent fortement que le granzyme B est destiné a étre dégradé par
autophagie dans les cellules tumorales hypoxiques. En effet, l'inhibition génétique et
pharmacologique de I'autophagie dans les cellules tumorales hypoxiques était suffisante pour
contrecarrer la dégradation de granzyme B et ainsi restaurer la sensibilité des cellules tumorales
hypoxiques a la lyse par les cellules NKs. Nos résultats ont clairement établi que I'inhibition de
I'autophagie pouvait améliorer la réponse immunitaire antitumorale dépendante des cellules NK.
Nous avons validé ce concept in vivo chez la souris en utilisant deux modéles syngéniques de
cancer du sein et de mélanome.

L'ensemble de nos travaux indiquent clairement que le stress hypoxique, qui est une
caractéristique majeure du microenvironnement tumoral, peut favoriser I'établissement d’un
microenvironnement immunosuppressif par plusieurs mécanismes qui ne s’excluent pas
mutuellement. En effet, le stress hypoxique modifie les caractéristiques des cellules tumorales et
active des mécanismes de résistance a la surveillance immunitaire. De plus, les cellules tumorales
modifiées peuvent éduquer et exporter leur phénotype hypoxique aux cellules immunitaires
présentes dans le microenvironnement afin d’affaiblir leur pouvoir cytotoxique. Nos résultats
ouvrent ainsi la voie a la mise en place de nouvelles applications cliniques en immunothérapie
anticancéreuse basées sur la réactivation des lymphocytes cytotoxiques et I'inhibition simultanée
de l'autophagie.

125



