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Résumé

Les cellules Natural Killer (NK), actrices majeures de la vigilance anti-tumorale, sont modulées par
des facteurs nutritionnels et métaboliques. L’inhibition de leur activité favorise le développement
tumoral. Un régime alimentaire hypercalorique induisant 1’obésité est un facteur de risque de
développer unc ancer du sein. Au niveau du micro-environnement tumoral mammaire, la
biodisponibilité en certaines molécules contréle non seulement les cellules néoplasiques mais,
¢galement les cellules immunes infiltrées. Ainsi, la leptine, sécrétée a forte concentration par les
adipocytes mammaires, pourrait favoriser la croissance tumorale et altérer les cellules NK. L’arginine
fortement consommée par les cellules tumorales et les cellules suppresseurs dérivées des myéloides
pourrait faire défaut aux cellules NK.

L’objectif de cette thése est de caractériser les activités fonctionnelles et métaboliques des cellules
NK en situation de stress nutritionnel. Dans un premier temps, nous avons exploré, in vivo, I’'impact
d’un régime hypercalorique sur 1’activité des cellules NK et sur le développement tumoral mammaire.
Ensuite, nous avons cherché a identifier les potentielles altérations fonctionnelles des cellules NK en
mimant, in vitro, les conditions retrouvées au niveau du micro-environnement tumoral telles que la
présence de concentration élévée en leptine et la déplétion en arginine.

Des souris Balb-c « nude » femelles ont été¢ soumises a un régime hypercalorique (HC) versus une
di¢te normo-calorique (NC) pendant 6 mois. Au bout de 5 mois, des cellules tumorales mammaires
(MCF-7 ; groupes NCT et HCT) ou le véhicule (groupes NC et HC) ont été implantés au niveau de la
quatrieme paire de glandes mammaires. Sous régime HC, le développement tumoral s’accompagne
d’une perte de masse grasse, de masse maigre et de poids corporel avec un volume et un poids de
tumeur augmentés. Cette dicte induit au niveau tumoral une sur-expression des ARNm d’enzymes
impliquées dans la glycolyse et une sous-expression des acteurs du cycle de Krebs. Sous régime HC,
I’expression de la caspase 3 clivée et des récepteurs des cestrogenes B et de la progestérone est réduite
alors que celle du Ki67 est accrue. Les cellules NK des souris HC ont une cytotoxicité diminuée. Bien
que la présence de tumeur stimule 1’activité lytique des cellules NK, la cytotoxicité de ces cellules
reste inférieure dans le groupe HCT comparativement a celle du groupe NCT.

La leptine stimule, in vitro, de facon dose-dépendante 1’activité métabolique des cellules NK. A
fortes concentrations, elle active leur cytotoxicité vis-a-vis des cellules cibles MDA-MB-231. Cet effet
passe par une stimulation de I’expression de TRAIL et de I’'I[FN-y par les cellules NK. En revanche,
vis-a-vis des cellules cibles MCF7, les cellules NK présentent une activité lytique réduite en présence
de fortes concentrations de leptine, probablement en lien avec une réduction de 1’expression de la
perforine.

En réponse a une déplétion en arginine dans le milieu de culture, la prolifération et la cytotoxicité
des cellules NK sont abaissées. L’altération de la reconnaissance des cellules cibles par les récepteurs
NKp46 et NKp30, la moindre transmission du signal activateur par la chaine { et la faible production
d’IFN-y peuvent expliquer I’inhibition de la cytotoxicité des cellules NK.

Ainsi, un apport énergétique élevé favorise le développement tumoral mammaire notamment en
inhibant la cytotoxicité des cellules NK. De plus, la leptine a fortes concentrations stimule ou réduit, in
vitro, la cytotoxicité des cellules NK selon la nature des cellules cancéreuses mammaires cibles. Une
déplétion en arginine, in vitro, quant a elle, inhibe la prolifération et la cytotoxicité des cellules NK.
Ces travaux contribuent a mieux comprendre I’impact du micro-environnement sur la réponse anti-
tumorale des cellules NK.

Mots clés : cellules natural killer, modulation nutritionnelle, leptine, arginine, tumeurs mammaires
humaines, xénogrefte, souris « nude ».






Abstract

Natural killer (NK) cells are critical mediators of anti-tumor immunity. A high-calorie diet
inducing obesity is associated with breast cancer development. NK cells are modulated by dietary and
metabolic factors and a decrease in their lytic activity promotes mammary tumor development. In the
breast microenvironment, high concentration of leptin can be secreted by mammary adipocytes and
thereby could stimulate tumor growth and control immune cells. Arginine, strongly consumed by
tumor and myeloid-derived suppressor cells, could be lacking to NK cells.

The aim of this work is to characterize the functional and metabolic activities of NK cells in
response to nutritional stress. Initially, we explored in vivo the impact of a high-calorie diet on NK
cells activity and mammary tumor development. Then, we identified potential functional alterations in
NK cells by mimicking the conditions found in the tumor microenvironment such as the presence of
high leptin concentration and arginine depletion.

Female Balb-c nude mice were fed a high-caloric diet (HC) versus a standard caloric diet (SC)
for 6 months. After five months, mammary tumor cells (MCF-7, SCT, HCT) or Matrigel™ (SC, HC)
were implanted into the fourth mammary fat pads. The tumor development in HC diet-fed mice was
associated with a decrease in body weight, body fat and lean mass and an increase in volume and
weight of tumors. This diet induced tumor over-expression, at the transcriptional level, of enzymes
involved in glycolysis and a down-expression of citrate cycle actors. Protein tumor levels of cleaved
caspase 3, estrogen B and progesterone receptors were reduced while Ki67 was increased in the HC
diet-fed mice. NK cell cytotoxicity of HC diet-fed mice was reduced. Although the presence of tumor
stimulated NK cell lytic activity, this later was lower in the HCT group compared to the one of SCT
mice.

In vitro, leptin stimulated, in dose-dependent manner, the metabolic activity of NK cells. High
leptin concentrations enhanced NK cell cytotoxicity against the MDA-MB-231 target cells. This
phenomenon involved the increase of expression of TRAIL and IFN-y in NK cells. However, against
the MCF-7 target cells, NK cell lytic activity was reduced in the presence of high concentrations of
leptin, probably in link to the decreased perforin expression.

NK cell proliferation and cytotoxicity were impaired in response to arginine depletion. This
inhibition of NK cell cytotoxicity could be linked to a low target cells recognition by NKp46 and
NKp30, a reduced activating signal transmission by  chain and a low production of IFN-y.

Thus, high energy intake promotes mammary tumor development in particular by inhibiting
NK cell cytotoxicity. /n vitro, high leptin concentrations stimulate or reduce NK cell cytotoxicity
according to the breast cancer cell targets. Furthermore, arginine depletion inhibits NK cell
proliferation and cytotoxicity in vitro. These findings provide insight into the microenvironment
impacts on NK cell antitumor response in tumor development.

Keywords: Natural killer cells, nutritional modulation, leptin, arginine, human mammary
tumor, xenograft, nude mice.
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Introduction

Les cellules Natural Killer (NK) font partie de I’immunité innée et représentent 10 & 15% des
lymphocytes circulants (Trinchieri, G. 1989). Chez I’adulte, elles se développent principalement dans
la moelle osseuse a partir de cellules souches hématopoiétiques (Freud, A.G. and Caligiuri, M.A.
2006) et acquicérent un répertoire complexe de récepteurs activateurs et inhibiteurs, ainsi que des
récepteurs de cytokines et de chimiokines au cours de leur maturation (Freud, A.G. and Caligiuri,
M.A. 2006). Durant cette phase, elles deviennent tolérantes vis-a-vis du Soi (Jonsson, A.H. and
Yokoyama, W.M. 2009). Sur le plan fonctionnel, les cellules NK ont unr 0le essentiel dans les
mécanismes de défenses anti-infectieuse et anti-tumorale d’une part, par la capacité a lyser les cellules
infectées ou tumorales et d’autre part, par la production de cytokines (Zompi, S. and Colucci, F. 2005).
Parmi ces derniéres, certaines comme I’IFN-y ont un r6le déterminant dans 1’orientation de la réponse

immunitaire adaptative (Cooper, M.A. et al. 2001a).

De nombreux mécanismes moléculaires permettent a la tumeur d’échapper ou d’interférer
avec la réponse immune anti-tumorale. Ils peuvent étre classés en différentes catégories selon qu’ils
sont inhérents aux cellules néoplasiques, au micro-environnement tumoral ou aux effecteurs du
systéme immunitaire. Le cancer du sein, le plus fréquent chez la femme, représente le quart de
I’ensemble des pathologies cancéreuses avec 1,4 millions de nouveaux cas diagnostiqués dans le
monde en 2008 (Ferlay, J. et al. 2010). Malgré la diminution du taux de mortalité par cancer du sein en
Europe et aux Etats-Unis (Kohler, B.A. et al. 2011; Bosetti, C. et al. 2012), ce cancer demeure la
seconde cause de déces chez la femme toutes pathologies confondues (Jemal, A. et al. 2010). Parmi les
facteurs environnementaux susceptibles de contribuer a cette incidence élevée, 1’alimentation
hypercalorique favorisant la prise de poids et 1’obésité est positivement corrélée au risque de
développer un cancer du sein (Hursting, S.D. and Berger, N.A. 2010; Roberts, D.L. et al. 2010). La
personne obeése présente fréquemment une immunodéficience se traduisant notamment par une
diminution du nombre et de la cytotoxicité des cellules NK (Scanga, C.B. et al. 1998; Lynch, L.A. et
al. 2009; O'Shea, D. et al. 2010). De plus, I’activité des cellules NK peut étre modulée par différents
facteurs nutritionnels et métaboliques (Lynch, L.A. et al. 2009; Oberlies, J. et al. 2009; Wrann, C.D. et
al. 2012) et une réduction de leur activité favorise le développement tumoral mammaire (Dewan, M.Z.
et al. 2007). Des cytokines et des chimiokines sécrétées par le tissu tumoral ou par les cellules
environnantes modulent & la fois la croissance tumorale et la réponse immune anti-tumorale. Parmi
ces cytokines, la leptine est une protéine sécrétée majoritairement par le tissu adipeux, notamment a
proximité du tissu glandulaire mammaire (Zhang, Y. et al. 1994; Woods, S.C. et al. 1998). Notre
équipe a récemment démontré que cette adipokine est impliquée dans le développement tumoral

mammaire (Jarde, T. et al. 2008a; Jarde, T. et al. 2008b; Jarde, T. et al. 2009). Son récepteur est
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¢galement exprimé par les cellules NK (Zhao, Y. et al. 2003). Dans la continuité de ces travaux, les
effets de la leptine sur les capacités prolifératives, métaboliques et fonctionnelles des cellules NK ont

¢été caractérisés dans ce projet.

Au niveau du micro-environnement tumoral, la biodisponibilit¢ de bio-molécules est
¢galement suspectée de moduler I’activité des cellules NK. En situation de cancer du sein, une
déplétion en arginine est rapportée au niveau local et/ou systémique (Vissers, Y.L. et al. 2005) du fait
d’une consommation accrue de cet acide aminé par l’arginase I exprimée non seulement par les
cellules suppresseurs dérivées des myéloides (MSDC) (Serafini, P. et al. 2006; Rodriguez, P.C. and
Ochoa, A.C. 2008) mais, aussi par la tumeur (Singh, R. et al. 2000). Cette déplétion induit une
inhibition de la prolifération et de I’activité des lymphocytes T (Rodriguez, P.C. and Ochoa, A.C.

2008). Toutefois, peu de travaux se sont intéressés a I’impact d’une telle déplétion sur les cellules NK.

Dans ce contexte, nous avons cherché a identifier les altérations fonctionnelles et métaboliques
des cellules NK en situation de stress nutritionnel et de cancer mammaire. Ces travaux s’inscrivent
dansla thématique de 1’équipe « micro-Environnement CellulaiRE, Immunomodulation et
Nutrition » (ECREIN) rattachée a 1’Unité de Nutrition Humaine (UNH) UMR 1019 INRA/Université
d’Auvergne dont les thémes de recherche concernent d’une part, les interactions métaboliques et
fonctionnelles de la cellule avec son micro-environnement et d’autre part, I’immunomodulation
nutritionnelle. Cette thématique de recherche s’inscrit dans les orientations du Centre de Recherche en
Nutrition Humaine d’Auvergne (CRNH-A) (axe « tissus hormono-dépendants ») et du programme
Procan 2 du Cancéropole Lyon Auvergne Rhéne Alpes (CLARA) (axe B « nutrition, métabolisme,

cancer »), en lien avec le Centre de Lutte contre le Cancer (CLCC) Jean-Perrin.

Dans une premicre partie de rappels bibliographiques, nous avons décrit les cellules
immunitaires participant a la vigilance anti-tumorale puis les mécanismes mis en place par les cellules
tumorales pour échapper a I'immunosurveillance. Sont rapportées par la suite les données de la
littérature concernant 1I’impact du stress métabolique dans la cancérogenése et la réponse immune anti-

tumorale.

Dans une seconde partie expérimentale, les travaux de recherche originaux sont présentés et
discutés. Nous nous sommes tout d’abord intéressés a 1’impact in vivo d’un régime hypercalorique sur
le développement tumoral et 1’activité fonctionnelle des cellules NK (Publication n°1). Au cours de ce
travail nous avons montré qu’un régime hypercalorique, sans induire de surpoids, stimule Ia

prolifération tumorale mammaire et réduit le nombre ainsi que la cytotoxicité des cellules NK.

Par la suite, nous avons cherché a identifier in vitro les altérations fonctionnelles des cellules
NK en mimant des conditions retrouvées dans le micro-environnement tumoral telles qu’un

enrichissement en leptine (Publication n°2) et une déplétion en arginine (Publication n°3). Ces
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investigations ont révélé que des concentrations supra-physiologiques de leptine sont capables de
stimuler ou d’inhiber la cytotoxicité des cellules NK selon les cellules cancéreuses mammaires cibles.
Par ailleurs, la déplétion en arginine diminue I’activité cytotoxique des cellules NK. Ces variations de
I’activité des cellules NK passent notamment par une modulation des capacités sécrétoires ainsi que
par une modification de I’expression des acteurs de la cytotoxicité, des récepteurs activateurs et des
molécules transmettant le signal activateur. Suite a une discussion et une conclusion générale, des

perspectives de recherche seront dégagées.

Ces travaux de thése dans le cadre de I’Ecole Doctorale des Sciences de la Vie, Santé,
Agronomie, Environnement, ont été financés par un Contrat de Projets Etat-Région (CPER 2008) et
des Fonds Européens de Développement Régional (FEDER). Ils ont été suivis par le Pr Yves Boirie
(UNH UMR 1019 INRA/Université d’Auvergne) et le Pr Pierre Verrelle (EA 3846, CLCC Jean
Perrin) dans le cadre du comité de thése. De plus, ils ont été présentés sous forme de communications

orales ou affichées lors de congrés internationaux et nationaux et de journées scientifiques locales.
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problématique
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Contexte scientifique et problématique

Les mécanismes fondamentaux de division cellulaire et de réplication de I’ADN peuvent étre
soumis a des erreurs qui compromettent 1’intégrité du génome et peuvent potentiellement aboutir a la
formation de cellules tumorales. De nombreuses études révelent que le cancer est une pathologie
multifactorielle au cours de laquelle les cellules somatiques acquiérent de multiples mutations qui
empéchent la mise en place des mécanismes contrdlant I’expansion cellulaire (Hanahan, D. and
Weinberg, R.A. 2011). La prolifération de cellules tumorales peut &tre mortelle, néanmoins, le
systéme immunitaire est capable de lutter contre (Vesely, M.D. et al. 2011). Le systéme immunitaire,
inné et adaptatif, intervient dans la reconnaissance des tumeurs malignes en vue de les détruire.
L’immunologie des tumeurs est ainsi fondée sur deux concepts essentiels : la surveillance immunitaire
des cellules tumorales et les mécanismes d’évasion permettant a la cellule cancéreuse d’échapper a la

destruction tumorale.

Erlich P., en 1909, a été I’'un des premiers a suggérer que le systéme immunitaire est capable
d’éliminer des cellules transformées, considérées comme étrangeres a 1’organisme. Cinquante ans
apreés, Thomas L. suggére que la fonction primaire des cellules immunitaires est de protéger les
organismes multicellulaires contre les pathologies néoplasiques afin de maintenir I’homéostasie des
tissus (Schreiber, R.D. et al. 2011). En parall¢le, Burnet F.M., en 1957, a émis I’hypothése que les
cellules somatiques peuvent devenir malignes suite a d es mutations génétiques et qu’il est donc
nécessaire pour 1’évolution d’avoir un systéme capable d’éliminer ou de détruire ces cellules mutantes
potentiellement dangereuses (Schreiber, R.D. et al. 2011). Ces différentes théories sont a 1’origine du
concept d’immunosurveillance. Celui-ci stipule que le systéme immunitaire, et notamment les
lymphocytes T, jouerait un rdle de surveillance de l’organisme en reconnaissant les cellules
néoplasiques comme étrangéres et en les éliminant a un stade précoce. Par conséquent, les tumeurs ne
peuvent se développer que lorsque les cellules cancéreuses échappent au systéme immunitaire (Burnet,
F.M. 1970). Afin d’étayer ce concept d’immunosurveillance de nombreuses expériences ont suivi.
L’immunosuppression induite par thymectomie néonatale ou par injection de sérums anti-lymphocytes
provoque une forte susceptibilité au développement de tumeur induite par des virus et accroit
I’apparition de lymphomes spontanés (Stutman, O. 1975). Néanmoins, l’incidence des tumeurs
chimio-induites et des tumeurs spontanées autre que des lymphomes n’est pas accrue chez ces souris
immunodéprimées (Stutman, O. 1975). Ces résultats suggerent que I’apparition des tumeurs est due a
une forte susceptibilité aux agents infectieux tels que les virus. Ces derniers, de part leur stimulation
antigénique chronique, induisent une augmentation de la prolifération des lymphocytes et des
mutations somatiques et sont également a l’origine des lymphomes (Klein, G. 1973; Stutman, O.
1975). Ces résultats ne permettant pas de prouver ou de réfuter ’hypothése d’immunosurveillance,

cette théorie est restée trés contreversée.



Tableau 1 : Susceptibilité des souris immunodéficientes aux carcinogenes

Souche de souris Statut immunitaire

Susceptibilité a développer des tumeurs versus
souris sauvages

Ragl” ou Rag2”~  Absence de LT, LB et NKT

N Sarcomes induits par MCA

SCID Absence de LT, LB et NKT N Sarcomes induits par MCA
Terb” Absence de LTof N Sarcomes induits par MCA
. N Sarcomes induits par MCA
Terd” Ab de LTy8
- seneede Y M Tumeurs de la peau induites par DMBA/TPA
Nude (athymique)  Absence de LT N Sarcomes induits par MCA
Ifngrl-" Insensible a I'TFN-y N Sarcomes induits par MCA
Ifng” Absence d'TFN-y M Sarcomes et tumeurs de la peau induits par MCA
1 Lymphomes induits par MNU
Stat1- Insensible a I'IFN-a, B ety N Sarcomes induits par MCA
Ifnarl-" Insensible a I'IFN-a. et N Sarcomes induits par MCA
Pfp- Absence de perforine /N Sarcomes induits par MCA
Py Ifng” Absence de perforine et dTFN-y P Sarcomes induits par MCA
IL-12d"" Absence dTL-12 N Tumeurs de l.a pee.lu induites par DMBA/TPA
N Lymphomes induits par MNU
IL-12b" Absence dL-12 et dIL23  ---Sarcomes induits par MCA

J Tumeurs de la peau induites par DMBA/TPA

Traitement avec un

e anti-NK1.1 Absence de NK et NKT /N Sarcomes induits par MCA
Traitement avec un o

e anti-Asialo-GM1 Absence de NK /N Sarcomes induits par MCA
Trail” Absence de TRAIL N Sarcomes induits par MCA
Tnf" Absence de TNF-o /N Sarcomes induits par MCA

J Tumeurs de la peau induites par DMBA/TPA

Ccll 1" IL5"
IL-107

Absence d'€osinophiles
Absence d'1L-10

M Sarcomes induits par MCA
N Sarcomes induits par MCA

Abréviations: Ccll1, chimiokines (C-C motif) ligand 11 ; DMBA, 7,12 di-méthylbenzo(a)-anthracéne ; GM1, ganglioside ; Ifn,
interféron ; Ifnarl, récepteur de type 1 de I'IFN ; Ifngr, récepteur 1 de I’IFN-y ; /L, interleukine ; LB, lymphocyte B ; LT,
lymphocyte T ; MCA, méthylchloroanthréne ; MNU, N-méthyl-N-nitrosourea ; NK, natural killer ; NKT, natural killer T ; Pfp,
perforine ; Rag, recombination activating gene ; SCID, severe combined immunodeficient ; Statl, signal transducer and activation
of transcription ; Tecr, récepteur des cellules T ; Tnf, tumor necrosis factor-a. ; TPA, 12-O-tétradécanoyl-phorbol-13-acétate ; Trail,

TNF-related apoptosis-inducing ligand

(D’apres Vesely, M.D. et al. 2011)
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Le développement de souris déficientes pour des génes codant pour des protéines essentielles
au systéme immunitaire a provoqué unrt egain d’intérét pour le concept d’immunosurveillance
(Schreiber, R.D. et al. 2011). En effet, ces m odéles animaux ont permis de mettre en évidence
I’importance du systéme immunitaire dans le contrdle de la cancérogenese. De plus, différents travaux
suggerent que I’immunosurveillance est un processus hétérogéne qui requiert I’action d’effecteurs
immuns différents selon le type de cellules cancéreuses, le processus de transformation tumorale, la

localisation anatomique et la reconnaissance immunologique (Tableau 1).

L’immunit¢ innée et I’immunité adaptative sont toutes deux impliquées dans
I’immunosurveillance et collaborent pour €éliminer les cellules tumorales. Dans cette premicre partie,
nous discuterons des roles respectifs des effecteurs de I’immunité adaptative et innée dans la réponse
immune anti-tumorale mais, également des mécanismes par lesquels les cellules tumorales échappent a

la surveillance du systéme immunitaire.
I) La réponse immune anti-tumorale

I-1 La réponse immune adaptative anti-tumorale

L’immunité adaptative est basée sur la sélection clonale de lymphocytes exprimant a I eur
surface des récepteurs spécifiques d’un antigéne. En effet, au sein de la population lymphocytaire, la
spécificité cellulaire n’est représentée que par quelques cellules qui possédent un site de liaison
identique pour un antigéne donné. Aprés contact avec un antigéne, les lymphocytes proliférent et se
différencient soit en cellules effectrices capables de détruire 1’antigéne, soit en cellules mémoires dont
la fonction est d'attendre une nouvelle rencontre avec 1'antigéne spécifique pour mettre en place une
réponse adaptée plus précoce. Les principaux effecteurs de I’immunité adaptative sont les lymphocytes
T CD8" (LT CDS8) et les lymphocytes T CD4" (LT CD4). Ils reconnaissent respectivement les
antigénes tumoraux présentés par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH 1) ou le
CMH de classe 1. Le CMH de type I est présent a la surface de toutes les cellules a I’exception des
globules rouges alors que le CMH de type II est présent uniquement a la surface des cellules

présentatrices d’antigéne (CPA) (Minden, M.D. and Mak, T.W. 1986).

I-1-1 L’activation de la réponse immune adaptative

Les antigénes tumoraux sont portés par le CMH de classe Il des CPA. Lors d’un contact entre
un LT et une CPA, un premier signal est transmis au LT via la liaison entre son récepteur, le « T cell
receptor » (TCR) et les complexes CMH/peptides exprimés sur la CPA. Puis un second signal, appelé
signal de co-stimulation, est délivré par la CPA sur laquelle le LT reconnait son antigéne spécifique.
Ces deux signaux sont nécessaires pour induire la prolifération et la différenciation des LT naifs en LT

effecteurs.



Figure 1 : Structure du TCR des lymphocytes T
(D’ apres Wucherpfennig, K. W.et al. 2010)
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I-1-1-a La signalisation par le TCR

Les récepteurs T ou TCR sont des hétérodiméres formés par 1’association de deux chaines
polypeptidiques a et § ou y et 8. Chacune comporte un domaine variable (V) N-terminal et un domaine
constant (C) ancré a la membrane (Figure 1). La majorité des lymphocytes T périphériques expriment
un TCRof. La synthese d’une chaine de TCR fonctionnelle nécessite des recombinaisons de segments
génétiques lors de la maturation intra-thymique des cellules T. Les réarrangements des domaines
variables des génes codant pour les sous-unités o et y se font entre une région V et une région J
(joining). Pour les sous-unités P et §, les réarrangements des domaines variables ont lieu entre les
régions V, D (diversity) et J (Revy, P. et al. 2005) (Figure 2). Ces différentes recombinaisons font
intervenir les recombinases « recombination activating gene 1 » (RAGI) et RAG2 qui reconnaissent
les séquences signal de recombinaison (RSS) situées de part et d’autre des segments V, D et J. Elles
clivent I’ADN au niveau des RSS et associent un segment V a un segment D et un segment J assurant
ainsi la production d’une unité VDJ fonctionnelle et spécifique (Grawunder, U. and Harfst, E. 2001).
Les chaines af et yo du TCR sont associées de maniére non covalente aux protéines membranaires du
complexe CD3. Celui-ci est composé de trois modules de signalisation dimérique (CD36g, CD3ye et
{0) (Figure 1) qui sont phosphorylés lors de I’activation du TCR et permettent ainsi la transmission du
signal (Wucherpfennig, K.W. et al. 2010). Le TCR est ainsi constitué de quatre dimeres,
I’hétérodimére des TCRaf ou yo détermine la spécificité de la liaison au ligand, tandis que les diméres
du CD3 (CD30e, CD3ye et {{) sont nécessaires a I’expression des récepteurs des cellules T et ala

transduction du signal.

Il existe deux grandes classes de LT qui se différencient par le type de molécules de CMH
reconnues via leur TCR. Ces LT ont des fonctions différentes et expriment a leur surface des co-
récepteurs CD8 ou CD4. Ces derniers sont des glycoprotéines qui se lient aux CMH de classe I pour le
CDS8 et au CMH de classe II pour le CD4. La reconnaissance du complexe CMH/peptide par le TCR
induit ’activation via le CD3 de plusieurs voies de signalisation dont la voie calcique (Negulescu,
P.A. et al. 1994), la voie de la protéine kinase (PK) C (Monks, C.R. et al. 1997) et la voie des
« Mitogen-Activated Protein » (MAP) kinases (Cope, A.P. 2003) (Figure 3). Ces dernieres activent
des facteurs de transcription qui induisent I’expression de genes impliqués dans l’activation et la
différenciation lymphocytaire. Néanmoins, ce signal ne peut pas induire a lui seul la prolifération et la

différenciation des LT naifs en LT effecteurs.

I-1-1-b Le signal de co-stimulation

Pour leur activation, les LT naifs nécessitent un second signal ou signal de co-stimulation non
spécifique de I’antigéne. Ce signal est déclenché essentiellement par les interactions entre le CD28 de

la surface des LT et les membres de la famille des immunoglobulines B7 présents a la surface de la
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CPA. 1l peut également étre délivré par des molécules de la famille des « Tumor Necrosis Factors »

(TNF) et des ligands des cellules NK.
i. Les molécules B7

Les molécules B7 appartiennent a la superfamille des immunoglobulines. Les deux formes les
plus caractérisées sont les molécules B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) et sont exprimées constitutivement
par les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes T et B (Greenwald, R.J. et al. 2005).
Les ligands des B7-1 et B7-2 sont le CD28 et le « Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 » (CTLA-4 ou
CD152). Le CD28 est constitutivement exprimé par les LT et sa fixation sur les molécules B7 de la
CPA engendre un signal en synergie avec le signal du TCR et provoque 1’activation des LT naifs
(Figure 4) (Sharpe, A.H. and Freeman, G.J. 2002). L’expression du CTLA-4 a la surface des LT est
induite par 1’activation de la cellule. Le CTLA-4 se fixe sur les molécules B7 avec une affinité
supérieure a celle du CD28 et induit un signal inhibiteur dans les LT activés (Figure 4) (Sharpe, A.H.
and Freeman, G.J. 2002). Les souris Ctla-4" développent une pathologie mortelle caractérisée par une
prolifération lymphocytaire massive. Ceci démontre le role essenticl de CTLA-4 pour limiter la
prolifération des LT induite par I’antigéne et les molécules de stimulation présentées par la CPA

(Mandelbrot, D.A. et al. 1999).
ii. Les molécules de la famille des TNFR

Le signal de co-stimulation peut également étre délivré par la liaison des récepteurs au
« Tumor Necrosis Factor » (TNFR), retrouvés a la surface des LT, a leur ligand le TNF. Plusieurs
membres de la famille TNFR/TNF sont capables de jouer un rdle dans la réponse des LT
préalablement activés par la liaison TCR/CMH peptide. Ces complexes sont : CD27/CD70, 4-1BB
(CD137)/4-1BBL, CD30/CD30L, « Herpes Virus Entry Mediator » (HVEM)/LIGHT, OX40
(CD134)/OX40L et « Glucocorticoid-Induced TNFR family Related » (GITR)/GITRL (Watts, T.H.
2005) (Figure 5). Dans une revue en date de 2003, Croft M. propose un modele dans lequel les
fonctions du CD27, du 4-1BB, du CD30, du OX40 et du HVEM sont dépendantes de la chronologie
de leur expression et de celle de leur ligand (Croft, M. 2003) (Figure 6). De plus, HVEM et CD27
joueraient un rdle important dans la phase précoce de la réponse des cellules T. En effet, durant
I’activation des LT, I’expression de HVEM est rapidement réprimée alors que celle de CD27 est
accrue, suggérant que HVEM et son ligand ont une fonction importante durant D’initiation de
I’activation et que I’interaction CD27/CD70 stimule la survie et la prolifération pendant la phase
d’expansion clonale (Figure 6). A I’inverse, I’expression d’0OX40, du 4-1BB et du CD30 et de leurs
ligands est induite uniquement dans les LT et les CPA activés. Par conséquent, les couples
0X40/0X40L, 4-1BB/4-1BB et CD30/CD30L semblent jouer un rdle dans la phase tardive de la
réponse des cellules T (Croft, M. 2003) (Figure 6). De plus, les molécules 4-1BB et OX40 sont
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capables d’induire I’expression de molécules anti-apoptotiques et par conséquent inhiber 1’apoptose
des LT et contribuer a accroitre le pool des LT effecteurs (Rogers, P.R. et al. 2001; Lee, H.-W. et al.
2002). La partie intra-cytoplasmique des TNFR est liée aux protéines facteurs « TNFR-Associated »
(TRAFs) qui servent d’adaptateurs pour des kinases. La liaison TNFR/TFN induit 1’activation via les
protéines TRAFs de plusieurs voies de signalisation dont la voie de la « Phosphatidylinositol 3-
Kinase » (PI3K), la voie « Nuclear Factor-kappa B » (NF-kB) et la voie « JUN N-terminal Kinase »
(JNK). Ces voies de signalisation induisent I’expression de genes impliqués dans la survie, la

prolifération et la fonction des LT (Croft, M. 2003) (Figure 7).
iii. Les ligands des cellules NK

Du fait de D’expression des molécules du CMH de classe II ala surface des cellules NK
activées, une interaction directe entre les cellules NK et les LT CD4 a été suggérée (Phillips, J.H. et al.
1984). Des clones de cellules NK sont capables de présenter I’antigéne via leur CMH de type II aux
LT CD4, et induirent ainsi leur prolifération (Roncarolo, M.G. et al. 1991). Les molécules de co-
stimulation impliquées dans cette interaction ont été identifiées plus tardivement. Ainsi, les cellules
NK activées par I’IL-2, I’[L-12 ou I’IL-15 expriment a leur surface, des molécules de co-stimulation
B7-2 impliquées dans 1’activation des LT naifs via leur fixation sur le CD28 (Zingoni, A. et al. 2004).
De plus, I’activation des récepteurs activateurs CD16 et NKG2D des cellules NK préalablement
stimulées par I’'IL-2, I’'IL-12 oul’IL-15 induit I’expression de I’OX40L a leur surface. Ainsi, les
interactions entre les cellules T et les cellules NK via les couples B7/CD28 et OX40/0X40L
fournissent les signaux de co-stimulation nécessaires a la prolifération et a la production d’Interféron-y
(IFN-y) par les LT CD4 (Zingoni, A. et al. 2004). In vivo, ces interactions pourraient avoir lieu dans
les ganglions lymphatiques inflammés ot cohabitent les cellules T et NK (Fehniger, T.A. et al. 2003).

I-1-1-c La synapse immunologique

La premiere étape de D’activation des LT consiste en la formation d’une synapse
immunologique permettant aux LT de se fixer sur les CPA. Bien que ’engagement du T CR soit
primordial pour I’activation des LT, cette étape est soumise a de nombreuses contraintes. En effet,
certaines glycoprotéines telles que le CD43 et le CD45 peuvent former une barriére stérique
empéchant la fixation du TCR au CMH (Figure 8) (Shaw, A.S. and Dustin, M.L. 1997). De plus,
I’affinité du TCR vis-a-vis du CMH (Lyons, D.S. et al. 1996; Kersh, G.J. et al. 1998) et le nombre de
CMH a la surface des CPA sont relativement faibles (Wang, W. et al. 1997). Malgré ces contraintes,
une synapse immunologique est capable de se mettre en place en trois étapes : la formation de la
jonction, le transport du c omplexe CMH/peptide et la stabilisation de la structure (Figure 9). La
premiere étape débute par la fixation du « Lymphocyte Function-associated Antigen-1 » (LFA-1) sur

I’ « Intercellular Adhesion Molecule-1 » (ICAM-1). La localisation centrale du complexe ICAM-
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1/LFA-1 provoque un effet de pivot permettant ainsi la formation du complexe TCR/CMH peptide aux
extrémités (Grakoui, A. et al. 1999) (Figure 9). Ensuite, ce complexe est déplacé dans la région
centrale, grace a des mécanismes impliquant 1’actine du cytosquelette (Wulfing, C. and Davis, M.M.
1998; Grakoui, A. et al. 1999). Une fois stabilisé en région centrale, le complexe TCR/CMH peptide
est entouré de complexes ICAM-1/LFA-1 (Monks, C.R. et al. 1998; Grakoui, A. et al. 1999) (Figure
9). Cette ultime structure constitue la synapse immunologique dans laquelle 1’interaction entre le TCR

et le CMH-peptide est assez stable pour déclencher le signal activateur dans les cellules T naives.

I-1-2 Acquisitions des fonctions effectrices des LT et rdles dans la réponse

immune anti-tumorale

Un LT naif qui reconnait un antigéne présenté par une CPA et qui recoit les deux signaux
nécessaires a son activation (liaison TCR/CMH et co-stimulation), prolifére et se différencie soit en
lymphocyte T cytotoxique (LT CD8) soit en lymphocyte T auxiliaire (LT CD4). Ces deux types

cellulaires jouent un réle dans la réponse immune anti-tumorale.

I-1-2-a Les LT CD8 cytotoxiques

Certaines cellules tumorales expriment a leur surface des antigénes capables d’activer les
lymphocytes T (Van Der Bruggen, P. et al. 2002). Les cellules T CD8" cytotoxiques ont la capacité de
lyser les CPA dont elles sont spécifiques (Barry, M. and Bleackley, R.C. 2002; Mescher, M.F. et al.
2007). Cette lyse peut étre induite par trois mécanismes. Lors du contact entre le TCR du LT CDS8 et le
complexe CMH/peptide présent a la surface de la cellule tumorale, une réorganisation du cytosquelette
des LT CDS8 permet d’orienter I’excocytose de granules lytiques vers la cellule cible (Kupfer, A. and
Dennert, G. 1984; Yannelli, J.R. et al. 1986). Ces granules contiennent de la perforine capable de
former des pores a la surface de la cellule cible via lesquels les granzymes atteignent le cytoplasme en
vue de déclencher la lyse (Barry, M. and Bleackley, R.C. 2002; Chavez-Galan, L. et al. 2009). Les LT
CDS8 peuvent également induire 1’apoptose des cellules cibles grace a un mécanisme mettant en jeu la
protéine membranaire Fas Ligand (Fas-L) exprimée a leur surface. Cette protéine peut se lier sur le
récepteur de mort Fas présent ala surface des cellules cibles et induire 1’apoptose en réponse a
I’activation de caspases (Barry, M. and Bleackley, R.C. 2002; Chavez-Galan, L. et al. 2009). Enfin, la
cytotoxicité des LT CDS est également dépendante de leur capacité a produire du TNF-a. En effet, le
blocage du TNF-o par un anticorps inhibe ’activité cytotoxique des LT CDS8 (Barth, R.J., Jr. et al.
1991). Le TNF-a sécrété par les LT CDS, une fois fixé sur son récepteur au niveau de la cellule cible,
induit I’apoptose de celle-ci de fagon similaire a 1’interaction Fas-L/Fas (Smyth, M.J. and Ortaldo, J.R.
1993). Les fonctions effectrices des LT CDS8 et des cellules NK passent par les mémes voies

apoptotiques qui seront détaillées ultérieurement.



+IL-12

v

+ IFN-y

+IL-6

v

+ TGF-f

IL-2

+IL-4

v

Figure 10 : Développement et activité sécrétoire des sous-populations lymphocytaires T
(D’apres Cooke, A. 20006)

Perforine et granzymes

TCR
7 (| Lymphocyte T
Cellule oA cytotoxique
tumorale

Peptide
antigénique
tumorale

Lymphocyte T
CD4

Figure 11 : Roles des LT CD4 dans le micro-environnement tumoral
(D’apres Knutson, K.L. and Disis, M.L. 2005)

IL-12
IL-2
IFN-y
TNF-0.

IL-17
IL-21
IL-6
TNF-a

IL-4
IL-5
IL-6
IL-10
IL-13



Etude bibliographique

I-1-2-b Les LT CD4 auxiliaires

Les cellules CD4" auxiliaires ou « helper » jouent un role primordial dans la polarisation de la
réponse immune. Suite & une interaction avec une CPA activée, le LT CD4 naif est capable de se
différencier en LT CD4 helper 1 (Thl), helper 2 (Th2) ou helper 17 (Th17) (Abbas, A.K. et al. 1996;
Tato, C.M. and O'Shea, J.J. 2006). Cette différenciation est multifactorielle et dépend non seulement
de I’environnement cytokinique (Cooke, A. 2006) mais, aussi du type de CPA (Duncan, D.D. and
Swain, S.L. 1994) et des molécules de co-stimulation qu’elles expriment (Palmer, E.M. and van
Seventer, G.A. 1997). Ainsi, en présence d’IL-12 et d’IFN-y, les LT CD4 se différencient en cellules
de type Thl. Les LT de type Th2 sont induits par I’'IL-4 (Abbas, A.K. et al. 1996; Romagnani, S.
1997) et ceux de type Th17 se développent en présence de TGF-P et d’IL-6 (Cooke, A. 2006) (Figure
10).

Ces sous classes de LT CD4 se différencient également par le profil de cytokines qu’elles
sécretent. Ainsi, les lymphocytes de type Thl produisent de I’IL-12, de I’'I[FN-y, de I'IL-2, et du TNF-
o (Abbas, A.K. et al. 1996; McGhee, J.R. 2005) alors que les lymphocytes de type Th2 sécrétent de
I’IL-4, 5, 6, 10 et 13 (Abbas, A.K. et al. 1996) et les lymphocytes de type Th17 de I’IL-17, de I'IL-21,
de I’IL-6 et du TNF-a (Langrish, C.L. et al. 2005; Bettelli, E. et al. 2007). Les cellules de type Thl
déclenchent une réponse a médiation cellulaire favorisant la différenciation des LT en LT CD4
cytotoxiques. De plus, de part leur sécrétion de TNF-a et d’IFN-y permettant le recrutement
d’effecteurs cellulaires de 1’inflammation, les LT de type Thl sont également impliqués dans la
réaction inflammatoire (Mosmann, T.R. et al. 1986; Romagnani, S. 1995). Les LT de type Th2
participent a la réponse immune humorale en favorisant la différenciation des lymphocytes B en
cellules productrices d’anticorps et activent les éosinophiles (Romagnani, S. 1999). Les LT de type
Th17 recrutent les neutrophiles et sont associées a la réponse inflammatoire chronique des pathologies

auto-immunes (Bettelli, E. et al. 2007; Iwakura, Y. et al. 2008).

Les LT CD4 participent également a la réponse anti-tumorale. En effet, ces cellules peuvent
induire 1’expression de Fas a la surface des cellules tumorales et provoquer la lyse de ces cellules via
la voie Fas/Fas-L (Schattner, E.J. et al. 1996). Les cellules de type Thl sont capables de lyser les
cellules tumorales par la voie perforine/granzyme dépendante (Echchakir, H. et al. 2000). Par ailleurs,
les LT CD8 cytotoxiques présents au niveau du site tumoral sont activés suite a un contact avec des
cellules de type Thl ou via I’IL-2 sécrétée par ces dernieres (Knutson, K.L. and Disis, M.L. 2005)
(Figure 11). Les LT CD4 peuvent recruter sur le site tumoral des cellules effectrices telles que les

cellules NK et les macrophages (Greenberg, P.D. 1991; Hung, K. et al. 1998).
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[-1-3 La mémoire immunitaire associée aux LT

Le systétme immunitaire adaptatif est capable d’établir un état de mémoire antigénique
spécifique. Les cellules mémoires survivent apres 1’élimination du pathogene alors que la plupart des
cellules T effectrices (90%) meurent par apoptose. Il s’agit des LT CD4 et des LT CD8, dotés d’une
durée de vie relativement longue, ils sont capables de générer des réponses secondaires plus rapides et
plus massives de part leur différenciation en cellules effectrices et leur sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (Kaech, S.M. et al. 2002). Ces LT deviennent des cellules mémoires via des
modifications moléculaires qui les rendent résistantes a 1’apoptose consécutive de 1’activation
lymphocytaire (Jameson, S.C. 2002; Masopust, D. et al. 2004). Deux types de cellules mémoires se
distinguent par le niveau d’expression des molécules de surface CD62-L et CCR7: les LT de la
mémoire effectrice (LT EM) et les LT de la mémoire centrale (LT CM) (Kaech, S.M. et al. 2002)
(Figure 12). Les LT CM expriment fortement le CD62-L et a un degré moindre le CCR7. IIs sont
localisés majoritairement dans les organes lymphoides mais, aussi dans la moelle osseuse, le sang et la
rate (Lefrancois, L. 2006). Lorsqu’ils sont réactivés, ils peuvent rejoindre la circulation, perdre le
CCR7 et devenir des effecteurs mémoires (Kaech, S.M. et al. 2002). Les LT EM n’expriment pas le
CCR7 et sont faiblement positifs au CD62-L. Présents dans la rate, le sang et les tissus non
lymphoides, ils répondent rapidement a 1’antigéne en produisant des molécules effectrices (Seder,
R.A. and Ahmed, R. 2003). En effet, les LT EM expriment constitutivement les ARNm des génes
codant pour I’IFN-y, la perforine et les granzymes. La synthése de ces protéines est activée par le
contact avec 1’antigéne et leur production est beaucoup plus rapide que dans les cellules naives
(Kaech, S.M. and Ahmed, R. 2003). Puisque le cancer présente les caractéristiques
physiopathologiques des maladies chroniques et évolutives, il n’est pas surprenant d’observer des
lymphocytes T mémoires dans les tumeurs. Il a été suggéré que les LT EM pourraient étre directement
impliqués dans le contrdle de la progression cancéreuse. Leurs capacités cytotoxique et cytokinique
pourraient étre les armes pour le contrdle de la progression tumorale et I’invasion métastasique au
niveau du site tumoral primaire (Pages, F. et al. 2009; Mlecnik, B. et al. 2011). De plus, apres
suppression d’une tumeur par chirurgie, les LT EM ont la capacité d’avoir en mémoire les antigénes
rencontrés ultérieurement et de déclencher une réponse immune plus rapide aprés un nouveau contact
avec les cellules cancéreuses dans le sang, la cavité péritonéale, la moelle osseuse ou les nceuds

lymphatiques (Sallusto, F. et al. 2004; Mlecnik, B. et al. 2011).

I-1-4 Les lymphocytes B

Les lymphocytes B (LB) reconnaissent, via leur récepteur le « B-cell receptor » (BCR),
I’antigéne a 1’état natif, c'est-a-dire non dégradé par une CPA (DeFranco, A.L. et al. 1995). Les

lymphocytes B sécrétent les immunoglobulines et sont également capables d’internaliser un pathogene
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pour le présenter par leur CMH de classe II aux autres cellules immunitaires (Rodriguez-Pinto, D.
2005). Les CPA présentent 1’antigéne aux LB dans les organes lymphoides secondaires. Ainsi activés,
les LB forment des clones pour se différencier en plasmocytes. Ces derniers migrent vers les sites
inflammatoires et sécrétent des immunoglobulines, spécifiques de I’antigéne, et des cytokines.
L’interaction directe entre une cellule B et un antigéne peut également suffir a leur différenciation en
plasmocyte. Toutefois, 1’activation de la cellule B requiert la présence d’un LT. Apres élimination du
pathogene, certains LB, issus des LB ayant subi I’expansion clonale, assurent une fonction mémoire
(Defrance, T. et al. 2002; McHeyzer-Williams, L.J. and McHeyzer-Williams, M.G. 2005). IIs sont
nécessaires pour une activation optimale des LT CD4 et des LT CD8 durant la réponse anti-tumorale.
En effet, chez des souris déplétées en LB grace a un anticorps (CD20), le développement du
mélanome B16 et les métastases sont plus importants (DiLillo, D.J. et al. 2010). De plus, 1’induction
des LT mémoires et la sécrétion des cytokines inflammatoires par les LT CD4 et les LT CDS8 sont
inhibées chez ces souris. L’activation et la prolifération des LT CDS8 cytotoxiques spécifiques de la
tumeur sont également réduits. A 1’inverse, d’autres études montrent que le développement de
lymphome chez des souris déplétées en LB par un anticorps (CD19 ou CD20) est réduit et la survie
des souris est prolongée (Bouaziz, J.D. et al. 2007; Minard-Colin, V. et al. 2008). Par conséquent, les

LB peuvent avoir un réle positif ou négatif dans I’immunité anti-tumorale.

I-2 La réponse immune innée anti-tumorale

Les cellules impliquées dans 1I’immunité innée constituent la premicre barriére pour éliminer
les cellules anormales, en particulier les cellules tumorales. Cette réponse innée anti-tumorale est
assurée par différentes cellules effectrices : les lymphocytes Natural Killer T (NKT), les lymphocytes
Tyd (LTyd), les cellules dendritiques (DC), les cellules NK, les monocytes/macrophages, les
polynucléaires neutrophiles et les €osinophiles. Dans cette partie, nous présenterons les principales
cellules qui contribuent a la surveillance immunitaire innée a savoir les cellules NKT, les lymphocytes

Tyd, les DC et plus particulierement les cellules NK.

I-2-1 Les lymphocytes NKT

Les cellules NKT sont des lymphocytes T possédant des fonctions de I’immunité adaptative et
des caractéristiques des cellules NK dont I’expression du CD56. Ces cellules expriment un TCR et
reconnaissent des antigénes glycolipidiques du type a-galactosylcéramide (tel que a-Galcer) non pas
par l’intermédiaire des molécules de CMH classique mais, via la molécule CD1d. Ces cellules
sécretent des cytokines immunorégulatrices comme I’IFN-y, le TNF-a et I’IL-4 (Godfrey, D.I. and
Berzins, S.P. 2007). Leur role dans la réponse anti-tumorale a ét¢ démontré dans des modeles murins
en réponse a des injections de a-Galcer ou d’IL-12 (Morita, M. et al. 1995; Nakagawa, R. et al. 2000).

Cependant, les cellules NKT ne jouent pas un role cytotoxique direct mais, plutot celui d’activateur de
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cellules NK, des LT CD8 cytotoxiques et des macrophages capables de lyser des cellules tumorales.
Ainsi, les cellules NKT activées par I’IL-12 ou I’a-Galcer sécrétent de I’IFN-y qui stimule les cellules
NK, les LT CDS et les macrophages (Takeda, K. et al. 2000; Terabe, M. and Berzofsky, J.A. 2008)
(Figure 13). Par ailleurs, des souris déficientes en cellules NKT développent davantage de tumeurs
induites par le méthylcholanthrene, suggérant un role des NKT dans la vigilance anti-tumorale
(Smyth, M.J. et al. 2001b). Elles sont également capables d’inhiber la réponse anti-tumorale
dépendante des LT CDS via la production d’IL-13 (Terabe, M. and Berzofsky, J.A. 2008) (Figure 13).
En effet, selon l’affinité du ligand, I’environnement cytokinique, la présence de signaux de co-
stimulation ou le type de CPA, les cellules NKT stimulent ou inhibent la réponse anti-tumorale (Arase,

H. et al. 1994; Hayakawa, Y. et al. 2001; Leite-De-Moraes, M.C. et al. 2001).

I-2-2 Les lymphocytes T gamma-delta

Les LTy9, issus de la lignée lymphoide, expriment & leur surface un TCR constitu¢ d’un
hétérodimére yd Iui-méme associé a d eux molécules de CD3 (Casetti, R. and Martino, A. 2008).
Retrouvés a hauteur de 2 a 5% au niveau circulant, ils sont abondants dans les tissus en contact direct
avec le milieu extérieur comme la peau, les poumons et 1’épithélium intestinal ou ils représentent 20%
des lymphocytes intra-épithéliaux (Xiong, N. and Raulet, D.H. 2007). Ces lymphocytes reconnaissent
I’antigéne par le TCR 73 et ceci indépendamment d’une présentation par les molécules du CMH
(Morita, C.T. et al. 1995). Ils lysent les cellules cibles notamment grice au systéme
perforine/granzymes (Kaufmann, S.H. et al. 1993). Munis de capacités sécrétoires de cytokines de
type Thl (Morita, C.T. et al. 1991), ils se répartissent en deux principales sous-populations qui
différent par la nature des régions variables du TCR : les lymphocytes Vy9Va2 et les lymphocytes
VyxV3al (Triebel, F. and Hercend, T. 1989). Ceux qui expriment les régions variables VyxVol
pourraient intervenir comme premiere ligne de défense contre certaines infections et tumeurs
(Ferrarini, M. et al. 2002). En effet, ils reconnaissent les molécules « CMH I chain-related protein A et
B » (MIC A et B) exprimées a la surface des cellules stressées telles que des cellules tumorales (Groh,
V. etal. 1999). Le récepteur activateur NKG2D présent a la surface des LTyxd1 est capable de se fixer
sur MIC A et MIC B et de déclencher la lyse des cellules tumorales (Bauer, S. et al. 1999). Les LT
exprimant un TCR Vy9V52 constituent le sous-type de LTyo le plus décrit chez I’homme (Triebel, F.
and Hercend, T. 1989; Casetti, R. and Martino, A. 2008). IlIs sont capables de reconnaitre des
antigénes solubles non peptidiques appelés phospho-antigénes (Poupot, M. and Fournie, J.J. 2004). IIs
sont sur-exprimés par certaines tumeurs et induisent une activation des LTy982 qui provoquent la lyse
des cellules cancéreuses (Todaro, M. et al. 2009; D'Asaro, M. et al. 2010). Comme pour les
lymphocytes Tyxd1, les cellules LTy982 peuvent également induire I’apoptose des cellules tumorales

via le récepteur NKG2D (Rincon-Orozco, B. et al. 2005). De plus, des souris déficientes pour la
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chaine 6 développent davantage de tumeurs spontanées, suggérant 1’implication des deux sous-types

de LTyd dans la vigilance anti-tumorale (Girardi, M. et al. 2001).

1-2-3 Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (Dendritic Cells, DC)) sont des CPA qui jouent un role primordial
dans ’orchestration des différents acteurs lymphocytaires impliqués dans la réponse immune. Elles
permettent de faire le lien entre 'immunité innée et I'immunité adaptative (Banchereau, J. and
Steinman, R.M. 1998; Lanzavecchia, A. and Sallusto, F. 2001). Les DC immatures (iDC), localisées
dans les tissus périphériques, exercent des roles de sentinelles du systéme immunitaire en capturant un
large spectre d’antigénes bien qu’elles aient une faible capacité a présenter 1’antigene. En présence de
certains signaux environnementaux et en particulier cytokiniques (TNF-a, IL-1p), les DC vont passer
du stade immature au stade mature. Cette transition se traduit par une perte de la capacité a capturer les
antigénes et une forte stimulation de 1’expression des molécules du CMH I et II et des molécules de
co-stimulation (Jensen, P.E. 2007). Les DC matures sont alors capables de dégrader et d’appréter les
antigénes sur leur CMH I et II afin de les présenter aux LT. Cette interaction se d éroule dans les
organes lymphoides secondaires ou les elles migrent aprés leur activation (Trombetta, E.S. and
Mellman, 1. 2005; Faure-Andre, G. et al. 2008). Les antigénes « endogénes » et les antigénes issus de
pathogenes retrouvés dans le cytosol sont présentés aux LT CD8 en association avec des molécules du
CMH de classe I, alors que les antigénes « exogénes » ou extracellulaires sont apprétés avec des
molécules du CMH de type II en vue d’étre présentés aux LT CD4 (Vyas, J.M. et al. 2008; Neefjes, J.
etal. 2011).

Les DC peuvent étre classées en deux types: les DC myéloides (mDC) et les DC
plasmocytoides (pDC). Les premiéres se développent a partir de progéniteurs myéloides alors que les
secondes dérivent de progéniteurs lymphoides (Arpinati, M. et al. 2003; Banchereau, J. et al. 2003).
L’ensemble des caractéristiques décrites ci-dessus sont retrouvées dans les deux types cellulaires.
Cependant, les pDC produisent davantage d’interférons de type I que les cellules mDC (Siegal, F.P. et
al. 1999). De plus, les pDC expriment plus faiblement les molécules du CMH que les mDC, suggérant
que les premieres seraient moins efficaces que les secondes pour stimuler les lymphocytes T

(Villadangos, J.A. and Young, L. 2008).

[-2-4 Les cellules NK

Les cellules NK sont de larges cellules granulaires actrices du systéme immunitaire inné. Elles
représentent environ 10 a 15% des lymphocytes circulants et constituent ainsi la troisiéme population
majeure de lymphocytes (Trinchieri, G. 1989). Elles jouent un rdle important dans I’immunité de

I’hote de par leurs capacités a induire rapidement la lyse des cellules infectées ou transformées et a
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Figure 14 : Développement et migration des cellules NK

ELP : progéniteur lymphoide des cellules NK ; iNK : cellule NK immature ; mNK : cellule NK mature ; NKP :
précurseur des cellules NK

(D’apres Di Santo, J.P. 2006)

Stade 1 Stade 2 Stade 3 Stade 4 Stade 5
Pro-NK Pré-NK iNK NK CD56bright NK CD56dm
CD34* CD34* CD34* CD34- CD34- CD34-
CD45RA* CD45RA* CD94/NKG2A- CD94/NKG2A* CD94/NKG2A*-
CD94- CD94- CD117* CD117* CD117-
CD117- CD117* CD16 CD16 CD16*
CD16 CD16 NKp46- NKp46* NKp46*
CD10* NKp46- KIR- KIR- KIR*
CD122 CD122*

Figure 15 : Modeéle de différenciation des cellules NK humaines in vivo
CSH : cellule souche hématopoiétique ; iNK : cellule NK immature ; Pré-NK : précurseur des cellules NK ; Pro-NK :
progéniteur des cellules NK

(D’apreés Caligiuri, M.A. 2008)
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produire des cytokines et des chimiokines capables d’orienter la réponse immune adaptative. In vivo,
les cellules NK ont une durée de vie limitée (temps de Y% vie: 7 a 10 jours) et doivent donc étre
continuellement régénérées afin de maintenir I’homéostasie (Yokoyama, W.M. et al. 2004). Chez
I’adulte, les cellules NK se développent principalement dans la moelle osseuse a partir de cellules
souches hématopoiétiques. Durant leur développement, elles sont éduquées afin d’étre tolérantes vis-a-

vis du Soi et acquérir différents récepteurs.

[-2-4-a Le développement des cellules NK

Le développement des cellules NK se déroule principalement dans la moelle osseuse
(Yokoyama, W.M. et al. 2004). En effet, des cellules souches hématopoiétiques CD34" co-cultivées, in
vitro, en présence de cellules stromales de la moelle osseuse se d ifférencient en cellules NK
cytotoxiques (Miller, J.S. et al. 1992). Néanmoins, des intermédiaires du développement des cellules
NK sont capables de migrer vers les tissus périphériques ou ils pourront également se différencier pour
atteindre leur maturation (Di Santo, J.P. 2006; Freud, A.G. et al. 2006) (Figure 14). Toutes les étapes
de la différenciation des cellules NK ne sont pas connues. Toutefois, un modéele de développement des

cellules NK humaines, in vivo, en cinq stades semble se dessiner (Figure 15) (Caligiuri, M.A. 2008).
i. Stade 1 : les cellules pro-NK

Les cellules souches hématopoiétiques générent des progéniteurs myéloides (Akashi, K. et al.
2000) et lymphoides (Kondo, M. et al. 1997) communs dont les cellules pro-NK (progéniteur-NK)
(Galy, A. et al. 1995). En effet, dans certaines conditions de culture, les cellules pro-NK peuvent se
différencier en lymphocytes T ou en cellules dendritiques myéloides, suggérant I’existence d’un
progéniteur commun (Freud, A.G. et al. 2006). Outre la moelle osseuse, les cellules pro-NK se
trouvent également dans les tissus lymphoides secondaires ou elles peuvent se différencier (Freud,
A.G. et al. 2005; Freud, A.G. et al. 2006). Elles se caractérisent par I’expression du C D34, du
CD45RA et du CD10 et I’absence d’expression du CD94, du CD117 et du CD122 (Freud, A.G. et al.
2006). L’absence du CD122 (IL-2/IL-15Rp) rend les cellules pro-NK non réactives a I’'IL-15 et permet
de les distinguer des cellules pré-NK (précurseur-NK).

ii. Stade 2 : les cellules pré-NK

Les cellules pro-NK se différencient en cellules pré-NK lorsqu’elles acquicrent le CD122. Des
études ont montré que, dans la moelle osseuse, cette différenciation est dépendante des ligands flt3 et
c-kit, de I’IL-6 et de I'IL-7 (Yu, H. et al. 1998; Miller, J.S. et al. 1999) alors que dans les tissus
lymphoides secondaires, elle nécessite uniquement de 1’IL-3, de I’IL-7 et du ligand fIt3 (Freud, A.G. et
al. 2006). Les cellules pré-NK des tissus lymphoides secondaires se caractérisent par la présence des

CD34, CD45RA, CD117 et I’absence du CD94 (Freud, A.G. et al. 2006). Outre leur différenciation en
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Tableau 2 : Liste non exhaustive des clusters de différenciation

CD Autre nom Expression cellulaire Fonctions
CDhl1d DC Présentation antigéne du type a-Galcer
CD2 LT, NK Adhésion et activation des LT
CD4 LT Activation des LT
CD7 NK Co-stimulation
CD8 LT Récepteur du CMH 1
CD9 Sous-population NK Adhésion
CD10 Pro-NK Métalloendopeptidase
CD11b Intégrine aM MSDC, monocyte Adhésion
CDllc Intégrine oX NK, monocyte Adhésion
CD14 LPS-R Macrophage Activation
CD16 NK ADCC
CD19 LB Signalisation
CD20 LT,LB Activation et prolifération des LB
CD25 IL-2Ra LT, LB, NK, monocyte Signalisation de 1'I[L-2R
CD27 LT Co-stimulation
CD28 NK Co-stimulation
CD30 LT Co-stimulation
CD34 CSH Adhésion
CD43 LT Inhibition de I'adhésion
CD44 NK Adhésion
CD45 LT Inhibition de 'adhésion
CD45RA Pro et Pré-NK, LT naif Signalisation
CD49b Intégrine 02 NK Adhésion
CD49¢ Intégrine a5 NK Adhésion
CD56 N-CAM NK Adhésion
CD62-L  L-selectine Leucocytes Adhésion
CD69 NK Activation
CD70 LT Co-stimulation
CD71 Transférrine-R LT, monocyte Activation
CD80 B7-1 DC Co-stimulation
CDS85 LIR ou ILT NK Activation ou inhibition
CD86 B7-2 DC Co-stimulation
CD9%4 LT, NK Activation ou inhibition
CD95 Fas LT, NK Apoptose
CD95L Fas-L ou CD178 Cellule tumorale, DC, LT Apoptose
CD103 Intégrine aE Sous-population NK Adhésion
CD117 CSH Développement
CDI122 IL-2RpB LT, LB, NK, monocyte Signalisation de I'IL-2R et de I'lL-15R
CD132 IL-2Ry LT, LB, NK, monocyte Signalisation de I'IlL-2R et de I'l[L-15R
CD134 0X40 LT Activation des LT
CD137 4-1BB LT Co-stimulation
CD152 CTLA-4 LT Inhibition de 'activation de LT
CD153 CD30L LT Co-stimulation
CD158 KIR NK Activation ou inhibition
CDl161 NK Activation
CD178 Fas-L ou CD95L Cellule tumorale, DC, LT Apoptose
CD244 2B4 NK Activation
CD314 NKG2D NK, LT Activation
CD335 NKp46 NK Activation
CD336 NKp44 NK Activation
CD337 NKp30 NK Activation

Abréviations: ADCC, antibody-dependent cellular cytotoxicity ; CD, cluster de différenciation ; CMH, complexe majeur
d’histocompatibilité ; CSH, cellule souche hématopoiétique ; CTLA-4, Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 ; DC, cellule
dendritique ; IL, interleukine ; ILT, immunoglobin like transcripts ; LB, lymphocyte B ; LIR, leucocyte immunoglobuline like
receptor ; LPS, lipopolysaccharide ; LT, lymphocyte T ; MSDC, myeloid-derived suppressor cell ; N-CAM, neural cell adhesion
molecule ; NK, natural killer ; Pré, précurseur ; Pro, progéniteur
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cellules NK, les cellules pré-NK peuvent également se différencier en cellules dendritiques myéloides
(Freud, A.G. et al. 2006). Par conséquent, la réponse a 1’IL-2/IL-15 n’est pas forcément synonyme
d’un engagement dans la lignée NK (Tableau 2).

1i1. Stade 3 : les cellules NK immatures

Contrairement aux cellules pro et pré-NK, les cellules NK immatures s’engagent uniquement
dans la lignée NK. En effet, la co-culture de cellules NK immatures avec des cellules T autologues,
issues des tissus lymphoides secondaires, induit la différenciation des cellules NK immatures en
cellules NK matures CD56™€" (stade 4) (Freud, A.G. et al. 2006). De plus, de nombreux antigénes
associés aux autres lignées tels que le TCR, le CD19, le CD14 et le CD86 retrouvés respectivement
sur les cellules T, sur les cellules B, sur les monocytes/macrophages et sur les cellules dendritiques,
sont absents (Freud, A.G. and Caligiuri, M.A. 2006) des cellules NK immatures. Ces derniéres,
expriment a des taux variables des antigénes et des récepteurs retrouvés dans les cellules NK matures
dont le CD2, le CD7, le CD56, le CD161, le 2B4 et le NKp44 (Freud, A.G. and Caligiuri, M.A. 2006).
Néanmoins, elles ne sont pas capables de produire de I’IFN-y et de lyser les cellules cibles déficientes
en CMH de classe I (Trinchieri, G. 1989; Freud, A.G. et al. 2006). En effet, certains récepteurs
exprimés par les cellules NK matures tels que le CD94/NKG2, le NKG2D, le NKp46 , le CD16 et les
KIRs ne sont pas retrouvés sur les cellules NK immatures (Freud, A.G. and Caligiuri, M.A. 2006). Les
cellules NK immatures, les plus abondantes dans les tissus lymphoides secondaires, sont des cellules
intermédiaires du développement des cellules NK (Hughes, T. et al. 2010). Des études rapportent que
les cellules NK immatures des tissus lymphoides secondaires expriment I’ARNm de I’IL-22 et de I’IL-
26 et produisent de I’IL-22 (Cupedo, T. et al. 2009; Hughes, T. et al. 2009). Ces cellules stimulées, ex
vivo, avec du phorbol myristate acétate (PMA), de I’ionomycine et de I’IL-2, produisent également du
« granulocyte-macrophage colony-stimulating factor » (GM-CSF) (Freud, A.G. et al. 2006). De plus,
les cellules NK immatures, générées in vitro a partir de progéniteurs hématopoiétiques du sang de
cordon ombilical et soumises a de fortes doses d’IL-2, produisent de 1’IL-13, du TNFa et du GM-CSF
(Loza, M.J. et al. 2002) et sont capables de lyser des cellules Jurkat via 1’expression du « tumor
necrosis factor-related apoptosis inducing ligand » (TRAIL) (Zamai, L. et al. 1998). Néanmoins, les
cellules NK immatures fraichement isolées des tissus lymphoides secondaires ne présentent pas les
mémes caractéristiques et cela suggere une différence majeure entre les cellules NK immatures in vivo

et celles générées in vitro (Freud, A.G. et al. 2006).

Une sous-population de cellules NK immatures, localisée dans les tissus lymphoides
secondaires et située a proximité de cellules dendritiques produisant de I’IL-1p et de I’IL-15, possede a
la surface le récepteur de I’'IL-1 (IL-1R™ iNK). Ces cellules nécessitent une exposition constante a
I’IL-1B pour ne pas se différencier et proliféerent en réponse a I’'IL-1B et I’IL-15 sécrétées par les

cellules dendritiques. En absence d’IL-1p, une grande partie des cellules IL-1R™ iNK se différencit en
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cellules NK matures (Hughes, T. et al. 2010). Ces résultats démontrent le role majeur de 1’IL-1B dans
I’homéostasie des cellules IL-1R™ iNK et suggérent I’implication des cellules dendritiques dans la

régulation de ’expansion des cellules IL-1R"™ iNK au sein des tissus lymphoides secondaires.
iv. Stade 4 : les cellules NK CD56™"

Les cellules NK CD56™"" représentent 75 a 95% des cellules NK des tissus lymphoides
secondaires (Fehniger, T.A. et al. 2003; Ferlazzo, G. et al. 2004b) alors qu’elles constituent seulement
10% des cellules NK circulantes (Cooper, M.A. et al. 2001a; Caligiuri, M.A. 2008). Au niveau
périphérique, les cellules NK CD56™" expriment les récepteurs CD94/NKG2A, NKp46, CD117 et
CD122. Elles n’expriment pas le récepteur KIR et le CD16 (Cooper, M.A. et al. 2001b; Jacobs, R. et
al. 2001). Cependant, elles possédent a leur surface des récepteurs de chimiokines tels que le CCR7 et
le CXCR3 et de nombreuses molécules d’adhésion dont le CD2, le CDl1c, le CD44 et le CD49¢ qui
leur permettent de migrer vers les tissus lymphoides secondaires (Campbell, J.J. et al. 2001; Cooper,
M.A. et al. 2001a). Les cellules NK CD56™", retrouvées dans les tissus lymphoides secondaires,
expriment les récepteurs CD94/NKG2A, NKG2D, NKp46 et CD122 et ne possédent pas le CD117, le
CD33 ni le CD127 (Freud, A.G. and Caligiuri, M.A. 2006; Freud, A.G. et al. 2006).

6 circulantes ou dans les tissus

D’un point de vue fonctionnel, les cellules NK CD5
lymphoides secondaires, sont peu cytotoxiques du fait de leur contenu en granules lytiques
relativement faible mais, sont tout de méme capables de lyser les cellules cibles via la perforine et Fas-
ligand (Fas-L) (Cooper, M.A. et al. 2001a; Jacobs, R. et al. 2001; Freud, A.G. et al. 2006). Elles
sécretent majoritairement de ’IFN-y et selon les conditions de stimulation, elles peuvent également
produire du TNF-a, du GM-CSF, de I’'IL-10 et de I’'IL-13 (Cooper, M.A. et al. 2001a). Néanmoins,

certaines cellules CD56" e

, présentes dans les tissus lymphoides secondaires, n’expriment pas la
perforine et ne produisent pas d’IFN-y, suggérant une étape de maturation supplémentaire (Freud,

A.G. et al. 2006).
v. Stade 5 : les étapes de maturation des cellules NK

Au niveau circulant, deux sous-populations majeures de cellules NK se différencient selon le
niveau d’expression du C D56 : les cellules CD56™" et les cellules CD56"™ (Cooper, M.A. et al.
2001a). Les cellules NK CD56"™ présentent faiblement le CD56 alors que les cellules CD56™"
I’expriment fortement. Contrairement aux cellules NK CD56™" les cellules NK CD56%™ expriment
le KIR et le CD16, sont trés cytotoxiques du fait de leur abondance en granules lytiques, proliférent
peu et produisent peu de cytokines (Cooper, M.A. et al. 2001a; Cooper, M.A. et al. 2001b; Jacobs, R.
et al. 2001). Elles représentent 90% des cellules CD56" de la moelle osseuse, du sang et de la rate alors
que les cellules NK CD56™" constituent 90% de ces cellules dans les nceuds lymphatiques et le

thymus (Fehniger, T.A. et al. 2003; Ferlazzo, G. et al. 2004b).
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Depuis la découverte de ces deux populations, la question flit de savoir si les cellules NK
CD56™E" étajent les précurseurs des cellules NK CD56™ ou si les deux populations étaient issues de
deux précurseurs hématopoiétiques différents. En effet, le phénotype et les propriétés fonctionnelles
des deux populations laissent penser que les cellules NK CD56™" sont les précurseurs des cellules

NK CD56%™,

La maturation pourrait passer par une sous-expression du CD56 et 1’acquisition du CD16 et de
KIR (Andre, P. et al. 2000). Cependant, les cellules NK CD56™" produisent davantage de cytokines
et possedent des répertoires aux récepteurs de chimiokines et de molécules d’adhésion différents de
ceux des cellules CD56"™ (Campbell, J.J. et al. 2001; Cooper, M.A. et al. 2001a). Ceci pourrait
suggérer que les deux populations soient issues de deux précurseurs distincts. Néanmoins, différentes
études confirment I’hypothése selon laquelle les cellules CD56™™ sont les précurseurs des cellules
CD56%™ semble la plus probable. En effet, les cellules NK CD56™" possédent des téloméres plus
courts (Romagnani, C. et al. 2007), expriment le CD117 comme les précurseurs hématopoiétiques
(Matos, M.E. et al. 1993) et certaines d’entre elles ne contiennent pas de granules lytiques (Lanier,
L.L. et al. 1986) suggérant un stade moins mature que les cellules CD56“™. Une étude récente décrit
des cellules NK intermédiaires entre les cellules NK CD56™¢" et CD56%™ qui présentent une densité
variable du CD94 (Yu, J. et al. 2010). La culture, in vitro, de cellules CD34" en présence d’IL-2 ou
d’IL-15 conduit principalement & la génération de cellules NK CD56™" (Lotzova, E. et al. 1993;
Mrozek, E. et al. 1996) et des cellules CD56™" circulantes cultivées avec des fibroblastes se
différencient en cellules CD56"™ possédant les mémes caractéristiques que les cellules CD56%™ du
sang (Chan, A. et al. 2007). Cette différenciation s’opére également in vivo ou le transfert de cellules
CD56™" dans des souris BALB/c Rag2 " yc”" traitées avec de I’IL-15 humaine liée de fagon covalente
a PIL-15Ra ou dans des souris NOD-SCID aboutit a des cellules NK CD56%™ (Chan, A. et al. 2007;
Huntington, N.D. et al. 2009). De plus, aprés transplantation de cellules CD34" chez I’homme, les
cellules NK CD56™" dérivées des précurseurs du donneur apparaissent avant les cellules CD56™

(Shilling, H.G. et al. 2003; Vitale, C. et al. 2004).

Méme si la plupart des études démontrent une différenciation des cellules NK CD56°¢" en
cellules NK CD56%™, une étude décrit les cellules CD56™€" comme des cellules CD56%™ activées et
non immatures (Loza, M.J. and Perussia, B. 2004). Les cellules NK CD56™ circulantes cultivées en
présence d’IL-12 ont une expression du CD56, du CD161, des molécules d’adhésions CD2, CD244 et
CD62L et des récepteurs activateurs NKp46 augmentée et une expression du CD16 diminuée, leur
conférant ainsi un phénotype de cellules NK CD56™", En accord avec leur phénotype de cellules
activées, les cellules CD56™" produisent d’avantage d’IFN-y et de TNF-a aprés activation par 1’IL-
12 et I’IL-2 associée a d’autres stimuli tels que le complexe PMA/ionomycine ou des cellules

tumorales (Loza, M.J. and Perussia, B. 2004). De plus, la culture de cellules NK CD56%™ avec du
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TGF-B induit leur différenciation en cellules NK CD56°*™ " (CD167, CD9', CD103" et KIR")
(Keskin, D.B. et al. 2007). Cependant le phénotype de ces derniéres est comparable a celui des cellules

NK retrouvées dans la muqueuse utérine qui constituent une population totalement différentes des

cellules NK CD56""" circulantes (Koopman, L.A. et al. 2003).

[-2-4-b Les récepteurs des cellules NK

L'activité des cellules NK est en permanence régulée par des récepteurs membranaires,
capables d'inhiber ou d'activer leurs fonctions. Cet équilibre entre signaux activateurs et inhibiteurs
permet aux cellules NK de lyser de préférence les cellules infectées par un virus ainsi que les cellules
transformées. La discrimination des cellules saines du Soi et du non-Soi ou du Soi altéré est dirigée
par des récepteurs capables d’interagir avec les molécules du CMH de classe I et d’autres récepteurs
de ligands mal connus. Les différents récepteurs sont répartis en trois grandes familles: 1) la
superfamille des immunoglobulines (Ig), 2) la superfamille des lectines de type C et 3) les « Natural
Cytotoxicity Receptors » (NCR). Les cellules NK possédent également des récepteurs de cytokines et

de chimiokines.
i. Les récepteurs de la superfamille des Ig
- Les «killer immunoglobulin-like receptors» (KIR)

Les récepteurs KIR aussi appelés CD158 sont codés par 14 génes polymorphiques (KIR2DL1-
5, KIR3DL1-3, KIR2DS1-5 et KIR3DS1) situés sur le chromosome 19 humain en position 19q13.4 et
constituent avec les génes ILT/LIR le « Leucocyte Receptor Cluster » (LCR) (Wende, H. et al. 1999;
Martin, A.M. et al. 2002). Plus précisément, les récepteurs KIR sont des glycoprotéines
transmembranaires de type [ qui contiennent 2 ou 3 domaines extracellulaires Ig-Like permettant de
les différencier en 2 sous-familles : les KIR2D et les KIR3D (Colonna, M. and Samaridis, J. 1995;
D'Andrea, A. et al. 1995). IIs possédent également des domaines cytoplasmiques longs (L) ou courts
(S) caractérisant leurs formes inhibitrices ou activatrices respectivement (Moretta, A. et al. 1995;
Biassoni, R. et al. 1996; Lanier, L.L. 2005). Les KIR a domaines cytoplasmiques longs (KIR2DL et
KIR3DL) contiennent un oud eux motifs dénommés «immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motifs » (ITIM) (Campbell, K.S. and Purdy, A.K. 2011) (Figure 16). Suite a la liaison entre les KIR
inhibiteurs et les molécules du CMH de classe 1 de la cellule cible, les séquences ITIM sont
phosphorylées par des tyrosines kinases de la famille Src. Cette phosphorylation provoque la fixation
sur les ITIM de la B-arrestine 2 et facilite ainsi le recrutement de tyrosines phosphatases (SHP-1 ou
SHP-2) induisant I’inhibition des fonctions effectrices des cellules NK (Burshtyn, D.N. et al. 1997;
Long, E.O. 2008; Yu, M.C. et al. 2008; Watzl, C. and Long, E.O. 2010) (Figure 17). En revanche, les
récepteurs KIR a domaines intracellulaires courts (KIR2DS et KIR3DS) ne posseédent pas de motif

ITIM mais, sont pourvus dans leur domaine transmembranaire d’un acide aminé chargg, la lysine. Ce
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dernier est nécessaire a la fixation de la protéine adaptatrice « DNAX-activated polypeptide » de 12
kDa (DAP12) aussi appelée « killer cell-activating receptor-associated polypeptide » (KARAP) qui
contient des motifs « immunoreceptor tyrosine-based activating motifs » (ITAM) (Figure 16). Apres
engagement des récepteurs KIR activateurs, ces derniers sont phosphorylés par des tyrosines kinases
de la famille Src. D’autres tyrosines kinases sont alors recrutées telles que la « spleen tyrosine kinase »
(Syk) et/ou la « C-associated protein kinase » de 70 kD (ZAP-70). Elles induisent une cascade de
signalisation qui aboutit a la dégranulation de la perforine et des granzymes et a la transcription de
genes codant pour des cytokines et des chimiokines (Wu, J. et al. 2000; Lanier, L.L. 2008) (Figure
18).

Les récepteurs KIR reconnaissent les allotypes classiques des molécules du CMH de classe 1
appelés HLA-A, HLA-B et HLA-C. La discrimination de cette liaison est déterminée par des éléments
de séquences spécifiques au sein des molécules HLA. Ainsi, les récepteurs inhibiteurs KIR2DL1,
KIR2DL2 et KIR2DL3 sont capables de fixer les molécules HLA-C. Cependant, 1’allotype HLA-C est
divisé en deux groupes en fonction des acides aminés présents en position 77 et 80. En effet, a ces
emplacements, le groupe 1 (HLA-C1) posséde respectivement une asparagine et une lysine alors que
le groupe 2 (HLA-C2) dispose d’une sérine et d’une asparagine. Cette spécificité permet aux
récepteurs KIR2DL1 de se lier aux allotypes HLA-C2 et aux récepteurs KIR2DL2 et KIR2DL3 et de
fixer les allotypes HLA-C1 (Biassoni, R. et al. 1995; Mandelboim, O. et al. 1996). De plus, le
récepteur KIR2DL?2 possedent une affinité plus importante que KIR2DL3 pour les allotypes HLA-C1,
ce qui lui confére un pouvoir inhibiteur supérieur (Moesta, A.K. et al. 2008). Le récepteur inhibiteur
KIR3DL1 reconnait un motif Bw4 exprimé par 40% des allotypes HLA-B et quelques allotypes HLA-
A (Gumperz, J.E. et al. 1995). La présence d’isoleucine ou de thréonine en position 80 du motif Bw4,
lui confére respectivement une forte ou une faible affinité pour KIR3DL1 (Cella, M. et al. 1994; Carr,
W.H. et al. 2005). Le récepteur inhibiteur KIR3DL2, quant a lui, est capable de se lier aux allotypes
HLA-A3 et HLA-A11 et ces interactions pourraient étre modulées par la présence de certains peptides
(Dohring, C. et al. 1996; Hansasuta, P. et al. 2004). Les ligands des récepteurs inhibiteurs KIR2DLS et
KIR3DL3 n’ont pas encore ét¢ identifiés.

Contrairement aux récepteurs KIR inhibiteurs, les fonctions et les ligands des récepteurs KIR
activateurs ont été peu étudiés. La forte homologie entre les domaines extracellulaires des KIR
inhibiteurs et activateurs suggérent des spécificités communes de ligands. Cependant, les études
montrent que les récepteurs KIR activateurs peuvent soit ne pas se fixer aux molécules HLA, soit se
lier avec une affinité inférieure aux récepteurs KIR inhibiteurs correspondants (Vales-Gomez, M. et al.
1998; Stewart, C.A. et al. 2005). Par exemple, alors que le récepteur inhibiteur KIR2DL1 et le
récepteur activateur KIR2DS1 différent seulement de 7 acides aminés au niveau de leur domaine

extracellulaire, le premier a une affinité pour HLA-C2 plus importante que le second (Winter, C.C. et
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al. 1998). De méme, les récepteurs KIR2DL2 et KIR2DL3, tous deux inhibiteurs, se fixent 8 HLA-C1.
Néanmoins, le récepteur activateur KIR2DS2, dont le domaine extracellulaire différe respectivement
de celui des récepteurs KIR2DL2 et KIR2DL3 par 3 ou 4 acides aminés, ne se lie pas 8 HLA-C1. Au
sein du récepteur KIR2DS2, la conversion de la tyrosine en position 45 par une phénylalanine,
retrouvée dans les récepteurs KIR2DL2 et KIR2DL3, permet a KIR2DS2 de se fixer a HLA-C1
(Winter, C.C. et al. 1998). Le domaine extracellulaire du récepteur activateur KIR3DS1 possede plus
de 95% d’homologie avec celui dur écepteur inhibiteur KIR3DL1. Néanmoins, des études
contradictoires ne permettent pas d’affirmer que HLA-Bw4 est le ligand de KIR3DS1 (O'Connor,
G.M. et al. 2007; Kulkarni, S. et al. 2008). Le récepteur activateur KIR2DS4 se lie avec une faible
affinité aux allotypes HLA-C1, HLA-C2 et HLA-A11 (Graef, T. et al. 2009). Le ligand du récepteur
activateur KIR2DS3 n’a pas encore été identifié. Cependant, une étude récente suggere que le
récepteur KIR2DS3 pourrait étre retenu dans la cellule et par conséquent ne pas étre exprimé a la
surface des cellules NK (VandenBussche, C.J. et al. 2009). La fixation d’un anticorps anti-KIR sur le
récepteur activateur KIR2DSS provoque la transduction d’un signal activateur mais, le ligand

physiologique reste a déterminer (Della Chiesa, M. et al. 2008).

Le récepteur KIR2DL4 est particulier car, d’une part, il est exprimé uniquement sur les
cellules NK CD56%™ (Goodridge, J.P. et al. 2003) et, d’autre part, il posséde a la fois deux domaines
intracellulaires dont un long avec un motif ITIM et un court avec un résidu arginine chargé (Figure
19) (Faure, M. and Long, E.O. 2002; Yusa, S. et al. 2002). La substitution de la lysine par 1’arginine
pourrait expliquer 1’utilisation de la protéine adaptatrice FceRly dotée de motifs ITAM au lieu de la
protéine DAP12 (Kikuchi-Maki, A. et al. 2005). La phosphorylation des motifs ITAM par des
tyrosines kinases de la famille des Src induit le recrutement des tyrosines kinases Syk et/ou ZAP-70
relayant ainsi un signal activateur (Wu, J. et al. 2000; Lanier, L.L. 2008) (Figure 18). Les fonctions
effectrices des cellules NK induites par le récepteur KIR2DL4 peuvent également étre indépendantes
du résidu arginine chargé. En effet, la mutation de 1’arginine chargé, par une glycine, inhibe la fixation
de FceRly et par conséquent Iactivité cytotoxique des cellules NK. Néanmoins, la production de
cytokines via les voies de signalisation MAPKs et NF-xB est maintenue (Miah, S.M. et al. 2008).
Malgré la présence d’un motif ITIM fonctionnel, la liaison entre un anticorps anti-KIR et le récepteur
KIR2DL4 induit la production d’IFN-y par les cellules NK au repos et déclenche une faible
cytotoxicité et la sécrétion d’IFN-y par les cellules NK activées par de I’IL-2 (Rajagopalan, S. et al.
2001; Kikuchi-Maki, A. et al. 2005). En ce qui concerne 1’activité inhibitrice du récepteur KIR2DL4,
le domaine ITIM phosphorylé par des tyrosines kinases de la famille Src recrute les tyrosines
phosphatases SHP-2 qui déclenchent un signal inhibiteur (Faure, M. and Long, E.O. 2002; Yusa, S. et
al. 2002). Le seul ligand connu pour ce récepteur est HLA-G, molécule exprimée par les trophoblastes

feetaux s’implantant dans la déciduale maternelle au cours de la grossesse (Moreau, P. et al. 1999;
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Tableau 3 : Haplotypes des récepteurs KIR les plus représentés dans la population humaine

Haplotype

KIR inhibiteur

KIR activateur

A
B

2DL1, 2DL3, 3DL1, 3DL2, 3DL3
2DL1,2DL2,3DL1, 3DL2, 3DL3

2DS4, 2DL4
2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DL4

(D’apres Purdy, A.K. and Campbell, K.S. 2009)
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Ponte, M. et al. 1999), les monocytes activés (Yang, Y. et al. 1996; Moreau, P. et al. 1999), les cellules
¢épithéliales thymiques (Crisa, L. et al. 1997) et certaines cellules tumorales (Carosella, E.D. et al.
2000). La fixation de HLA-G sur le récepteur KIR2DL4 provoque la sécrétion par les cellules NK de
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IFN-y) et de médiateurs pro-angiogéniques tel que le
« vascular endothelial growth factor » (VEGF) (Rajagopalan, S. and Long, E.O. 1999; Goodridge, J.P.
et al. 2009).

Les cellules NK d’un méme individu n’expriment pas le méme répertoire de récepteurs
KIR (Gardiner, C.M. 2008) (Figure 20). La diversit¢ des récepteurs KIR est multifactorielle et
dépend : i) des diverses combinaisons alléliques de quatorze génes codant pour ces récepteurs hérités
des parents, ii) de I’existence de polymorphismes mineurs au niveau des séquences alléliques de
chaque gene KIR et iii) de la diversité des molécules KIR exprimées a 1a surface des cellules NK
circulantes (Uhrberg, M. et al. 1997; Purdy, A.K. and Campbell, K.S. 2009). Les génes codant pour les
récepteurs KIR situés dans le LCR sont disposés en tandem au sein d’haplotypes (groupe de geénes)
dont le nombre de geénes et la distribution des alléles activateurs et inhibiteurs varient
considérablement (Uhrberg, M. et al. 1997). L’haplotype humain le plus commun est I’haplotype A. Il
code pour la plupart des récepteurs KIR inhibiteurs tels que KIR3DL1-3 et KIR2DL1-3 et pour les
récepteurs KIR activateurs dont KIR2DS4 et KIR2DL4 (Vilches, C. and Parham, P. 2002) (Tableau
3). Le récepteur KIR2DS4 n’est pas fonctionnel chez 80% des américains issus d’une descendance
européenne (Hsu, K.C. et al. 2002; Carrington, M. and Martin, M.P. 2006). Alors que ’ARNm de
KIR2DLA4 est constitutivement présent dans ces cellules, une forte proportion des alleles de KIR2DL4
n’est pas exprimée a la surface des cellules NK (Vilches, C. and Parham, P. 2002; Goodridge, J.P. et
al. 2007). Par conséquent, de nombreux haplotypes A ne possédent pas de récepteur KIR activateur
fonctionnel. En revanche, les haplotypes B codent pour au moins deux récepteurs activateurs,
KIR2DS4 et KIR2DS ou KIR3DS (Tableau 3) (Vilches, C. and Parham, P. 2002; Carrington, M. and
Martin, M.P. 2006). La répartition des haplotypes A et B des récepteurs KIR varie énormément entre
les différents groupes ethniques. En effet, méme si ces deux haplotypes sont répartis uniformément
chez les individus de descendance européenne, 1’haplotype A est dominant chez les populations
coréenne et japonaise alors qu’il est éclipsé par 1’haplotype B chez les arborigénes australiens (Hsu,
K.C. et al. 2002; Yawata, M. et al. 2002; Whang, D.H. et al. 2005). Outre la diversité des haplotypes
des genes KIR, des polymorphismes mineurs au niveau des geénes KIR et HLA peuvent également
influencer leur affinité pour leurs ligands et leurs taux d’expression a la surface des cellules. Par
exemple, différents alléles du récepteur KIR3DL1, un des génes KIR le plus polymorphique, peuvent
étre exprimés a la surface des cellules dans des proportions variables (Yawata, M. et al. 2006). De
plus, certains alléles de KIR codent pour des récepteurs jamais retrouvés a la surface des cellules. La

ou les fonctions de ces formes intracellulaires de récepteurs KIR n’a (ont) pas encore été identifiée(s)
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(Pando, M.J. et al. 2003; Martin, M.P. et al. 2007). Des mutations du motif HLA-Bw4 modifient non
seulement 1’affinité de liaisons mais, aussi le pouvoir d’inhibition du récepteur KIR3DL1 (Khakoo,
S.I et al. 2002; Sanjanwala, B. et al. 2008). De méme, des modifications dans la séquence protéique
de HLA-CI et de HLA-C2 altérent leur affinité pour les récepteurs KIR2DL2/3 et KIR2DLI
respectivement (Moesta, A.K. et al. 2008). Par conséquent, les polymorphismes alléliques influencent
I’affinité des récepteurs KIR pour HLA ainsi que I’expression de KIR et de HLA ala surface des
cellules. Cette diversité génomique est donc a 1’origine du répertoire de cellules NK circulantes qui

expriment des combinaisons distinctes de récepteurs KIR (Figure 21) (Shilling, H.G. et al. 2002).

Les récepteurs KIR et les molécules HLA sont codés par des génes situés sur des
chromosomes différents et sont ainsi hérités indépendamment (Figure 22). Par conséquent, certains
récepteurs KIR peuvent étre exprimés en 1’absence de leurs ligands HLA (Trowsdale, J. 2001). Les
récepteurs KIR sont retrouvés sur les cellules NK, les cellules T et les cellules NKT et possédent ainsi
le potentiel de moduler la réponse immune innée et adaptative. Le fort polymorphisme des génes des
récepteurs KIR et de leurs ligands HLA associé aleur expression indépendante, génére donc des
combinaisons KIR/HLA pouvant influencer la susceptibilité a diverses pathologies (Ahlenstiel, G. et
al. 2008; Korbel, D.S. et al. 2009). En effet, certaines associations KIR/HLA augmentent la
susceptibilité ou la résistance aux infections virales (Hépatite C, SIDA), aux maladies inflammatoires
chroniques ou auto-immunes (vascularite, psoriasis, diabetes, bronchectasie idiopathique) et a
plusieurs cancers (mélanome, leucémie, néoplasie cervicale, lymphome de Hodgkin) (Bashirova, A.A.
et al. 2006) (Tableau 4). Des stratégies thérapeutiques ayant pour but de diminuer les fonctions des
récepteurs KIR inhibiteurs ont été envisagées afin de potentialiser I’activité des cellules NK dans le
traitement des cancers et des infections virales (Ljunggren, H.G. and Malmberg, K.J. 2007). Une
étude, in vitro, montre que la combinaison du Rituximab®, un anticorps monoclonal dirigé contre la
molécule de CD20 portée par la plupart des lymphocytes B, a un anticorps qui bloque les récepteurs
KIR augmente significativement 1’activité cytotoxique des cellules NK primaires comparativement au
traitement par le Rituximab® seul (Binyamin, L. et al. 2008). Dans un modé¢le de souris transgénique
pour lequel les cellules NK possédent pour seul récepteur inhibiteur KIR, le KIR2DL3, le blocage de
ce dernier par un anticorps n’altére pas la reconnaissance des cellules du Soi par les cellules NK mais,
accroit leur cytotoxicité vis-a-vis des cellules tumorales HLA-C1" (Sola, C. et al. 2009). Dans un autre
modeéle murin humanisé, I’inhibition des récepteurs inhibiteurs KIR2DL1-3 par un anticorps stimule
¢galement ’activité cytotoxique des cellules NK envers des cellules tumorales leucémiques sans
toucher les cellules mononuclées circulantes (Romagne, F. et al. 2009). Ces ¢études fournissent des
preuves cliniques montrant que le blocage des récepteurs KIR peut étre une option thérapeutique
envisageable pour stimuler 1’activité cytotoxique des cellules NK vis-a-vis des cellules tumorales chez

des patients cancéreux.
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Tableau 4 : Pathologies associées a I’expression des récepteurs KIR

Pathologie Expression de KIR Effet
Autoimmune/inflammation
Psoriasis 2DS1, 2DL5, haplotype B Susceptibilité
Vascularite 2DS2 Susceptibilité
Diabéte 2DS2/HLA-C1, 2DS2, 2DL.2 Susceptibilité
Bronchectasie idiopathique ~ 2DS1 ou 2DS2/HLA-C1 Susceptibilité
Infection
SIDA 3DS1/HLA-B Progression faible
Hépatite C 2DL3/HLA-C1, 3DS1/HLA-B Inhibition de la progression
Cancer
Mélanome 2DL2, 2DL3, HLA-C1 Susceptibilité
Leucémie 2DL2 Susceptibilité
Néoplasie cervicale 3DSI1, Absence de HLA-C2 Susceptibilité

Lymphome de Hogkin

Expression anormale de KIR

Contribue a la pathogénicité de la maladie

(D’apres Bashirova, A.A. et al. 20006)
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- Les molécules de la famille ILT/LIR/CD85

Les geénes codant pour les récepteurs du type « immunoglobulin like transcripts » (ILT) ou
« leucocyte Ig like receptors » (LIR) ou CD85 sont localisés sur le chromosome 19 au niveau du LCR
(Wende, H. et al. 1999; Martin, A.M. et al. 2002). Ces récepteurs sont génétiquement, structurellement
et fonctionnellement proches des récepteurs KIR et sont non seulement exprimés par les cellules NK
mais, aussi par les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques (Cella, M. et al. 1997;
Colonna, M. et al. 1999). Les récepteurs ILT, caractérisé€s par la présence de deux ou quatre domaines
extracellulaires de type «Ig-like », sed ifférencient par leurs domaines transmembranaires et
cytoplasmiques (Figure 23) (Hayami, K. et al. 1997; Kubagawa, H. et al. 1997). Comme pour les
récepteurs KIR, la longueur de leur domaine cytoplasmique définit le type de signal qu’ils relaient.
Ainsi, les récepteurs ILT2, ILT3, ILT4, ILTS et LIR8 possédent un long domaine cytoplasmique
contenant des motifs ITIM permettant le recrutement de la tyrosine phosphatase SHP-1, qui déclenche
un signal inhibiteur (Arm, J.P. et al. 1997; Cella, M. et al. 1997; Colonna, M. et al. 1998; Fanger, N.A.
et al. 1998). Les récepteurs ILT1, « ILT1-like protein», ILT7, ILT8 et LIR6 ont un domaine
cytoplasmique court comprenant un résidu arginine chargé associé a la protéine adaptatrice FceRly.
Cette derniere posseéde des motifs ITAM, relayant ainsi des signaux activateurs (Borges, L. et al. 1997,
Colonna, M. et al. 1999). En ce qui concerne le récepteur ILT6, il ne présente ni domaine
cytoplasmique, ni domaine transmembranaire suggérant qu’il pourrait étre sécrété (Arm, J.P. et al.

1997; Borges, L. et al. 1997).

Seuls les récepteurs ILT1 et ILT2 sont exprimés par les cellules NK (Colonna, M. et al. 1999).
ILT2 est un récepteur inhibiteur doté de quatre domaines extracellulaires « Ig-like » et de quatre
motifs ITIM intracellulaires (Colonna, M. et al. 1997). 1l interagit avec les molécules HLA-A et HLA-
B et posseéde une faible affinité pour HLA-C (Colonna, M. et al. 1997; Fanger, N.A. et al. 1998). Il
peut également se lier a des molécules non classiques du CMH de type I telles que HLA-G et HLA-E,
avec une affinité plus importante pour HLA-G (Colonna, M. et al. 1997; Colonna, M. et al. 1999;
Navarro, F. et al. 1999). Cette derniére est exprimée par les trophoblastes feetaux s’implantant dans la
déciduale maternelle au cours de la grossesse (Moreau, P. et al. 1999; Ponte, M. et al. 1999). Par
conséquent, I’interaction HLA-G/ILT2 pourrait inhiber les leucocytes de la muqueuse utérine, dont les
cellules NK, contribuant ainsi a la tolérance materno-feetale (Colonna, M. et al. 1997; King, A. et al.
1997; Colonna, M. et al. 1999). En effet, la fixation de HLA-G sur le récepteur ILT2 inhibe 1’activité
cytotoxique des cellules NK mais, également leur production d’IFN-y (Morel, E. and Bellon, T. 2008;
Favier, B. et al. 2010). Contrairement aux autres molécules du CMH de classe I qui fixent et
présentent des peptides du Soi, les molécules HLA-E fixent et présentent des peptides dérivés de

séquences signal des molécules classiques du CMH de type 1 asavoir HLA-A, B et C et de la

24



- N SN W N
9 & o FOLY
& S a» QN T
& $ g o L9 FELY
] T ) WA al
™ B N \Q? \(,_) \‘L.'_'-JQ g"‘?
X : < O N &
& SPE \Yj
R Y
VO

Human H
chr. 12

Figure 24 : Organisation du complexe NK (NKC) dans le chromosome 12
(D’apres Barten, R. et al. 2001)

b

NKG2A, B NKG2C,E

g é][‘.@4€ §D94

n [TIM

{l
LN
@

Figure 25 : Structure des récepteurs CD94/NKG2

4y

<
S
7
G5

I—;’H

| ImAm

ITAM : immunoreceptor tyrosine-based activating motif ; ITIM : immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif

(D’apres Biassoni, R. 2009)



Etude bibliographique

molécule non classique du CMH de classe I telle que ’HLA-G. La fixation de ces séquences signal est
indispensable pour la stabilisation et I’expression membranaire de HLA-E. Ainsi, une diminution de
I’expression des molécules du CMH de type 1, telles que HLA-A, B, C et G, méne a une réduction de
I’expression de la molécule HLA-E. L’interaction entre le récepteur ILT2 et HLA-E permet alors aux
cellules NK de surveiller indirectement, d’une part, I’expression des autres molécules du CMH de
classe I par une cellule donnée et, d’autre part, I’expression de la molécule HLA-E elle-méme (Braud,
V. et al. 1997; Lee, N. et al. 1998). Outre les molécules du CMH de type I, le récepteur ILT2 est
¢galement capable de se lier a la protéine UL18 synthétisée par le cytomégalovirus humain (Cosman,
D. et al. 1997). Si I’interaction ILT2/UL18 est bien caractérisée, en revanche, sa fonction n’est pas treés
clairement définie du fait d’études contradictoires montrant soit une inhibition (Reyburn, H.T. et al.
1997; Kim, J.S. et al. 2004) soit une activation des cellules NK (Leong, C.C. et al. 1998; Prod'homme,

V. et al. 2007). Concernant le récepteur ILT1, son ligand reste encore inconnu.
ii. Les récepteurs de la superfamille des lectines C
- Les hétérodiméres CD94/NK G2

Les génes de CD94 et NKG2 sont colocalisés sur le chromosome 12 humain dans le complexe
NK (NKC) en position 12p12.3-p13.2 (Figure 24) (Barten, R. et al. 2001). Le récepteur CD94 est un
géne unique lié a quatre génes de la famille NKG2 (NKG2A, NKG2C, NKG2E et NKG2F)
(Plougastel, B. and Trowsdale, J. 1998; Barten, R. et al. 2001). Contrairement aux geénes des
récepteurs KIR, les génes de récepteurs CD94 et NKG2 présentent peu de polymorphismes, et les
rares variations alléliques n’affectent pas la fonction de ces récepteurs (Shum, B.P. et al. 2002). Ces
genes codent pour des protéines de type Il de la famille des lectines de type C. Le CD94 est exprimé a
la surface des cellules NK sous la forme d’hétérodimere avec NKG2A ou NKG2C ou NKG2E (Figure
25) (Lazetic, S. et al. 1996; Brooks, A.G. et al. 1997). Le CD94 ¢étant dépourvu de partie
cytoplasmique, la transduction du signal est assurée par NKG2 (Chang, C. et al. 1995). Comme pour
les récepteurs KIR, la taille du domaine intracellulaire des NKG2 définit le type de signal qu’ils
relaient. Ainsi, les complexes CD94/NKG2A et CD94/NKG2B (le NKG2B étant une forme alternative
du NKG2A) ont un domaine cytoplasmique long contenant des motifs ITIM et induisent un signal
inhibiteur via les protéines phosphatases SHP-1 et SHP-2 (Houchins, J.P. et al. 1997; Le Drean, E. et
al. 1998; Masilamani, M. et al. 2006). En revanche, les complexes CD94/NKG2C et CD94/NKG2E
possedent un domaine intracellulaire court avec un résidu lysine chargé permettant le recrutement de
la protéine DAP12 qui contient des motifs ITAM capables d’induire un signal activateur grace aux
protéines Syk et/ou ZAP-70 (Lanier, L.L. et al. 1998; Wu, J. et al. 2000). De plus, NKG2F est
également pourvu d’un domaine transmembranaire et cytoplasmique mais, ne possede pas de région
extracellulaire du fait d’un codon stop qui interrompt la synthése du domaine « lectin-like »

(Plougastel, B. and Trowsdale, J. 1997).
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Les complexes CD94/NKG2A, CD94/NKG2C et CD94/NKG2E reconnaissent HLA-E, une
molécule non classique du CMH de classe I (Kaiser, B.K. et al. 2008). Comme pour les récepteurs
ILT2, cette liaison permet aux cellules NK de surveiller indirectement 1’expression des autres
molécules du CMH de classe I par une cellule donnée et I’expression de la molécule HLA-E elle-
méme (Braud, V. et al. 1997; Lee, N. et al. 1998). Le complexe inhibiteur CD94/NKG2A se lie a
HLA-E avec une affinit¢ plus importante que les complexes activateurs CD94/NKG2C et
CD94/NKG2E suggérant ainsi une prépondérance de I’inhibition (Kaiser, B.K. et al. 2008).
Cependant, des études montrent que le peptide présenté par HLA-E influence 1’affinité des récepteurs
CD94/NKG?2 inhibiteurs et activateurs (Llano, M. et al. 1998; Michaelsson, J. et al. 2002). En effet, le
récepteur inhibiteur CD94/NKG2A ne reconnait pas la molécule HLA-E contenant des peptides de la
protéine Heat shock 60 (Hsp60). Par conséquent, les cellules stressées présentant ce p eptide par la
molécule HLA-E peuvent étre lysées par les cellules NK (Michaelsson, J. et al. 2002). Outre HLA-E,
le complexe CD94/NKG2C peut également sel ier al a protéine UL18 synthétisée par le
cytomégalovirus humain (Kaiser, B.K. et al. 2008). Cette liaison induit un signal activateur via
CD94/NKG2C et joue donc un rdle positif dans la réponse immune des cellules NK contre ce
cytomégalovirus humain (Guma, M. et al. 2006). Cependant, nous avons vu précédemment que la
reconnaissance de la protéine UL18 par le récepteur inhibiteur ILT2 induit soit une inhibition
(Reyburn, H.T. et al. 1997; Kim, J.S. et al. 2004) soit une activation des cellules NK (Leong, C.C. et
al. 1998; Prod'homme, V. et al. 2007). Par conséquent, il est difficile de conclure quant a 1’action des

cellules NK vis-a-vis des cellules infectées par le cytomégalovirus humain.
- Le récepteur NKG2D

Le gene du récepteur activateur NKG2D est également localisé¢ dans le NKC du chromosome
12 humain en position 12p12.3-p13.2 (Figure 24) (Plougastel, B. and Trowsdale, J. 1998; Barten, R.
et al. 2001). Ce récepteur, aussi appelé CD314 ou « killer cell lectin-like receptor subfamily k membre
1 » (KLRK1) est une glycoprotéine transmembranaire de type Il exprimée a la surface des cellules NK
(Figure 26) (Garrity, D. et al. 2005). Il est également retrouvé chez différents types de cellules
lymphoides et myéloides dont les LT CD8 (Bauer, S. et al. 1999; Roberts, A L et al. 2001; Groh, V. et
al. 2003). Comme pour les récepteurs NKG2 précédents, NKG2D est codé par un gene unique dont il
existe peu de polymorphismes (Shum, B.P. et al. 2002). Cependant, contrairement aux autres membres
de sa famille (NKG2A, NKG2C et NKG2E), le récepteur activateur NKG2D s’exprime sous forme
d’homodimere et se fixe sur différents ligands protéiques proches des molécules du CMH de classe 1
(Raulet, D.H. 2003; Champsaur, M. and Lanier, L.L. 2010). Il ne contient dans son domaine
intracellulaire aucun motif de signalisation connu (Houchins, J.P. et al. 1991). En effet, la transduction
du signal est assurée par un résidu chargé situé dans le domaine transmembranaire permettant le

recrutement d’une protéine adaptatrice. Ainsi, que ce soit chez ’homme ou chez la souris, NKG2D
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Figure 28 : Illustration schématique des ligands de NKG2D humain et murin

H60 : histocompatibility antigen 60 ; MIC A, B : CMH I chain related protein A et B ; MULT-1 : Murin UL16
binding protein like transcript-1; RAE-1 : retinoic acid early inducible-1; RAET : retinoic acid early transcript-1 ou
UL16 binding protein (ULBP). RAET11 = ULBP1 ; RAET1H = ULBP2 ; RAETIN = ULBP3 ; RAET1E = ULBP4 ;
RAET1G = ULBP5

(D’apres Nausch, N. and Cerwenka, A. 2008)
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forme un complexe avec deux protéines DAP10 (Garrity, D. et al. 2005). Chez la souris, NKG2D
existe sous deux isoformes et peut également s’associer avec deux protéines DAP12 (Rosen, D.B. et
al. 2004). La forme longue (NKG2D-L) posséde dans son domaine N-terminal intracellulaire 13
acides aminés de plus que la forme courte (NKG2D-S) (Diefenbach, A. et al. 2002) et les deux
isoformes sont capables de s’associer a DAP10 ou DAP12 (Rabinovich, B. et al. 2006) (Figure 26).
La protéine DAP10 contient un motif YINM dans sa partie cytoplasmique. L’engagement du récepteur
NKG2D induit la phosphorylation de ce motif et permet ainsi le recrutement de la phospho-inositide 3
kinase (PI3K) et de la protéine « growth factor receptor-bound 2 » (Grb2). Ces deux protéines
induisent un signal activateur stimulant la survie et la cytotoxicité des cellules NK (Chang, C. et al.
1999; Wu, J. et al. 2000). Des cellules NK isolées, mises en présence, in vitro, de cellules cibles
exprimant des ligands de NKG2D, ont une faible cytotoxicité (Bryceson, Y.T. et al. 2006). Cela
suggere qu’un signal additionnel est nécessaire pour avoir une activité lytique optimale. En effet, les
cellules NK cultivées en présence d’IL-15 ont une activité cytotoxique médiée par NKG2D accrue. La
voie de signalisation du récepteur de 1’IL-15 s’additionne a celle du récepteur NKG2D (Horng, T. et
al. 2007). L’engagement du récepteur de I’IL-15 induit la phosphorylation par la protéine « janus
kinase 3 » (JAK3) de DAP10, elle méme couplée au récepteur NKG2D, et facilite ainsi ’induction du
signal activateur médié par NKG2D (Horng, T. et al. 2007; Zafirova, B. et al. 2011) (Figure 27).

Chez la souris, NKG2D reconnait des ligands de la famille des protéines « retinoic acid early
inducible 1 » (Rael) (Cerwenka, A. et al. 2000; Diefenbach, A. et al. 2000) dont cinq membres ont été
décrits (Rae 1-0, -B, -y, -0 et —¢) (Champsaur, M. and Lanier, L.L. 2010). Dans ce modéle murin,
NKG2D fixe également les glycoprotéines du g roupe « histocompatibility antigen 60 » (H60) au
nombre de trois (H60a, H60b et H60c) (Nausch, N. and Cerwenka, A. 2008) et la protéine murine
« UL-16-binding protein like transcript-1 » (MULT-1) (Nausch, N. and Cerwenka, A. 2008). Chez
I’homme, NKG2D se lie aux protéines MIC A et MIC B et aux protéines « retinoic acid early
transcript » (RAET) 11, 1H, 1N, 1E et 1G, orthologues des protéines murines Rael, aussi appelées
« UL16 binding proteins 1 a 5 » (ULBP1-5) (Nausch, N. and Cerwenka, A. 2008) (Figure 28).

Les ligands du récepteur NKG2D humain ou murin sont pas ou peu exprimés par les cellules
saines mais, sont surexprimés par des cellules stressées (protéines MIC) (Groh, V. et al. 1996), dont
certaines cellules tumorales (protéines Rae 1, H60, RAET-1 et MIC) (Cosman, D. et al. 2001;
Diefenbach, A. et al. 2001; Onda, H. et al. 2001), et les cellules infectées par des virus (Groh, V. et al.
2001) ou des bactéries (protéines MIC) (Tieng, V. et al. 2002). Le récepteur NKG2D jouerait donc un
réle déterminant dans la réponse immune anti-tumorale. En effet, des cellules tumorales transfectées
avec des ligands de NKG2D puis injectées a des souris sont éliminées par les cellules NK (Cerwenka,
A. et al. 2000; Diefenbach, A. et al. 2000). De plus, chez I’animal, la neutralisation du récepteur
NKG2D grace a un anticorps est suivie du développement de sarcomes (Smyth, M.J. et al. 2005). Les
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souris issues du croissement de souris déficientes pour le récepteur NKG2D avec des souris TRAMP,
qui développent spontanément des adénocarcinomes au niveau de la prostate, montrent une incidence
plus élevée de carcinomes agressifs (Guerra, N. et al. 2008). Ces différentes études confirment le réle
crucial de I’interaction NKG2D/NKG2D ligand dans la surveillance anti-tumorale in vivo (Figure 29).
Néanmoins, des tumeurs exprimant des ligands de NKG2D se développent chez les animaux
immunocompétents. Par conséquent, il existe des mécanismes qui inhibent les fonctions effectrices des

cellules NK NKG2D dépendantes qui feront I’objet d’une description ultérieure.
iii. Les récepteurs naturels cytotoxiques

Les « natural cytotoxicity receptors » (NCR) sont des récepteurs activateurs de type « Ig-like »
majoritairement impliqués dans la reconnaissance et la lyse des cellules néoplasiques ou infectées par
des virus. Trois récepteurs ont été décrits : NKp46 (ou CD335), NKp44 (ou CD336) et NKp30 (ou
CD337) (Pessino, A. et al. 1998; Cantoni, C. et al. 1999; Pende, D. et al. 1999). Les récepteurs NKp46
et NKp30 sont constitutivement exprimés par les cellules NK alors que le récepteur NKp44 est
exprimé uniquement sur les cellules NK activées (Sivori, S. et al. 1997; Cantoni, C. et al. 1999; Pende,

D. et al. 1999).
- NKp46

Le récepteur activateur NKp46 est codé par le géne NCR1 localisé dans la région télomérique
du LRC sur le chromosome humain 19 en position 19q13.42 (Pessino, A. et al. 1998). Il s’agit d’une
glycoprotéine transmembranaire de type | constituée de deux domaines extracellulaires, un domaine
transmembranaire contenant un acide aminé chargé, 1’arginine, et un domaine cytoplasmique court
(Pessino, A. et al. 1998; Ponassi, M. et al. 2003). Le résidu arginine permet le recrutement des
protéines adaptatrices FceRly et CD3({ qui possédent respectivement un ou trois motifs ITAM
(Pessino, A. et al. 1998; Biassoni, R. 2009) (Figure 30). L’engagement du récepteur NKp46 induit la
phosphorylation de ces motifs par les protéines kinases de la famille Src, telle que p561ck (Salcedo,
T.W. et al. 1993; Ting, A.T. et al. 1995). Les protéines kinases de la famille Syk peuvent alors se lier
sur les motifs ITAM et déclencher un signal activateur (Stahls, A. et al. 1994; Brumbaugh, K.M. et al.
1997) et ZAP70 (Cone, J.C. et al. 1993). Les structures héparane sulfate protéoglycane ont été
suggérées comme étant des ligands de NKp46. Méme si ces ligands semblent étre indispensables pour
la lyse des cellules néoplasiques ou infectées, les conséquences fonctionnelles de ces interactions sont
controversées (Bloushtain, N. et al. 2004; Hecht, M.L. et al. 2009). En effet, ces structures sont
exprimées par des cellules saines et ces derniéres ne sont pas lysées par les cellules NK, suggérant que
ces ligands ne sont pas spécifiques de NKp46 mais, agissent comme co-récepteurs capables de
stimuler 1’activité cytotoxique (Arnon, T.I. et al. 2006). Les hémagglutinines virales, hémagglutinine

du virus influenza et hémagglutinine neuraminidase du virus de Sendai, retrouvées a la surface des
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cellules apres une infection virale, ont également été proposées comme ligands (Mandelboim, O. et al.
2001). De plus, la fixation de la vimentine, constituant du cytosquelette, sur le récepteur NKp46 est
observée apres infection des monocytes par Mycobacterium tuberculosis (Garg, A. et al. 2006). Le
récepteur NKp46 se lie au domaine « duffy-binding-like- (DBL-) la » de la protéine « Plasmodium
falciparum erythrocyte membrane protein -1 » (P/EMp-1) exprimée a la surface des érythrocytes
infectés par ce parasite (Mavoungou, E. et al. 2007). Outre son implication dans la lyse de cellules
infectées par des virus, des bactéries ou des parasites, le récepteur NKp46 intervient dans I’élimination
de cellules tumorales. En effet, méme si les ligands du récepteur NKp46 exprimés a la surface des
cellules tumorales sont mal connus, des études montrent que ce récepteur joue un rdle primordial dans
I’activation des cellules NK aprés contact avec certaines cellules cancéreuses. En effet, le
récepteur NKp46 intervient dans la réponse immune contre certains cancers urothéliaux (Yutkin, V. et
al. 2007), des mélanomes (Cagnano, E. et al. 2008), des médulloblastomes (Castriconi, R. et al. 2007)
et des myélomes (El-Sherbiny, Y.M. et al. 2007).

- NKp44

Le géne NCR2, situé sur le chromosome 6 humain en position 6p21.1, code pour le récepteur
activateur NKp44 (Cantoni, C. et al. 1999). Ce récepteur est caractérisé par un domaine extracellulaire
de type V, un domaine transmembranaire contenant un acide aminé chargé (la lysine) et un domaine
cytoplasmique court contenant un motif ITIM non fonctionnel (Figure 31) (Cantoni, C. et al. 1999;
Campbell, K.S. et al. 2004). Toutefois, une étude récente montre que la fixation du « proliferating cell
nuclear antibody » (PCNA) sur le récepteur NKp44 inhibe la fonctionnalité des cellules NK via le
motif ITIM suggérant que ce motif serait capable d’induire un signal inhibiteur (Rosental, B. et al.
2011). En revanche, le résidu lysine du domaine transmembranaire permet le recrutement des
protéines DAP12 contenant des motifs ITAM capables de relayer un signal activateur (Cantoni, C. et
al. 1999). Le récepteur NKp44 reconnait les hémagglutinines virales (Arnon, T.I. et al. 2005), les
glycoprotéines de 1’enveloppe des virus de la Dengue et du West Nile (Hershkovitz, O. et al. 2009) et
les bactéries Mycobacterium tuberculosis, Nocardia farcinica et Pseudomonas aeruginosa (Esin, S. et
al. 2008). Les structures du type héparane sulfate protéoglycane semblent étre impliquées dans la
reconnaissance des cellules tumorales par NKp44 (Hershkovitz, O. et al. 2007). Cependant, comme
pour NKp46, leur role reste controversé (Byrd, A. et al. 2007). De plus, méme si les ligands de NKp44
exprimés a la surface des cellules tumorales sont mal connus, des études montrent 1I’implication de ce
récepteur dans la lyse de cellules tumorales par les cellules NK (Vitale, M. et al. 1998; Byrd, A. et al.
2007; Lakshmikanth, T. et al. 2009).
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Tableau 5 : Régulation fonctionnelle des cellules NK par les cytokines
Cytokine Cytotoxicité Production de cytokines Prolifération Survie
IL-2 + + + +
IL-12 + + +
IL-15 + + + +
IL-18 + + +
IL-21 + + +
TGF-B - - -

(D’apres Hallett, W.H. and Murphy, W.J. 20006)



Etude bibliographique

- NKp30

Le récepteur activateur NKp30 est codé par le géne NCR3 localisé dans le chromosome 6
humain en position 6p21.3 (Pende, D. et al. 1996; Trowsdale, J. 2001). Il est constitué¢ d’un court
domaine extracellulaire « Ig-like » de type V, d’un domaine transmembranaire contenant un acide
aminé chargé (I’arginine) et d’'un domaine cytoplasmique court (Pende, D. et al. 1999). Le résidu
arginine permet le recrutement des protéines adaptatrices FceRly et CD3{ qui posseédent
respectivement un ou trois motifs ITAM permettant de relayer un signal activateur (Pende, D. et al.
1999; Moretta, A. et al. 2001) (Figure 32). Le récepteur NKp30 est capable de se lier a la protéine
pp65 exprimée a la surface du cytomégalovirus humain. Cependant, au lieu d’activer la cytotoxicité,
cette interaction inhibe les fonctions effectrices des cellules NK par la dissociation de la chaine CD3{
du récepteur NKp30 (Arnon, T.I et al. 2005). Comme NKp46, NKp30 peut également se fixer sur le
domaine DBL-lo de P/EMp-1 exprimé par les érythrocytes infectés par Plasmodium falciparum
(Mavoungou, E. et al. 2007). Les structures de type héparane sulfate protéoglycane pourraient aussi
étre impliquées dans la reconnaissance des cellules tumorales par NKp30 (Bloushtain, N. et al. 2004),
néanmoins, comme pour les deux NCR précédents, leur fonction reste controversée (Warren, H.S. et

al. 2005).

Le récepteur activateur NKp30 joue un réle important dans la réponse immune anti-tumorale
mais, ses ligands présents a la surface des cellules tumorales sont mal connus. En effet, le facteur
nucléaire « HLA-B-associated transcript 3 » (BAT3) exprimé par de nombreux myélomes peut se fixer
sur NKp30 et induire le relargage de cytokines et le rejet tumoral (Pogge von Strandmann, E. et al.
2007). Plus récemment, il a ét¢ montré que NKp30 reconnait la molécule B7-H6 membre de la famille
B7, absente de la surface des cellules saines mais, présente sur diverses cellules cancéreuses primaires
ainsi que sur des lignées de cellules tumorales, telles que les cellules K562 et les cellules Hela (Brandt,
C.S. et al. 2009). Outre son implication dans le controle des pathogénes et des cellules tumorales,
NKp30 peut également moduler la réponse immune adaptative (Moretta, A. et al. 2005). En effet, ce
récepteur participe ala collaboration entre cellules NK et cellules dentritiques au sein des sites

inflammatoires et des tissus lymphoides secondaires. Cela fera I’objet d’un paragraphe ultérieur.
vi. Les récepteurs de cytokines

Dans le cadre de la vigilance anti-tumorale, les cytokines constituent un pont entre 1I’immunité
innée et I’immunité adaptative (Belardelli, F. and Ferrantini, M. 2002). Les cellules NK posseédent a
leur surface des récepteurs de cytokines qui apres leur engagement sont capables de moduler leur

activité (Tableau 5) (Hallett, W.H. and Murphy, W.J. 2006).
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Figure 33 : Structure du récepteur de I’IL-2 et de I’'IL-15
(D’ apres Meazza, R. et al.2011)
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Figure 34 : Voies de signalisation des récepteurs de I’IL-2 ou de I’IL-15
(D’apres Gaffen, S.L. 2001)
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- IL15-RetIL2-R

Les récepteurs de I’IL-15 (IL15-R) et de I’IL-2 (IL2-R) présentent des parties communes, la
chaine y. ou CD132, ainsi qu’une chaine B (IL-2/15Rp ou CD122). La spécificité pour chacune des
cytokines est conférée par une troisiéme chaine I’IL-2Ra  (CD25) ou I'IL-15Ra (Nelson, B.H. and
Willerford, D.M. 1998; Kobayashi, H. et al. 2005; Meazza, R. et al. 2011) (Figure 33). Contrairement
au récepteur de I'IL15 présent spécifiquement sous forme hétérotrimérique (chaine 7., chaine IL-
2/15Rp et chaine o) (Anderson, D.M. et al. 1995), le récepteur de I’IL-2 peut étre exprimé sous forme
hétérodimérique (chaine vy, et chaine IL-2/15RB) ou sous forme hétérotrimérique. Alors que cette
derniére est présente uniquement sur les cellules NK activées, la forme hétérodimérique est
constitutivement exprimée (Tsudo, M. et al. 1987). Les domaines cytoplasmiques de la chaine B et de
la chaine vy, sont associés respectivement aux protéines « janus tyrosine-kinase-1 et 3 » (JAK-1 et 3)
fortement impliquées dans la transduction du signal. La fixation de I’IL-15 ou de I’IL-2 sur son
récepteur, induit la phosphorylation des domaines cytoplasmiques du récepteur par les protéines JAK.
Cela permet le recrutement des molécules « signal transducer and activator of transcription-5a et 5b »
(STAT-5a et 5b). Ces derniéres sont phosphorylées par les protéines JAK et forment des homodiméres
capables de se délocaliser dans le noyau pour activer la transcription de différents génes (Gaffen, S.L.
2001; Ghoreschi, K. et al. 2009). Parall¢lement, la phosphorylation des domaines cytoplasmiques du
récepteur peut également stimuler les voies de signalisation MAPK et PI3K (Gaffen, S.L. 2001).
Toutes les voies de signalisation (JAK/STAT, MAPK et PI3K) activent de nombreux facteurs de
transcription qui déclenchent 1’expression de geénes impliqués dans la prolifération, la sécrétion de
cytokines et la cytotoxicité (Gaffen, S.L. 2001) (Figure 34). En effet, différentes études montrent
I’implication de I’IL-15 et I’IL-2 dans la stimulation de la prolifération et de la cytotoxicité¢ des
cellules NK (Warren, H.S. et al. 1996; Ferlazzo, G. et al. 2004a). De plus, ces deux cytokines ont un
role anti-apoptotique, notamment en induisant la sur-expression de la protéine bcl-2 (Armant, M. et al.
1995; Cooper, M.A. et al. 2002). La sécrétion d’IFN-y, de TNF-a et de GM-CSF par les cellules NK
est également induite apres fixation d’IL-15 et/ou d’IL-2 sur leur récepteur respectif (Fehniger, T.A. et
al. 2003). Des études effectuées chez des souris déficientes en IL-15 ou IL-15Ra confirment que cette
interleukine et son récepteur jouent un role essentiel dans le développement des cellules NK (Lodolce,

J.P. et al. 1998; Kennedy, M.K. et al. 2000).

Du fait de leur effet stimulateur, I’'IL-2 et I’'IL-15 ont été utilisées en immunothérapie
cancéreuse. Le traitement de patient atteints de mélanome avec de I’IL-2 recombinante est associé a
une involution tumorale (Atkins, M.B. et al. 1999). Cependant, cela est observé uniquement que chez
certains patients et le traitement se révele trés toxique (Rosenstein, M. et al. 1986) et induit des effets
néfastes au niveau cardiaque (Atkins, M.B. et al. 1999). En ce qui concerne I’IL-15, des études pré-

cliniques réalisées chez la souris montrent que le traitement par I’IL-15 recombinante entraine une
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activité anti-tumorale avec une toxicité moins importante que 1’IL-2 recombinante (Munger, W. et al.
1995). Chez la souris immunodéficiente ou syngénique, des cellules tumorales produisant de 1’IL-15
suite a leur transfection avec de ’ADNc d’IL-15, présentent un po tentiel tumoral réduit du fait du
recrutement des cellules NK (Di Carlo, E. et al. 2000b; Meazza, R. et al. 2000). Une étude de phase |
[NCT01021059], dans laquelle des patients porteurs de mélanomes ou de cancers rénaux
métastatiques réfractaires regoivent de I’IL-15 recombinante par voie intraveineuse est actuellement en

cours. L’objectif de cette étude est d’évaluer la tolérance a I’[L-15.
- IL21-R

A I’état quiescent, les cellules NK expriment trés faiblement le récepteur de I’IL-21 (IL21-R).
Cependant, I’expression de ce récepteur est augmentée lorsque les cellules NK sont activées (Parrish-
Novak, J. et al. 2000). Il est exprimé sous forme hétérodimérique avec une chaine vy, et une chaine
appelée IL-21R, toutes deux possédent une forte homologie de séquence avec IL-2/15Rp (Parrish-
Novak, J. et al. 2000; Asao, H. et al. 2001) (Figure 35). Les domaines cytoplasmiques de ces deux
chaines sont associés a JAK-1 et JAK-3 qui, apreés la liaison de I’IL-21 sur son récepteur, induisent la
phosphorylation des parties cytoplasmiques du récepteur (Asao, H. et al. 2001). Cela permet
principalement le recrutement des protéines STAT-3 mais, aussi de STAT-1 de STAT-5a et de STAT-
5b (Asao, H. et al. 2001; Zeng, R. et al. 2007). Les voies de signalisation PI3K et MAPK sont
également impliquées dans la transduction du signal de I’'IL-21 (Zeng, R. et al. 2007). Elles
déclenchent I’expression de génes impliqués dans la prolifération, la cytotoxicité, le chimiotactisme,
I’apoptose et I’expression de I’IL-21 (Zeng, R. et al. 2005; Caprioli, F. et al. 2008; Frederiksen, K.S. et
al. 2008). L’IL-21 stimule la différenciation des cellules NK issues des précurseurs de la moelle
osseuse (Parrish-Novak, J. et al. 2000), toutefois, des cellules NK de souris déficientes en IL21-R ont
une activité et un développement normal (Kasaian, M.T. et al. 2002). Cela est di au fait que les
précurseurs des cellules NK n’expriment pas IL21-R et que I’expression de ce récepteur apres
activation par I’IL-15 permet uniquement d’accélérer le processus de maturation (Sivori, S. et al. 2003;
Perez, S.A. et al. 2006). Le traitement de cellules NK par I’[L-21 associée a des particules virales ou a
d’autres cytokines, telles que I’IL-2 ou I’'IL-15, stimule 1’activité cytotoxique, la production d’IFN-y et
I’expression de perforine (Kasaian, M.T. et al. 2002; Brady, J. et al. 2004). Cependant I’'IL-21,
combinée a I’[L-2 et I’'IL-5, inhibe la prolifération et stimule I’apoptose des cellules NK (Kasaian,
M.T. et al. 2002; Brady, J. et al. 2004). De plus, chez la souris, le blocage via un anticorps de NKG2D
inhibe 1’activité cytotoxique des cellules NK activées par I’IL-21 (Takaki, R. et al. 2005). Cette étude
montre que I’IL-21 est capable de stimuler la lyse des cellules tumorales par un mécanisme NKG2D
dépendent. En revanche, le traitement de cellules NK humaines par de I’'IL-21 et de I’IL-2 entraine une
diminution de I’expression de NKG2D et de la cytotoxicité comparativement aux cellules NK

stimulées uniquement par de I’IL-2. Cependant, I’[L-21 augmente 1’expression de NKp30, suggérant
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que I’'IL-21 module la reconnaissance des cellules cibles et les fonctions des cellules NK par

I’altération du niveau d’expression de différents récepteurs activateurs (Burgess, S.J. et al. 2006).

Eu égard asesef fets stimulateurs sur le systéme immunitaire, I’IL-21 a ¢ galement été
considérée comme un bon ¢ andidat pour I’immunothérapie tumorale. Différents types de cellules
tumorales génétiquement modifiées pour produire de I’'IL-21 se développent en tumeurs de petite taille
lorsqu’elles sont injectées dans des souris syngéniques et sont éventuellement éliminées par la réponse
immune médiée par I’IL-21 (Di Carlo, E. et al. 2004). De plus, des cellules néoplasiques pancréatiques
transfectées avec le géne de I’IL-21 murin sont lysées par les cellules NK apres leur xénogreffe dans
des souris immunodéficientes (Ugai, S. et al. 2003). Dans un m odéle murin, 1’adénocarcinome
mammaire sécrete de 1'IL-21 qui favorise le recrutement des LT CDS8 et des cellules NK et leur
production d’INF-y. Cependant dans ce mode¢le, I’effet protecteur est partiel du fait de la stimulation
par I’IL-21 des lymphocytes Treg capables d’inhiber les cellules immunes (Di Carlo, E. et al. 2004).
L’utilisation d’un anticorps ciblant les Treg permet d’annihiler leurs effets néfastes (Comes, A. et al.
2006). Toutes ces études expérimentales ont précédé différentes études cliniques qui utilisent I’IL-21
recombinante associée ou non a d’autres traitements. Ainsi, des essais de phase I chez des patients
atteints de mélanome ou de cancer rénal montrent que 1’IL-21 a un profil toxique acceptable apres son
administration en sous-cutané (Schmidt, H. et al. 2010) ou par transfusion répétée (Davis, .D. et al.
2007; Thompson, J.A. et al. 2008). L’IL-21 stimule 1’expression d’IFN-y, de perforine et de granzyme
B par les LT CDS et les cellules NK, suggérant une activation des lymphocytes cytotoxiques (Davis,
L.D. et al. 2007; Thompson, J.A. et al. 2008; Schmidt, H. et al. 2010). La réponse positive et la

stabilisation de la maladie sont confirmées dans une étude de phase II (Davis, [.D. et al. 2009).
- IL12-R

Le récepteur de I’[L-12 (IL12-R), exprimé par les cellules NK activées, est constitué¢ de deux
sous unités P, la sous-unité IL-12RB1 impliquée dans la fixation du ligand et la sous-unité IL-12R[32
(Presky, D.H. et al. 1996; Grohmann, U. et al. 1998). Elles sont associées respectivement a la protéine
tyrosine kinase 2 (TYK?2) et a la JAK2 (Bacon, C.M. et al. 1995a; Zou, J. et al. 1997) (Figure 36).
Apres fixation de I’IL-12 sur son récepteur, les protéines TYK?2 et JAK2 phosphorylent le domaine
cytoplasmique de la sous-unité IL-12RB2 permettant ainsi le recrutement de STAT. Bien que les
protéines STAT1, STAT3 et STAT4 puissent étre activées par 1’IL-12, STAT4 apparait comme étant
la protéine majeure dans la signalisation par I’IL-12 (Bacon, C.M. et al. 1995b) (Figure 36). Apres
phosphorylation par TYK2 et JAK2, STAT4 forme un homodimére capable de jouer le role de facteur
de transcription. La voie de signalisation MAPK est également impliquée dans la transduction du
signal de I’IL-12 (Visconti, R. et al. 2000). Ainsi, I’IL-12 stimule la prolifération des cellules NK et la
production d’IFN-y (Gately, M.K. et al. 1998; Loza, M.J. and Perussia, B. 2004). L °IL-12 est

également capable d’intensifier la cytotoxicité des cellules NK notamment par I’augmentation de
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I’expression d’effecteurs cytotoxiques tels que le récepteur activateur NKG2D, le récepteur TRAIL et

la perforine (Gately, M.K. et al. 1998; Loza, M.J. and Perussia, B. 2004; Zhang, C. et al. 2008).

Les activités anti-tumorale et anti-métastasique de I’IL-12, vis-a-vis des mélanomes, des
sarcomes et des carcinomes coliques, mammaires ou rénaux, ont été étudiées dans différents modeéles
murins (Brunda, M.J. et al. 1993; Colombo, M.P. and Trinchieri, G. 2002). Il en ressort que
I’administration d’IL-12 peut retarder, réduire voire dans certains cas complétement inhiber le
développement tumoral, avec une efficacité thérapeutique plus importante dans les tumeurs solides
(Brunda, M.J. et al. 1993; Colombo, M.P. and Trinchieri, G. 2002). Cependant, les études cliniques
démontrent une efficacité thérapeutique moindre en présence de splénomégalies, de leucopénies et des
toxicités gastro-intestinales (Ryffel, B. 1997; Car, B.D. et al. 1999). Bien que les raisons d’une
efficacité clinique limitée de I’IL-12 soient mal connues, différents mécanismes responsables de
I’immunosuppression tels qu’une infiltration de L Treg au niveau tumoral, une augmentation de la
production d’IL-10 et une diminution de la production d’IFN-y semblent étre impliqués (Haicheur, N.

et al. 2000; Portielje, J.E. et al. 2003).
- ILI8&-R

Le récepteur de I’IL-18 (IL18-R) exprimé a la surface des cellules NK activées est constitué
d’une sous-unité o (IL-18Ra) et d’une sous-unité B (IL-18RP) (Torigoe, K. et al. 1997; Kunikata, T. et
al. 1998). Ces deux chaines participent a la transduction du signal. Cependant, la fixation de I’IL-18
sur la sous-unité IL-18Ra est nécessaire pour recruter la sous-unité IL-18Rp et former un récepteur
fonctionnel (Born, T.L. et al. 1998; Debets, R. et al. 2000). La formation de 1’hétérodimeére (IL-18Ra
+ IL-18RP) déclenche I’activation de la cellule via les domaines cytoplasmiques de ces deux sous-
unités. Ce complexe recrute différentes molécules adaptatrices intracellulaires dont la « myeloid
differentiation factor 88 » (MyDS88), I’ « IL-1R-associated kinase » (IRAK) et la TRAF6 qui
permettent I’activation de différentes voies de signalisation telles que les voies « nuclear factor-kB »
(NF-xB), «activator protein-1 » (AP-1), JNK et MAPK (Thomassen, E. et al. 1998; Dinarello, C.A.
1999) (Figure 37). L’IL-18 est ainsi capable de stimuler la production d’IFN-y, la prolifération et la
cytotoxicité des cellules NK (Son, Y.L et al. 2001). L’effet de 1I’'IL-18 sur I’activité cytotoxique est di
a une augmentation de I’expression de la perforine (Hashimoto, W. et al. 1999) et de Fas-L qui
provoquent I’apoptose des cellules cibles (Hashimoto, W. et al. 1999). L’expression de la sous-unité
IL-18Rp est modulée par différentes cytokines (Sareneva, T. et al. 2000; Smeltz, R.B. et al. 2001). Par
conséquent, 1’utilisation d’1L-12, d’1L-23, d’IL-21, d’IL-2 ou d’IL-15 conjointement avec de I’[L-18,
afin d’induire la production d’IFN-y, pourrait passer par un renforcement de I’expression de IL-18R[
(Strengell, M. et al. 2002; Hoeve, M.A. et al. 2003; Strengell, M. et al. 2003). De plus, I’'IL-18 en

synergie avec I’IL-12 provoque également une sur-expression de IL-18Ra et une production accrue
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d’IFN-y par les cellules NK (Arend, W.P. et al. 2008). En combinaison avec I’'IL-2, I’'IL-18 induit
¢galement la production d’IL-13 par les cellules NK (Hoshino, T. et al. 1999).

Différentes études démontrent que I’IL-18 joue un rdle ambivalent dans le développement
tumoral, d’une part elle engage la réponse immune anti-tumorale et d’autre part elle favorise la
progression tumorale et métastasique. En effet, ’administration combinée d’IL-18 et de B7-1, une
molécule de co-stimulation, provoque chez la souris, la régression de mélanome avec une gain du
nombre de cellules NK infiltrées au niveau de la tumeur. De plus, la persistance de 1’effet anti-tumoral
aprés déplétion des cellules T suggere que ’effet cytotoxique est dii aux cellules NK (Cho, D. et al.
2000a). L’IL-18, sécrétée par différentes cellules cancéreuses (Park, H. et al. 2001; Ye, Z.B. et al.
2007), peut également participer a la progression tumorale de par son action pro-angiogénique (Zhang,
B. et al. 2004; Kim, K.E. et al. 2007). Par ailleurs, I’IL-18 stimule I’expression de Fas-L sur les
cellules tumorales qui provoque 1’apoptose des cellules immunitaires présentant Fas a leur surface

(Cho, D. et al. 2000b).
- TGFB-R

Le récepteur de TGF-p (TGFB-R) est constitué d’une sous-unité TGF-BI et d’une sous-unité
TGF-BII. Aprés fixation de TGF-B sur TGF-BII, la sous-unité TGF-BI est recrutée puis phosphorylée
afin de permettre la fixation des médiateurs intracellulaires SMAD2 et SMAD3. Ces derniers sont
alors phosphorylés et se lient a SMAD4 pour former un hétérotrimere capable de se transloquer dans
le noyau et d’induire la transcription génique. La cytokine TGF-§ active également d’autres voies de
signalisation telles que celle de PI3K, de MAPK et de GTPase (Moustakas, A. et al. 2001; Shi, Y. and
Massague, J. 2003; Li, M.O. et al. 2006; Yang, L. et al. 2010). Le TGF-p est ainsi capable d’inhiber la
production d’IFN-y, la prolifération et la cytotoxicité des cellules NK (Ghiringhelli, F. et al. 2005a;
Meadows, S.K. et al. 2006). La voie de signalisation du TGF-B dans les cellules NK a été mise en
évidence dans un modele de souris transgénique dans lequel la signalisation du TGF-B est bloquée au
niveau des cellules NK et des cellules dentritiques (Laouar, Y. et al. 2005). Ainsi, le TGF-B controle la
production d’IFN-y par les cellules NK puisque son blocage provoque I’accumulation de cellules NK
productrices d’IFN-y (Laouar, Y. et al. 2005). Le déclin de I’activité cytotoxique des cellules NK en
présence de TGF-f serait di a une moindre expression des effecteurs cytotoxiques tels que le
récepteur NKG2D, le récepteur NKp30, la perforine et les granzymes A et B (Castriconi, R. et al.
2003; Lee, J.C. et al. 2004). De plus, la neutralisation de TGF-f prévient non seulement la sous-
expression de NKG2D mais, aussi restore 1’activité anti-tumorale des cellules NK (Kopp, H.G. et al.

2009).

Durant son développement, la tumeur produit du TGF-f ou induit la production de cette

cytokine par les cellules du micro-environnement afin de stimuler sa prolifération tout en inhibant le
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systéme immunitaire (Chang, H.L. et al. 1993; Stander, M. et al. 1998). En effet, le blocage de la voie
de signalisation du T GF-B restore I’expression des récepteurs NKG2D et NKp30 a la surface des
cellules NK de patientes victimes de cancers ovariens (Wilson, E.B. et al. 2011). Chez des patients
atteints de gliomes, le TGF-f provoque une diminution de 1’expression de NKG2D a la surface des
cellules NK et réprime D’expression de MIC A, le ligand de NKG2D, a la surface des cellules
cancéreuses. Cette sous-expression de NKG2D est réprimée aprés inhibition par ARNi de la

production de TGF-p par les cellules cancéreuses (Friese, M.A. et al. 2004).
v. Les récepteurs de chimiokines

Les chimiokines ont pour rdle de recruter, aux niveaux circulatoire et tissulaire, les cellules
immunitaires impliquées a la réaction inflammatoire. Pour cela, elles interagissent avec des récepteurs
a la surface des cellules cibles, entrainant ainsi leur migration vers le site inflammatoire via un
gradient de concentration chimiokinique (Fernandez, E.J. and Lolis, E. 2002). Alors que certaines
chimiokines sont constitutivement sécrétées afin de réguler ’homéostasie du systéme immunitaire,
d’autres sont produites uniquement lors d’infections ou de situations pro-inflammatoires, permettant
ainsi le recrutement des leucocytes circulants. Outre leur propriété chimiotactique, elles interviennent
dans la migration trans-endothéliale, la prolifération, la différenciation, la maturation et Ia
dégranulation de leurs cibles (Fernandez, E.J. and Lolis, E. 2002). En fonction du nombre de résidus
cystéines présents dans la région amino-terminale et du nombre d’acides aminés non conservés (X) qui
s’intercalent entre les cystéines, les chimiokines sont réparties en quatres groupes : les CXC, les CC,
les XC et les CX;C (Fernandez, E.J. and Lolis, E. 2002; Townson, D.H. and Liptak, A.R. 2003)
(Figure 38). Par analogie a la nomenclature des chimiokines, leurs récepteurs sont classés en CXCR,
CCR, XCR et CX;CR. Ils sont constitués d’une région C-terminal et de sept domaines
transmembranaires couplés a des protéines G, responsables de la transduction du signal suite a la
fixation duligand (Figure 39) (O'Hayre, M. et al. 2008). Un méme récepteur peut &tre activé par
plusieurs chimiokines et une chimiokine a la capacité de se fixer sur plusieurs récepteurs. Néanmoins,
cette activité pléiotrope est restreinte au sein de chaque groupe de chiomiokines (Fernandez, E.J. and

Lolis, E. 2002; Townson, D.H. and Liptak, A.R. 2003).

Les cellules NK non activées sont capables de migrer en réponse a deux types de chimiokines,
les CXC et les CC. En effet, les cellules NK non activées migrent en réponse aux chimiokines
CXCL10 et CXCL11 qui se fixent sur CXCR3, aux CX;CL1 qui se couplent & CX;CR (Campbell, J.J.
et al. 2001; Inngjerdingen, M. et al. 2001), aux CXCL12 qui se lient 8 CXCR4 (Inngjerdingen, M. et
al. 2001) et aux XCL1 qui s’assemblent a XCR1 (Giancarlo, B. et al. 1996). Les chimiokines CC
jouent également un réle dans la migration des cellules NK non activées en se liant aux CCR1 (CCL3,
CCLS, CCL7), CCR2 (CCL2, CCL7, CCL8), CCR3 (CCL5, CCL7, CCLS8) et CCRS5 (CCL3, CCLA4,
CCLS, CCLB8) (Allavena, P. et al. 1994; Taub, D.D. et al. 1995). L’activation des cellules NK par I’IL-
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2 induit I’expression de CCR4 et de CCRS a leur surface et par conséquent leur migration en réponse a

CCL17, CCL22 et CCLI (Inngjerdingen, M. et al. 2000; 2001).

Les différentes sous-populations de cellules NK humaines et murines n’expriment pas toutes
les mémes récepteurs de chimiokines (Figure 40) (Gregoire, C. et al. 2007). Ainsi, les cellules NK
CD56™" migrent spécifiquement en réponse aux chimiokines se fixant sur CCR7 (CCL19 et CCL21)
et CCR5 (CCL4 et CCL5), alors que les cellules NK CD56%™ migrent suite a D’activation des
récepteurs CX;CR1 (CX;CL1) et/ou chemR23 (chémérine) (Campbell, J.J. et al. 2001; Parolini, S. et
al. 2007). Certains récepteurs sont exprimés a la surface de ces deux sous-populations mais, a des
niveaux variables. De ce fait, contrairement aux cellules NK CD56™€" les cellules NK CD56%™
exprimant faiblement CXCR3 et fortement CXCR1 sont peu ou pas réactives aux CXCL10 et
CXCL11 et migrent fortement en réponse aux chimiokines fixant CXCR1 (Campbell, J.J. et al. 2001).

Outre leur effet sur la migration, les chimiokines peuvent également réguler ’activité
cytotoxique des cellules NK. En effet, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL10 et CX3CLI1 sont
capables de stimuler la cytotoxicité des cellules NK vis-a-vis des cellules cibles K562 (Taub, D.D. et
al. 1995; Taub, D.D. et al. 1996). Toutefois, cet effet dépend des sujets sains dont sont issues les
cellules NK et est moindre comparé a 1’é1évation de cytotoxicité en réponse a I’IL-2 (Taub, D.D. et al.
1995; Taub, D.D. et al. 1996). Le mode d’action des chimiokines pour accroitre la cytotoxicité des
cellules NK est mal connu. Cependant, elles induisent la dégranulation des cellules NK (Taub, D.D. et
al. 1995; Taub, D.D. et al. 1996). De plus, CCL2, CCL3, CCL4 et CCL5 provoquent une
redistribution a la surface des cellules NK des molécules d’adhérence ICAM-1 et ICAM-3 qui sont

nécessaires a la formation des conjugués cellules NK/cellules cibles (Nieto, M. et al. 1998).
vi. Les autres récepteurs

Outre les grandes familles de récepteurs précédemment décrites, les cellules NK expriment
d’autres récepteurs tels que le CD16 mais, également des molécules d’adhérence dont certaines sont
utilisées comme marqueurs des cellules NK. Dans ce paragraphe, nous ne décrirons que les molécules

étudiées dans nos travaux.
- LeCDl16

Le CD16, aussi appelé FcyRIIL, est un récepteur de faible affinité pour le fragment Fc des IgG.
I est impliqué dans la cytotoxicit¢é dépendante des anticorps « antibody-dependent cellular
cytotoxicity » (ADCC). Le CD16 est associé a des homodimeéres et/ou des hétérodimeéres de FceRI-y
et de CD3{ qui contiennent des motifs ITAM et permettent de relayer un signal activateur apres
engagement du récepteur avec des IgG. Les cellules NK CD56%™ expriment fortement le CD16 alors
que les cellules NK CD56™" |’expriment faiblement ou pas du tout (Lanier, L.L. et al. 1986; Lanier,

L.L. etal. 1991).
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- Le CD56

L’expression du CD56 a été détectée a la surface des cellules NK et de certains lymphocytes
T. Par conséquent, la présence du CD56 et I’absence du CD3 caractérisent les cellules NK humaines.
Le CD56 est une isoforme de la glycoprotéine membranaire « neuronal cell adhesion molecule » (N-
CAM) dont le role est inconnu (Lanier, L.L. et al. 1986; Lanier, L.L. et al. 1989). Cependant, il
semblerait qu’elle intervienne dans 1’adhérence des cellules NK aux cellules cibles (Suzuki, N. et al.
1991). Deux sous-populations de cellules NK ont été identifiées en fonction de I’expression
membranaire du CD56 : les cellules NK CD56""" et les cellules CD56"™ (Cooper, M.A. et al. 2001a;
Cooper, M.A. et al. 2001b). La description de ces deux sous-populations a été effectuée dans le

chapitre traitant du développement des cellules NK.
- Le CD49%b

Le CD49b est une intégrine présente a la surface de cellules NK murines dont le ligand et le
role ne sont pas connus. Le CD49b associé a 1’absence de CD3 est utilisé pour caractériser les cellules

NK murines (Arase, H. et al. 2001).

[-2-4-¢ Education des cellules NK : activation et tolérance du Soi (self

tolérance)

La stimulation des cellules NK par la cellule cible est dépendante de 1’intégration des signaux
recus via ses récepteurs activateurs et inhibiteurs. En général, si les deux types de récepteurs sont
engaggés, le signal inhibiteur prédomine et la cellule NK ne lyse pas la cellule cible et ne produit pas de
cytokines. Si la cellule cible sous-exprime les molécules du CMH de classe I et qu’un récepteur
activateur est engagé, la cellule NK considere la cellule cible comme du non Soi et va provoquer sa
lyse. A I'inverse, lorsque la cellule cible exprime des molécules du Soi, c’est-a-dire sur-exprime des
ligands des récepteurs activateurs, comme dans certains dommages génotoxiques ou certaines
infections virales, le signal inhibiteur est dépassé par les signaux activateurs déclenchant ’activation
de la cellule NK (Yu, J. et al. 2007; Elliott, J.M. and Yokoyama, W.M. 2011) (Figure 41). Cependant,
cette théorie du Soi manquant encore dénommé « missing-self» n’explique pas a elle seule la
tolérance du Soi par les cellules NK. En effet, certaines cellules NK n’expriment pas de récepteur
inhibiteur spécifique du CMH de classe I de I’hote mais, elles ne lysent pas pour autant les cellules du
Soi (Fernandez, N.C. et al. 2005). Durant leur développement, les cellules NK produisent des granules
lytiques et de I’IFN-y qui leurs conférent donc des fonctions effectrices alors qu’elles n’expriment pas
encore les récepteurs inhibiteurs KIR (Kumar, V. and McNermney, M.E. 2005). En revanche, elles
possédent différents récepteurs activateurs potentiellement spécifiques des molécules du Soi (Moretta,
A. et al. 1995; Lanier, L.L. 2005; Stewart, C.A. et al. 2005). Par conséquent, des mécanismes sont

nécessaires pour prévenir une activation anormale des cellules NK vis-a-vis des tissus sains. Bien que
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les fonctions et les spécificités de chaque récepteur activateur et inhibiteur soient bien connues, leurs
roles combinés dans 1’établissement des capacités fonctionnelles et la tolérance du Soi par les cellules
NK restent encore a déterminer. Un consensus général appelé « licensing » stipule que 1’éducation des
cellules NK est dépendante du CMH (Raulet, D.H. and Vance, R.E. 2006; Vivier, E. et al. 2011).
Néanmoins, la maniére dont cette éducation est réalisée ainsi que la contribution des récepteurs
inhibiteurs par rapport aux récepteurs activateurs a la tolérance du Soi restent encore a préciser. Apres
avoir défini la théorie du « licensing », nous nous intéresserons aux trois mécanismes proposés pour
expliquer le «licensing » des cellules NK : I’hypothése « arming » ou « stimulatory receptor »,

I’hypothése « disarming » ou « inhibitory receptor » et ’hypothése rhéostat.
i. La définition du « licensing »

L’hypothése de I’éducation des NK connue sous le terme de « licensing » propose qu’une
cellule NK doit dans un premier temps s’engager avec le CMH de classe I du Soi afin d’étre réactive
aux stimuli ultérieurs qu’elle recevra via ses récepteurs activateurs. Ces cellules sont alors dans un état
appelé « licensed ». A I’inverse, les cellules NK n’ayant pas eu de contact préalable avec le CMH de

classe I sont qualifiées de « unlincensed » (Yokoyama, W.M. and Kim, S. 2006).

Environ 10% des cellules NK CD56%™ n’expriment pas le récepteur NKG2A et les récepteurs
KIR spécifiques du CMH de classe I du Soi. Ces cellules NKG2A™ KIR™ ont un taux normal de
perforine et de granzymes et répondent fortement au ne stimulation par le cocktail PMA et
ionomycine. Elles possédent donc toute la machinerie nécessaire pour exécuter leur fonction.
Cependant, en réponse a une stimulation par des cellules tumorales telles que les cellules K562, par
ADCC ou par liaison d’un anticorps sur le CD16, ces cellules NK ont une production de cytokines et
une cytotoxicité réduites. De plus, une co-stimulation in vitro avec de 1’IL-15 ou de I’IL-12 associée a
I’'IL-18 pendant 24h, n’active pas les fonctions des cellules NK. Ces résultats suggeérent que ces

cellules sont dans un état « unlincensed » (Anfossi, N. et al. 2006).
ii. L’hypothése « arming » ou « stimulatory receptor »

Cette hypothése postule que le «licensing » des cellules NK est directement induit par
I’interaction entre le récepteur inhibiteur et le CMH de classe I du Soi. Ainsi, le récepteur inhibiteur
spécifique du CMH de classe I du Soi agirait comme récepteur activateur pour initier le « licensing ».
Ce modéle implique donc qu’une cellule qui interagit avec le CMH de type I du Soi soit armée pour
lutter contre les cellules exprimant pas ou peu le CMH de classe I du Soi (Figure 42). Chez la souris,
le motif ITIM du récepteur inhibiteur Ly49, qui reconnait le CMH de type I du Soi, est nécessaire pour
le « licensing » des cellules NK. Cependant, les molécules agissant en aval n’ont pas été identifiées et
le mécanisme par lequel le récepteur inhibiteur est capable d’induire un effet positif reste a découvrir

(Jonsson, A.H. and Yokoyama, W.M. 2009).
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iii. L hypothése « disarming » ou « inhibitory receptor »

Ce modgéle stipule qu’apres la fixation sur son ligand, le récepteur spécifique du CMH de
classe I du Soi des cellules NK inhibe le signal activateur constitutif afin d’induire le « licensing ». En
d’autres termes, le récepteur spécifique du CMH de classe I du Soi agit comme un récepteur inhibiteur
en contrecarrant le signal d’un second récepteur qui vraisemblablement reconnait le Soi et active les
cellules NK. Cependant, lorsque les cellules environnantes n’expriment pas le CMH de type I du Soi
ou lorsque les récepteurs KIR portés par la cellule NK n’ont pas de ligand, la cellule NK recevrait une
somme importante de signaux non contrebalancés par des signaux inhibiteurs. Cette sur-activation
aboutirait & un état d’anergie ou «unlincensed » caractérisé par des altérations fonctionnelles des
cellules NK (Figure 43). Ce modele nécessite donc 1’engagement d’un récepteur activateur.
Cependant, des souris déficientes pour les molécules adaptatrices DAP10, DAP12, FcRely et CD3(
ont un « licensing » intact suggérant qu’aucune d’entre elles ne serait nécessaire au « licensing ».
Néanmoins, ces souris sont déficientes seulement pour 1’une des protéines adaptatrices, par conséquent
un rdle redondant des récepteurs activateurs n’est pas a exclure (Jonsson, A.H. and Yokoyama, W.M.

2009).
iv. L’hypothése « rhéostat »

La population de cellules NK se divise en un grand nombre de sous-populations exprimant des
combinaisons variées de récepteurs inhibiteurs et de récepteurs activateurs. Chaque récepteur
inhibiteur peut se fixer sur une ou plusieurs molécules du CMH de classe I avec des affinités variables
(Hanke, T. et al. 1999) et chaque molécule du CMH de type I exerce un effet distinct sur I’éducation
des cellules NK (Johansson, S. et al. 2005; Yu, J. et al. 2007). Ces résultats suggérent que les
récepteurs inhibiteurs qui reconnaissent le CMH de classe I duS oi engendrent une inhibition
fonctionnelle plus ou moins prononcée. De plus, comme les récepteurs inhibiteurs, les récepteurs
activateurs sont aussi capables de se lier aux cellules saines. Par conséquent, chaque cellule NK qui
rencontre une cellule saine agit différemment en fonction de ses récepteurs inhibiteurs et activateurs

(Joncker, N.T. and Raulet, D.H. 2008).

Ce modéle de « rhéostat » propose donc que des aspects quantitatifs (nombre de récepteurs
différents engagés) et qualitatifs (puissance de chaque interaction) controlent I’impact d’une molécule
donnée du CMH de classe I sur I’éducation des cellules NK (Joncker, N.T. and Raulet, D.H. 2008).
Les cellules NK seraient éduquées en fonction du nombre de récepteurs activateurs et inhibiteurs
exprimés a leur surface et selon 1’expression des ligands correspondants a la surface des cellules hotes
en conditions basales. Aprés contact avec une cellule saine, les cellules NK recevraient donc un
ensemble de signaux inhibiteurs et activateurs dont elles feraient la somme afin d’établir un seuil de

tolérance. Chaque cellule NK posséde son propre seuil de tolérance selon les récepteurs et leurs
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Au cours de leur développement les cellules NK sont exposées aux ligands inhibiteurs et activateurs des cellules
normales (colonne de gauche). La balance entre les signaux inhibiteurs et activateurs induit par les cellules normales
(colonne du milieu) détermine le potentiel de réponse des cellules NK lorsqu’elles rencontreront une cellule stressée
(colonne de droite).

A Les cellules NK expriment autant de récepteurs inhibiteurs que de récepteurs activateurs ce qui lui confére un fort
potentiel de réponse.

B L’expression de récepteurs inhibiteurs par les cellules NK est moins importante que les récepteurs activateur
induisant une inhibition partiel du potentiel de réponse.

C Les cellules NK n’expriment pas de récepteur inhibiteur ce qui engendre un faible potentiel de réponse.

(D’apres Joncker, N.T. et al. 2009)
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ligands correspondants exprimés sur la cellule hdte. Ainsi, lorsque les cellules NK seront confrontées a
des cellules du Soi ayant une expression altérée des ligands des récepteurs activateurs et/ou
inhibiteurs, les signaux regus dépasseront le seuil de tolérance et les cellules NK les détruiront par
lyse. Cependant, le seuil n’étant pas le méme pour toutes les cellules NK, la capacité de réponse vis-a-
vis d’une cellule cible donnée est différente (Figure 44). En effet, les cellules NK n’exprimant pas de
récepteurs inhibiteurs sont insensibles a la perte du CMH de classe I a la surface des cellules cibles.
Néanmoins, elles sont capables de répondre aux cellules cibles qui expriment fortement des ligands
activateurs (Joncker, N.T. and Raulet, D.H. 2008; Joncker, N.T. et al. 2009; Jonsson, A.H. and
Yokoyama, W.M. 2009). Ce modele de «rhéostat» compléte mais, ne remplace pas les modeles

« arming » et « disarming », il ne permet pas non plus de discriminer 1’un ou ’autre.
g g», p p p

1-2-4-d Fonctions effectrices des cellules NK

La fonction principale des cellules NK est d’¢liminer les cellules cancéreuses ou infectées par
des virus via leur activité cytotoxique. Cependant, elles sont également capables de réguler la réponse
immune grice a leur production de cytokines et de chimiokines et leur interaction avec d’autres

acteurs immunitaires (DC, LT effecteurs et les LT régulateurs).

Comme nous venons de le voir dans le paragraphe précédent, chaque cellule NK est éduquée
de telle sorte qu’elle ne soit pas réactive vis-a-vis des cellules saines du Soi. La reconnaissance d’une
cellule cible engendre la dégranulation de molécules cytotoxiques responsables de sa lyse. Afin de
comprendre la fonction cytotoxique des cellules NK, il est donc important de déterminer, dans un
premier temps, comment les vésicules cytotoxiques sont mobilisées pour relarguer leur contenu au

sein de la cellule cible.
i. Formation et fonction de la synapse immunologique

La formation d’une synapse immunologique mature et fonctionnelle comprend trois étapes :
I’initiation, la phase effectrice et la résiliation. Ces différentes étapes aboutissent a 1a libération du
contenu des granules lytiques dans la synapse immunologique. Chacune est nécessaire pour prévenir
une libération accidentelle des granules lytiques et pour effectuer la dégranulation au moment
approprié.

- L’initiation

La mise en place d’une synapse immunologique débute par un contact entre une cellule cible
et une cellule NK. En effet, en réponse a des signaux chimiotactiques, les cellules NK sont dirigées
vers les sites ou elles sont susceptibles de rencontrer des cellules cibles. Les molécules impliquées
dans le contact cellule NK-cellule cible n’ont pas été formellement identifiées. Néanmoins, il

semblerait que des sélectines soient impliquées (Chen, S. et al. 2005). Ce premier contact peut aboutir
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a I’adhésion de la cellule NK sur sa cible via des interactions du type ligand-récepteur. Les molécules
d’adhésion de la famille des intégrines telles que la LFA 1 et le « macrophage receptor 1 » MAC 1
interviennent dans ce processus d’adhésion (Vyas, Y.M. et al. 2001; Orange, J.S. 2008) et peuvent
¢galement jouer un role dans D’activation des cellules NK aprés la formation de la synapse
immunologique (Barber, D.F. et al. 2004; Orange, J.S. 2008) (Figure 45). Suite a I’adhésion de la
cellule NK sur la cellule cible et en I’absence de signaux inhibiteurs, la phase effectrice peut se mettre

en place.

- L’étape effectrice
Cette phase débute par la réorganisation du cytosquelette d’actine (Carpen, O. et al. 1983) qui
est dépendante des protéines du syndrome Wiskott-Aldrich (« Wiskott-Aldrich syndrome proteins »
(WASP)). En effet, ces derniéres orchestrent la restructuration des filaments d’actine afin de modifier
la forme de la cellule NK (Orange, J.S. et al. 2002). En parall¢le de la réorganisation du cytosquelette,
I’accumulation de récepteurs tels que le LFA-1 et le MAC 1 et de radeaux lipidiques au niveau de la

synapse, et une redistribution des granules lytiques dans les cellules NK s’opérent (Figure 46).

En absence de polymérisation des filaments d’actine les récepteurs LFA-1 et MAC 1 ne
s’accumulent pas au niveau de la synapse (Orange, J.S. 2008). Les mécanismes par lesquels I’actine
provoque leur accumulation au niveau de la synapse sont mal connus. Toutefois, des protéines de la
famille « ezrin, radixin et moesin » (EMR) impliquées dans la mobilité de récepteurs dans d’autres
types cellulaires (Helander, T.S. et al. 1996; Ilani, T. et al. 2007) sont retrouvées au niveau de la

synapse (Ramoni, C. et al. 2002; McCann, F.E. et al. 2003).

L’accumulation des radeaux lipidiques au niveau des synapses est également dépendante de la
polymérisation d’actine (Masilamani, M. et al. 2006). Les radeaux lipidiques constituent des micro-
domaines membranaires enrichis en sphingolipides, cholestérol et glycolipides qui de part leur
structure ordonnent la bicouche lipidique en incluant ou excluant des molécules et des complexes de
signalisation (Simons, K. and lkonen, E. 1997; Brown, D.A. and London, E. 2000). La plupart des
techniques pour étudier les radeaux lipidiques sont indirectes, et par conséquent, leur pertinence et leur

fonction dans la réponse immunologique restent controversées (Munro, S. 2003).

La polarisation des granules lytiques vers la synapse commence par la migration des granules
le long des microtubules du « microtubule organizing centre » (MTOC). Une fois agrégés autour du
MTOC, les granules débutent leur migration vers la synapse. Cette derniére nécessite la
phosphorylation d’ « extracellular signal regulated » kinases (ERK) (Chen, X. et al. 2006) ainsi que
I’activation de VAV 1 (Graham, D.B. et al. 2006) et de la « proline-rich tyrosine » kinase 2 (PYK 2)
(Sancho, D. et al. 2000). Arrivés a la synapse, quelques filaments d’actine se désagrégent afin de créer

un conduit par lequel les granules lytiques auront acces a la membrane plasmique de la cellule NK
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(Figure 46). La fonction de ce conduit reste hypothétique, cependant, sa présence a fréquemment été
observée dans différentes ¢tudes in vitro (Vyas, Y.M. et al. 2001; Andzelm, M.M. et al. 2007). Le
mécanisme responsable du désassemblage des filaments d’actine est mal connu et serait indépendant

de la polarisation de MTOC (Orange, J.S. 2008).

Ensuite, les granules lytiques s’arriment au niveau de la membrane plasmique de la cellule NK
avec laquelle ils fusionnent et ils libérent leur contenu dans la fente synaptique (Liu, D. et al. 2005).
La fusion entre les deux membranes est dépendante de récepteurs appelés « soluble NSF attachement
protein receptors » (SNARE) exprimés au niveau de la membrane plasmique et de la membrane des
vésicules intracellulaires (Jahn, R. et al. 2003). Selon leur fonction et leur localisation les SNAREs
sont divisés en deux groupes : le premier dénommé v-SNARE (vesicular-SNARE) situé au niveau des
granules, des vésicules de sécrétion et autres compartiments intracellulaires et le second du nom de t-
SNARE (target-SNARE) associé a la membrane de la cellule cible telle que la membrane plasmique
dans le cas de I’exocytose (Fasshauer, D. et al. 1998). Une interaction entre v-SNARE et t-SNARE est
nécessaire a la fusion des membranes. Des études ont montré la présence, dans les cellules NK, de v-
SNAREs appelés VAMP 7 (vesicle-associated membrane 7) (Marcet-Palacios, M. et al. 2008) et de t-
SNARE nommés syntaxin 11 (Arneson, L.N. et al. 2007). La molécule VAMP 7, présente dans les
granules lytiques, participe a la fusion des membranes (Marcet-Palacios, M. et al. 2008) alors que

syntaxin 11 est impliquée dans leur dégranulation (Arneson, L.N. et al. 2007).

- Larésiliation
La dégranulation des vésicules lytiques est suivie d’une période d’inactivité de la cellule NK
au cours de laquelle la synapse immunologique reste stable (Figure 47). La durée serait de 45 min
apres 1’adhésion de la cellule NK sur la cellule cible (McCann, F.E. et al. 2003). Cette période
d’inactivité pourrait permettre d’accroitre le temps d’exposition de la cellule cible aux molécules

lytiques et de protéger les cellules voisines vis-a-vis de ces granules.

Ensuite, les récepteurs activateurs tels que NKG2D, 2B4 et NKp46 sont sous-exprimées
(Sandusky, M.M. et al. 2006; McCann, F.E. et al. 2007; Orange, J.S. 2008) (Figure 47) afin que la
cellule NK puisse se désunir de la cellule cible. D’autres mécanismes similaires a ceux décrits dans les
lymphocytes T doivent étre impliqués dans ce processus de détachement. En effet, la protéine kinase
CO (PKCO) qui participe a la déstabilisation de la synapse des cellules T (Sims, T.N. et al. 2007), est
¢galement retrouvée dans la fente lytique des cellules NK (Vyas, Y.M. et al. 2001) ou elle pourrait, a

ce titre, jouer un role identique.

Aprées s’étre séparées des cellules cibles, les cellules NK sont capables de restaurer leur
potentiel cytotoxique en générant de nouveaux granules lytiques et en ré-exprimant des récepteurs

activateurs (Figure 47). Des études suggerent, que les cellules NK ont la capacité de former une
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nouvelle synapse immédiatement aprés détachement de la premiére synapse (Ullberg, M. and Jondal,
M. 1981; Bhat, R. and Watzl, C. 2007). Les signaux initiateurs du processus de recyclage des
capacités cytotoxiques des cellules NK ne sont pas connus mais, pourraient dérivés de la synapse
immunologique. En effet, la liaison du récepteur NKp30 avec son ligand, induit ’activation de NF-xB
(nuclear factor-kB) (Pandey, R. et al. 2007) qui agit comme un f acteur de transcription pour

I’expression du géne de la perforine (Zhou, J. et al. 2002).
ii. Les mécanismes de cytotoxicité des cellules NK

La reconnaissance de la cellule cible aboutit donc a la formation d’une synapse
immunologique dans laquelle les cellules NK vont libérer le contenu de leurs granules lytiques. Ce
phénomene est appelé cytotoxicité naturelle. Dans ce cas, les cibles des cellules NK sont des cellules
tumorales ou des cellules infectées. Les cellules NK peuvent également reconnaitre des cellules
opsonisées par les IgG via leur CD16. Ces derniéres seront alors lysées par ADCC suite ala
dégranulation des cellules NK. Outre la voie dépendante de I’exocytose des granules lytiques, une voie
faisant intervenir des interactions entre les récepteurs de mort de la famille du TNF et leurs ligands
conduit a 1’apoptose de la cellule cible. Par ces différents mécanismes cytotoxiques, les cellules NK
jouent un réle important dans I’immunosurveillance des tumeurs et le contrdle de certaines infections

virales ou bactériennes.

- La voie dépendante de I’exocytose des granules lytiques : la cytotoxicité naturelle et ADCC

Méme si ces deux mécanismes reconnaissent la cellule cible de maniére différente, ils
conduisent tout les deux a la mort de la cellule cible sous I’action des molécules lytiques libérées par
les cellules NK. La perforine et le granzyme B sont les molécules les plus abondantes des granules
lytiques et le granzyme B est considéré comme 1’effecteur majeur de la cytotoxicité des cellules NK
(Mahrus, S. and Craik, C.S. 2005). D’autres granzymes (A, H, K et M) ainsi que de la granulysine sont
¢galement retrouvés (Mahrus, S. and Craik, C.S. 2005; Latinovic-Golic, S. et al. 2007; Cullen, S.P.
and Martin, S.J. 2008).

La perforine, une fois ancrée a la membrane de la cellule cible, se polymérise en présence de
calcium afin de former des pores cylindriques de 5 & 20 nm de diamétre (Sauer, H. et al. 1991;
Voskoboinik, L. et al. 2005), facilitant I’entrée passive des granzymes et de la granulysine a I’intérieur
de la cellule cible (Chavez-Galan, L. et al. 2009). Ces pores pourraient €également étre responsables
d’un échange ionique a I’origine d’un déséquilibre osmotique (Liu, C.C. et al. 1995) (Figure 48A). Un
autre mécanisme impliquant la perforine et permettant 1’entrée des granzymes et de la granulysine
dans la cellule cible a été suggéré. Les pores formés par la perforine favorisent I’entrée de calcium
dans la cellule cible. Le calcium provoque ainsi ’activation de cette derniére qui en retour répare les

dommages membranaires afin d’éviter la nécrose. Les granzymes ayant adhérés par électrostatisme a
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la surface des cellules cibles sont alors internalisés avec la perforine et libérés dans le cytoplasme
(Keefe, D. et al. 2005) (Figure 48B). Outre la perforine, le récepteur du mannose-6-phosphate est
capable de former un complexe avec le granzyme B. Ce dernier est internalis¢ dans la cellule cible et
libére par la suite le granzyme B (Motyka, B. et al. 2000) (Figure 48C). Cependant, une autre étude
démontre que le récepteur du mannose-6-phosphate n’est pas nécessaire a I’entrée du granzyme B a
I’intérieur de la cellule cible (Trapani, J.A. et al. 2003). De plus, des modé¢les expérimentaux de souris
déficientes en perforine montrent que cette protéine est cruciale pour la cytotoxicité médiée par les
granzymes. En effet, chez ces souris, les granzymes sont incapables de pénétrer dans les cellules cibles
provoquant une perte totale de la fonction cytotoxique des cellules NK (Voskoboinik, I. and Trapani,

J.A. 2006; Bolitho, P. et al. 2007).

Une fois entrés dans la cellule cible, les granzymes et la granulysine vont induire la mort
cellulaire. Parmi les différents granzymes (A, B, H, K et M) exprimés dans les cellules NK, les
granzymes A et B ont été les plus étudiés (Russell, J.H. and Ley, T.J. 2002). Les granzymes sont des
protéines solubles appartenant a la famille des sérine-protéases. Ils induisent I’apoptose des cellules

cibles via des voies caspases dépendantes ou indépendantes (Waterhouse, N.J. et al. 2006).

Le granzyme A est un tryptase qui provoque 1’apoptose indépendamment de la voie des
caspases. Il induit un processus de mort cellulaire lente par clivage de I’ADN en fragments simple brin
et par I’hydrolyse de protéines contenant des acides aminés basiques tels que I’arginine ou la lysine
(Fan, Z. et al. 2003). Cette apoptose est précédée d’une augmentation de la production d’espéces
réactives de I’oxygene (ROS) et d’une diminution du potentiel de membrane mitochondrial (Fan, Z. et
al. 2003; Martinvalet, D. et al. 2005). En effet, le granzyme A, de part le clivage de la protéine
mitochondriale NDUFS3 qui appartient au complexe I de la chaine respiratoire de transport
d’électrons, participe a 1’altération de la fonction redox de la mitochondrie, de la génération d’ATP et
du potentiel transmembranaire de la mitochondrie (Martinvalet, D. et al. 2005; Martinvalet, D. et al.
2008). Cela génére des ROS qui activent un complexe du réticulum endoplasmique (complexe SET)
composé¢ de deux protéines suppresseurs de tumeur, la phosphoprotéine 32 (pp32) et la protéine
« nonmetatastic 23 homologue 1 » (NM23-H1) et de trois substrats du granzyme A : I’oncoprotéine
SET, la protéine « high motility group 2 » (HMG-2) et I’endonucléase « apurinic 1 » (Apel) (Fan, Z.
et al. 2003; Martinvalet, D. et al. 2005). Une fois activé, le complexe SET entre dans le noyau ou il est
clivé par le granzyme A provoquant non seulement 1’inactivation d’Apel et d’HMG-2, deux protéines
impliquées dans la réparation de I’ADN mais, aussi le relargage de la nucléase NM23-H1 qui coupe
I’ADN (Fan, Z. et al. 2003). Le granzyme A perturbe ¢galement 1’enveloppe nucléaire par le clivage
des lamines et de 1’histone 1 rendant ainsi I’ADN plus accessible aux nucléases (Zhang, D. et al.
2001). Le granzyme A induit également la production d’IL-1P via un mécanisme dépendant de la

caspase 1 qui clive le pro-peptide IL-1B (Irmler, M. et al. 1995; Cullen, S.P. et al. 2010) (Figure 49).
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Le granzyme A exerce aussi une activité extracellulaire. En effet, il est capable d’induire la sécrétion

d’IL-6 et d’IL-8 par les fibroblastes (Sower, L.E. et al. 1996).

Le granzyme B est une sérine protéase clivant aprés des résidus d’aspartate et possédant les
caspases comme substrat (Chowdhury, D. and Lieberman, J. 2008). Il induit une mort cellulaire rapide
via deux voies. Dans la premiére, il clive la caspase 3 et la caspase 7, induisant une activation de
caspases en cascade qui aboutit a la fragmentation de la membrane nucléaire et de I’ADN (Pinkoski,
M.J. et al. 2001; Metkar, S.S. et al. 2003). Dans la seconde voie, le granzyme B clive la protéine Bid,
formant ainsi une protéine Bid tronquée (tBid) active (Pinkoski, M.J. et al. 2001; Chowdhury, D. and
Lieberman, J. 2008). Celle-ci recrute des protéines Bax et Bak au niveau de la membrane externe de la
mitochondrie conduisant a la libération du cytochrome c¢ par la mitochondrie (Cullen, S.P. and Martin,
S.J. 2008). Le cytochrome ¢ contribue a 1’assemblage de 1’apoptosome, structure qui active la caspase
9 et clive ultérieurement les caspases 2, 3, 6,7, 8 ¢ t 10 et aboutit ainsi a la mort de la cellule cible
(Metkar, S.S. et al. 2003; Cullen, S.P. and Martin, S.J. 2008) (Figure 50). Le granzyme B induit
¢galement le clivage de la protéine « inhibitor of caspase activated DNase » (ICAD) qui, en conditions
basales, forme dans le cytoplasme un hétérodimére avec la protéine « caspase activated DNase »
(CAD). Cela permet 1’activation de CAD qui initie alors la condensation de la chromatine et la
fragmentation de I’ADN. Les caspases 3 et 7 clivées par le granzyme B peuvent également activer la

protéine CAD (Sakahira, H. et al. 1998; Thomas, D.A. et al. 2000).

Les granules lytiques contiennent également d’autres granzymes, dont les fonctions sont peu
décrites. Le granzyme K est une tryptase qui engendre I’apoptose via le clivage de la protéine Bid
(Zhao, T. et al. 2007). Le granzyme H est unc hymotryptase qui semble avoir des fonctions
synergiques avec le granzyme B (Andrade, F. et al. 2007). Le granzyme M est une sérine protéase tres
exprimée dans les cellules NK et qui conduit a la mort cellulaire sans fragmentation de I’ADN (Kelly,
J.M. et al. 2004). Il désorganise le réseau des microtubules en clivant des protéines d’actine qui font le
lien entre le plasma et la membrane tels que les microtubules contenant de 1’a-tubuline (Bovenschen,

N. et al. 2008).

La granulysine, structurellement similaire & la saposine, intervient également dans 1’apoptose
des cellules cibles. Elle est retrouvée sous une forme de 15kDa et une forme de 9kDa. Cette derniére
est issue du clivage du précurseur de 15kDa et est la seule forme dotée d’une activité cytolytique
(Latinovic-Golic, S. et al. 2007). Du fait de sa structure, la granulysine se lie avec les lipides chargés
négativement de la membrane mitochondriale et induit des dommages membranaires (Latinovic-Golic,
S. et al. 2007). Ce mécanisme provoque le relargage de cytochrome c et réduit la fonction
mitochondriale (Kaspar, A.A. et al. 2001). De plus, la présence de perforine stimule la lyse
granulysine dépendante (Walch, M. et al. 2007). Outre la lyse via la libération du cytochrome c, la

granulysine peut induire la mort cellulaire par I’activation de la caspase 3 (Kaspar, A.A. et al. 2001).
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Les fonctions de la granulysine ne se limitent pas ai nduire ’apoptose. En effet, a faibles
concentrations et dans un environnement inflammatoire, elle attire et active les monocytes, les cellules
T mémoires, les cellules NK et les DC my¢loides (ou matures) (mDC) (Deng, A. et al. 2005). Le taux
sérique de granulysine est un bon m arqueur du statut immunologique des patients atteints de

carcinome gastrique (Saigusa, S. et al. 2007).

- Les voies indépendantes de ’excocytose des granules lytiques : les voies des récepteurs de
mort

Les cellules NK expriment a leur surface les ligands de récepteur de mort Fas-L et TRAIL de

la famille du TNF. Ces molécules se fixent sur les récepteurs de mort de la cible, ce qui active la

cascade des caspases et provoque ’apoptose des cellules cibles.

L’ARNm de Fas-L (CD178) est constitutivement exprimé par les cellules NK humaines. Son
expression est augmentée suite a 1’activation des cellules NK par le PMA et 1’ionomycine ou par le
CD16 en présence d’IL-2. Ces différentes stimulations accroissent également la cytotoxicité médiée
par la voie Fas/Fas-L (Montel, A.H. et al. 1995; Eischen, C.M. et al. 1996). De plus, I’activation d’une
lignée cellulaire de cellules NK (NKL) par la combinaison d’anticorps activateurs anti-LFA1 et anti-
2B4 oupar le complexe PMA/ionomycine, stimule 1’expression de Fas-L ala surface des cellules
NKL (Chua, H.L. et al. 2004). L’expression de Fas-L par les cellules NK contribue a 1’élimination de
cellules tumorales in vivo (Bradley, M. et al. 1998). Des lignées de cellules tumorales dérivées de
gliome (Fulda, S. et al. 1998a), de carcinome du colon (Tillman, D.M. et al. 1999), de carcinome
mammaire (Ruiz-Ruiz, M.C. and Lopez-Rivas, A. 1999), de cancer de la prostate (Hedlund, T.E. et al.
1999), de neuroblastome (Fulda, S. et al. 1998b) et de medulloblastome (Fulda, S. et al. 1998a)
expriment Fas (CD95 ou Apo-1). De plus, les cellules NK peuvent induire via la sécrétion d’IFN-y
I’expression de Fas ala surface des cellules cancéreuses. Ainsi, les cellules NK lysent ces cellules
néoplasiques de fagcon Fas dépendante et cet effet peut étre bloqué par des inhibiteurs d’apoptose

(Screpanti, V. et al. 2001).

Au niveau de la transmission du signal, la fixation de Fas a Fas-L conduit a la trimérisation de
Fas-L et au recrutement des protéines « fas-associated death domain » (FADD). Trois protéines FADD
se lient entre elles et recrutent alors la pro-caspase 8 qui subit une autoprotéolyse et devient active.
L’assemblage de ces co mposants résulte de la formation du « death-inducing signaling complex »
(DISC) qui joue un role important dans I’apoptose dépendante des récepteurs de mort. La caspase 8
interagit avec les pro-caspases 3, 6, et 7 qui, une fois activées par un processus de trans-protéolyse,
conduisent a la fragmentation de I’ADN (Carrington, P.E. et al. 2006) (Figure 51). La caspase 8 peut
¢galement hydrolysée la protéine Bid en tBid qui déclenche ’apoptose de la cellule cible via la voie
dépendante de la mitochondrie (Li, H. et al. 1998; Timmer, T. et al. 2002) (Figure 51). Selon le mode

d’induction de I’apoptose par la voie Fas/Fas-L, les cellules cibles on été divisées en deux groupes, le
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type I et le type II. Ainsi, les cellules cibles de type I sont lysées rapidement aprés formation du DISC,
alors que I’apoptose des cellules de type II est lente et dépendante de la mitochondrie (Scaffidi, C. et
al. 1998). Dans les cellules de type I, Fas peut étre internalisé dans un compartiment endosomal via
une voie dépendante de ’actine et de la chlatrine permettant le recrutement de FADD et de la caspase

8 composant le DISC (Algeciras-Schimnich, A. and Peter, M.E. 2003) (Figure 51).

Les cellules NK humaines ou murines expriment fortement TRAIL (Apo-2L) a leur surface
apres stimulation par I'IL-2, I'IFN-y, I'IFN-ao/p ou I’IL-15. Cependant aucune expression constitutive
de TRAIL n’est détectée sur les cellules NK non activées (Zamai, L. et al. 1998; Sato, K. et al. 2001;
Smyth, M.J. et al. 2003). Chez ’homme quatre récepteurs membranaires de TRAIL (TRAIL-R1 a R4)
et un récepteur soluble (TRAIL-RS5) ont été identifiés. Seuls TRAIL-R1 (DR4) et TRAIL-R2 (DRSY)
sont capables d’induire la transduction du signal aboutissant a 1’apoptose (Abdulghani, J. and El-
Deiry, W.S. 2010). Les autres récepteurs pourraient servir de leurre, permettant ainsi de réguler la
mort cellulaire médiée par TRAIL (Degli-Esposti, M. 1999). Au méme titre que la perforine et Fas-L,
TRAIL est en partie responsable de I’activité cytotoxique des cellules NK vis-a-vis de cellules
tumorales sensibles a TRAIL (Smyth, M.J. et al. 2001a; Takeda, K. et al. 2001). La neutralisation de
TRAIL accentue le développement tumoral de fibrosarcomes chez la souris ayant recu une injection de
3-méthylcholanthréne et 1’effet protecteur de TRAIL est en partie médié par les cellules NK et est
totalement dépendant de la production d’IFN-y par les cellules immunitaires (Cretney, E. et al. 2002;
Takeda, K. et al. 2002). L’IFN-y est capable de moduler la réponse anti-tumorale de TRAIL, non
seulement en régulant I’expression de TRAIL a la surface des cellules effectrices mais, également en
sensibilisant les cellules tumorales a la cytotoxicité médiée par TRAIL (Smyth, M.J. et al. 2003). La
transduction du signal qui induit 1’apoptose de la cellule cible est similaire a celle de la voie Fas/Fas-L.
Ainsi, dans les cellules cibles de type I, la fixation de TRAIL sur TRAIL-R1 ou TRAIL-R2 provoque
la trimérisation du récepteur et le recrutement de FADD qui conjointement avec la caspase 8 ou la
caspase 10 forment le DISC (Walczak, H. and Haas, T.L. 2008). Ces caspases activent alors
directement les caspases effectrices, dont la caspase 3, qui induisent la mort de la cellule cible
(Abdulghani, J. and El-Deiry, W.S. 2010). Dans les cellules de type II, les caspases 8 et 10 clivent Bid
en tBid qui engendre I’apoptose de la cellule cible via la voie dépendante de la mitochondrie

(Falschlehner, C. et al. 2009; Abdulghani, J. and El-Deiry, W.S. 2010) (Figure 52).
iii. Les cellules NK dans I’immunité innée et adaptative

Les cellules NK de par leur production de chimiokines et de cytokines sont capables de
moduler la réponse immunitaire. Certaines cellules de la réponse immune peuvent également étre

régulées suite a un contact direct avec les cellules NK.
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- La production de chimiokines et de cytokines

Les chimiokines

In vitro, les cellules NK humaines circulantes non stimulées produisent les chimiokines CCLA4,
CCLS et CCL22 et leur sécrétion est accrue en réponse a I’activation des cellules NK par diverses
cytokines (Andrew, D.P. et al. 1998; Fehniger, T.A. et al. 1998). Les cellules NK sécrétent également
d’autres chimiokines CCL1, CCL4 et CXCLS apres stimulation in vitro par des cytokines, par ULBP
ou par des intégrines (Somersalo, K. et al. 1994; Fehniger, T.A. et al. 1998; Nieto, M. et al. 1998;
Cosman, D. et al. 2001). Les chimiokines sécrétées permettent le recrutement d’autres types cellulaires
tels que les LT CD4 et les LT CD8. En effet, le surnageant de cellules NK, préalablement activées par
la combinaison d’IL-2 avec un anticorps anti-CD16, induit la migration in vitro des LT CD4 et des LT
CDS. Le CXCL8 est en partie responsable de I’engagement des lymphocytes T puisque sa
neutralisation avec un anticorps anti-CXCL8 inhibe de 60% cette migration (Somersalo, K. et al.
1994). Ces différentes chimiokines sont également impliquées dans le recrutement d’autres cellules
NK. L’interaction des cellules NK avec les cellules cibles K562 stimule la production de CCL3, CCL4
et CCL5 et aboutit ainsi a une migration élévée des cellules NK (Nieto, M. et al. 1998). Par
conséquent, de par leur production de chimiokines, les cellules NK participent non seulement a

1”établissement mais aussi a I’amplification de la réponse immune.

Les cytokines

Parmi les cellules NK, les cellules NK CD56™€" sont la principale source de cytokines pro-
inflammatoires et immunosuppressives dont ’[FN-y, le TNF-, I'IL-10, I’IL-13 et le GM-CSF. Apres
activation, les cellules NK CD56%™ sont également capables de sécréter ces cytokines mais, en trés
faibles quantités (Cooper, M.A. et al. 2001a; Cooper, M.A. et al. 2001b). La co-culture de cellules NK
avec des macrophages, préalablement activés par du lipopolysaccharide pour la prodution de cytokines
telles que I’[L-12, I’[L-15 et I’IL-18, induit une forte production d’IFN-y par les cellules NK CD56""
comparativement aux cellules NK CD56%™ (Cooper, M.A. et al. 2001a; Cooper, M.A. et al. 2001b). La
production de cytokines de ces deux sous-populations de cellules NK a également été étudiée apres
activation par le PMA et I’ionomycine, un cocktail activateur des lymphocytes dont I’effet est
indépendant des récepteurs de cytokines. Dans ces conditions, les cellules CD56™" produisent
davantage d’IFN-y, de TNF-B et de GM-CSF que les cellules NK CD56%™ Cela suggére que les
cellules CD56™€" ont une capacité intrinséque a produire de forts taux de cytokines comparativement
aux cellules NK CD56™ (Cooper, M.A. et al. 2001a; Cooper, M.A. et al. 2001b). La fonction majeure
des cellules NK CD56™" durant la réponse immune innée in vivo serait donc de fournir aux CPA
dont les macrophages, de I’I[FN-y ainsi que d’autres cytokines. Cela induirait la production de

cytokines par les CPA qui activeraient a leur tour les cellules NK. Cette boucle positive de production
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cytokinique permettrait le contrdle efficace de I’infection (Cooper, M.A. et al. 2001a) (Figure 53).
Selon le type de stimulation, les cytokines produites par les cellules NK CD56™" sont différentes.
Ainsi, I’IL-12 et I’'IL-18 constituent le stimulus optimal pour la production d’IFN-y, alors que I’'IL-15
et I’'IL-18 provoquent une sécrétion maximale de GM-CSF. Enfin, I’IL-12 conjointement avec 1’IL-15
induisent une expression optimale d’IL-10 par les cellules CD56™¢" (Cooper, M.A. et al. 2001a;
Cooper, M.A. et al. 2001b). Ceci suggere que la production de cytokines aprés une infection est du
point de vue quantitatif et qualitatif importante dans la réponse sécrétoire cytokinique des cellules NK.
Une classification des cellules NK basée sur le profil de sécrétion cytokinique a ég alement été
proposée et permet de distinguer deux sous-populations : les cellules NK1 et NK2 (Peritt, D. et al.
1998; Deniz, G. et al. 2002). In vitro, les cellules NK1 et NK2 sont obtenues aprés culture dans les
conditions similaires a celles utilisées pour la différenciation des LT respectivement en lymphocytes T
helper 1 (Th1) ou en lymphocytes T helper 2 (Th2). Les cellules NK1 et NK2 activées par le PMA et
I’ionomycine ou un a nticorps anti-CD16 sécrétent la méme quantité de TNF-a et de GM-CSF. En
revanche, les cellules NK1 produisent davantage d’IFN-y et d’IL-10 et les cellules NK2 sécrétent des
quantités plus importantes d’IL-13 et d’IL-5 (Peritt, D. et al. 1998). Cette différenciation en sous-
populations NK1 et NK2 est également observée in vivo avec la présence au niveau circulant de
cellules NK sécrétrices d’IFN-y mais, n’exprimant quasiment pas I’IL-4, I’IL-5 et I’IL-13 et des
cellules NK2 non sécrétrices d’IFN-y mais, produisant de 1’'IL-4, de I’IL-5 et de I’'IL-13. Concernant
I’activité cytotoxique, ces deux types de cellules lysent de fagon similaire les cellules cibles K562
(Deniz, G. et al. 2002). Cette division des cellules NK en sous-population NK1 et NK2 est tout de
méme a considérer avec précaution puisque cette nomenclature est restreinte a quelques études. L une
d’entre elle réfute cette division et suggere plutdt que le profil de sécrétion de cytokines des cellules

NK serait modifié au cours de leur développement (Loza, M.J. and Perussia, B. 2001).
- Les interactions avec les cellules dendritiques

Les interactions avec les iDC

Aprés recrutement au niveau des sites inflammatoires par différentes chimiokines, les cellules
NK peuvent interagir avec d’autres acteurs de la réponse immune innée dont les cellules dendritiques
(Moretta, A. et al. 2005). Ces interactions, qui modulent les fonctions des cellules NK, peuvent étre
soit directes avec un contact cellule-cellule soit indirectes via la production de cytokines (Trinchieri,
G. 2003; Cooper, M.A. et al. 2004; Walzer, T. et al. 2005). Par exemple, aprés contact entre une DC
myéloide ou mature (mDC) et une cellule NK, la mDC sécréte de 1’IL-12 qui stimule la production
d’IFN-y et la cytotoxicité de la cellule NK (Trinchieri, G. 2003). Une fois activées les cellules NK ont
la capacité de lyser les cellules DC immatures (iDC) (Cooper, M.A. et al. 2004; Walzer, T. et al. 2005)
qui sous-expriment les molécules du CMH de classe I. En d’autres termes, aprés internalisation de

I’antigéne, les cellules DC deviennent matures et expriment plus de molécules de CMH de type I que
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les iDC ce qui les rend résistantes a la lyse par les cellules NK activées (Ferlazzo, G. et al. 2003).
Toutefois, une étude montre que la lyse des iDC n’est pas une fonction commune a toutes les cellules
NK mais, est plutot la propriété d’une population de cellules NK caractérisées par le phénotype de
surface KIRCD94/NKG2A" (Della Chiesa, M. et al. 2003). Le récepteur CD94/NKG2A reconnait des
molécules non classiques du CMH de classe I, les HLA-E, qui sont sous-exprimées dans les iDC
(Della Chiesa, M. et al. 2003). Durant le processus de maturation, les cellules DC sur-expriment
¢galement des molécules co-stimulatrices de la famille B7 et des récepteurs de chimiokines tel que
CCR7. L’expression de ces molécules joue un role crucial dans la migration des cellules DC vers les
nceuds lymphatiques et dans la présentation des antigénes aux LT (Sallusto, F. and Lanzavecchia, A.
1999). 1l a été suggéré, que la lyse des cellules DC par les cellules NK permettrait un maintien
quantitatif et qualitatif du taux de cellules DC matures. Les cellules DC exprimant peu de molécules
de CMH de classe I seront donc éliminées par les cellules NK (Moretta, A. 2005). Ainsi, les cellules
NK peuvent prévenir la survie de cellules DC défectueuses qui, aprés expression de CCR7 et
migration dans les nceuds lymphatiques, peuvent induire une présentation d’antigéne inappropriée aux
LT provoquant ainsi une réponse de type Th2 (Moretta, A. 2005). En effet, la déplétion, in vivo, des
cellules NK via des anticorps induit une stimulation de la réponse de type Th2 au détriment de la
réponse de type Thl (Coudert, J.D. et al. 2002; Byrne, P. et al. 2004). Les récepteurs NKp30 et
« DNAX accessory molecule-1 » (DNAM-1) exprimés ala surface des cellules NK jouent un réle
majeur dans la lyse des iDC (Arnon, T.I. et al. 2006; Pende, D. et al. 2006) (Figure 54). Leur blocage
par des anticorps réduit fortement la lyse des iDC par les cellules NK (Arnon, T.I. et al. 2006; Pende,
D. et al. 2006). De plus, chez des patients atteints de leucémie myéloide aigue ou de syndrome
d’immunodéficience acquise (SIDA), les cellules NK sous-expriment le récepteur NKp30 (Costello,
R.T. et al. 2002; Mavilio, D. et al. 2005) et présentent par conséquent un défaut de lyse des iDC
(Fauriat, C. et al. 2005; Mavilio, D. et al. 2006). L’¢élimination des cellules iDC par les cellules NK est
¢galement inhibée par le TGF-B qui réduit I’expression de NKp30 a la surface des cellules NK
(Castriconi, R. et al. 2003).

Outre la lyse des iDC, les cellules NK sont également capables d’induire la maturation des
iDC lors de leurs interactions (Moretta, A. 2005). In vitro, les effets des cellules NK sur les iDC sont
dépendants du ratio NK/DC. Ainsi, de faibles ratios NK/DC (1/1 a environ 5/1) n’entrainent pas la
lyse des iDC mais, leur maturation, alors que des ratios élévés (a partir de 10/1) induisent une lyse

importante des iDC (Wilson, J.L. et al. 1999; Piccioli, D. et al. 2002).

Comme pour la lyse des iDC, la capacité des cellules NK a induire la maturation des iDC est
dépendante du récepteur NKp30. En effet, aprés un contact entre une cellule NK et une iDC,
I’engagement du récepteur NKp30 provoque la production de TNF-a et d’IFN-y par les cellules NK,

cytokines qui favorisent la maturation de la cellule iDC. Le blocage durécepteur NKp30 par un

51






Etude bibliographique

anticorps inhibe fortement la maturation des iDC. De plus, des iDC cultivées dans du surnageant issu
de la culture de cellules NK stimulées via le NKp30 deviennent matures et cet effet est neutralisé avec
un anticorps anti-TNF-o (Figure 54). De fagon similaire ala lyse des cellules iDC par les NK, la
maturation des iDC est strictement effectuée par les cellules NK KIR CD94/NKG2A™ (Vitale, M. et al.
2005).

Les interactions avec les mDC

Comme nous I’avons vu précédent, aprés une interaction entre une mDC et une cellule NK, la
mDC sécreéte de I'IL-12 qui stimule la production d’IFN-y et la cytotoxicit¢ de la cellule NK
(Trinchieri, G. 2003). Le complexe IL-15/IL-15Ra présent a la surface des cellules mDC permet
¢galement I’activation des cellules NK via une trans-présentation. n vitro, I’activation de DC murines
avec des ligands des récepteurs « Toll-like » (TLR) induit la formation de complexes pré-assemblés
IL-15/IL-15Ra a Pintérieur du réticulum endoplasmique. Ces complexes sont ensuite libérés et
retrouvés a la surface des DC. Des DC activées de souris déficientes en IL-15 ou IL-15Ra n’induisent
pas la production d’IFN-y par les cellules NK de souris sauvages. D’ou I’importance des complexes
IL-15/IL-15Ra a la surface des DC dans I’activation des cellules NK (Mortier, E. et al. 2008). Outre
I’activation des cellules NK, ce complexe est également impliqué dans leur survie. En effet, les
cellules NK de souris sauvages meurent lorsqu’elles sont transférées dans des souris déficientes en IL-
15Ra, alors que les cellules NK de souris déficientes en IL-15Ra survivent une fois transférées dans
des souris sauvages (Koka, R. et al. 2003). Par ailleurs, le blocage d’IL-15Ra par un anticorps induit
I’apoptose des cellules NK humaines apres interaction avec des mDC (Brilot, F. et al. 2007). D’autres
études suggerent également que la frans-présentation du c omplexe IL-15/IL-15Ra par les cellules
mDC contribue au développement et ala différenciation des cellules NK (Huntington, N.D. et al.

2009; Mortier, E. et al. 2009).

Les interactions avec les pDC

La co-culture de cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) stimulées, par I’IL-3+CpG ou le
virus influenza inactivé, et de cellules NK se traduit par une élévation de la cytotoxicité des cellules
NK vis-a-vis de différentes cellules cibles cancéreuses (K562, FO-1...). Cette interaction provoque
¢galement I’expression du marqueur d’activation CD69 a la surface des cellules NK. Ces dernicres
cultivées dans du surnageant de culture de pDC activées présentent les mémes caractéristiques. Cela
suggere que ’activation et I’amplification de la cytotoxicité sont dues a la sécrétion de facteurs
solubles par les pDC. De plus, I’expression du CD69 par les cellules NK est fortement réduite en
présence d’un anticorps anti-TNF suggérant un role important de cette cytokine dans 1’activation des
cellules NK (Gerosa, F. et al. 2005; Romagnani, C. et al. 2005). La prolifération des cellules NK

CD56™E" est également stimulée aprés contact avec des pDC. Cet effet étant fortement inhibé lorsque
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les cellules NK et les pDC sont séparées par une membrane semi-perméable ; un contact direct entre
les deux types cellulaires est donc nécessaire as timulation de la prolifération des cellules NK

(Romagnani, C. et al. 2005).
- Les interactions entre les cellules NK et les lymphocytes T

Les interactions avec les lymphocytes effecteurs

Comme nous I’avons vu précédemment (cf paragraphe traitant des cellules NK), les cellules
NK peuvent interagir directement avec les LT CD4 et fournir a ces cellules des signaux de co-
stimulation nécessaires a leur prolifération et a la production d’IFN-y (Zingoni, A. et al. 2004). Par
ailleurs, les cellules NK peuvent également jouer le role de CPA et ainsi directement réguler
I’activation des LT. En effet, aprés activation par des cellules tumorales ou infectées par des virus, les
cellules NK sur-expriment les molécules du CMH de classe II et différents ligands co-stimulateurs du
TCR (Hanna, J. et al. 2004) (Figure 55). L’analyse des cellules NK de tissus inflammés tels que les
amygdales confirme qu’en situation pathologique une sur-expression de ces molécules permettant

I’activation des LT est également observée in vivo (Hanna, J. et al. 2004).

Méme si les cellules NK stimulent les LT aprés un contact direct, elles interagissent
essenticllement avec eux via la sécrétion de cytokines et les interactions NK/DC. En effet, dans les
nceuds lymphatiques, I’'IFN-y sécrété par les cellules NK apres interaction avec les mDC conduit a la
polarisation de type Thl des lymphocytes (Martin-Fontecha, A. et al. 2004). De plus, la déplétion des
cellules NK, induite in vivo par des anticorps, provoque une stimulation lymphocytaire de type Th2 au
détriment de la réponse de type Thl (Coudert, J.D. et al. 2002; Byrne, P. et al. 2004; Martin-Fontecha,
A. et al. 2004). Les cellules NK activées, par la présence d’une tumeur ou d’ une infection virale,
produisent de I’'IFN-y qui a son tour stimule la production d’IL-12 par les DC, aboutissant alors a une
réponse T CD8" cytotoxique (Wong, J.L. et al. 2011). Selon les cytokines sécrétées durant la réponse
immune innée, les cellules NK peuvent influencer différemment la polarisation des lymphocytes T
CD4" naifs (Agaugue, S. et al. 2008). En effet, aprés une co-culture en présence de cellules NK
activées avec de I’'IL-12, les DC misent en culture avec des LT CD4+ naifs se transforment en cellules
de type Thl (Agaugue, S. et al. 2008). En revanche, a la suite d’une co-culture avec des cellules NK
activées par de I’'IL-18 ou de I’'IL-4, les DC sont incapables de polariser les LT CD4+ naifs en
lymphocytes de type Thl. Toutefois, la co-culture de cellules NK activées avec de 1’IL-18, de DC et
de LT CD4+ naifs méne a la polarisation de type Thl suite a la production d’IL-2 par les LT CD4+
naifs en réponse a I’interaction avec les DC. Cette sécrétion d’IL-2 pourrait contribuer a la production
d’IFN-y par les cellules NK qui induit la polarisation des LT en cellules de type Thl (Agaugue, S. et
al. 2008).
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Les interactions avec les lymphocytes T régulateurs (LTreg)

Tous les lymphocytes T ne participent pas a I’immunité anti-tumorale. Une sous population de
LT exprimant le CD25 et le facteur de transcription Foxp3, appelée cellules T régulatrices (Treg), joue
un role important dans 1’auto-immunité en inhibant la réponse immunitaire (Takahashi, T. and
Sakaguchi, S. 2003). De plus, en situation de cancer ces cellules participent a I’échappement tumoral
en empéchant I’action des cellules immunes anti-tumorales dont les cellules NK (Curiel, T.J. et al.
2004; Ghiringhelli, F. et al. 2006). Des cellules NK humaines co-cultivées avec des Treg et des
monocytes pré-incubés avec le vaccin de la grippe afin de mimer la stimulation par les CPA in vivo,
ont une activité lytique inhibée (Trzonkowski, P. et al. 2004). De méme, les cellules NK de patients
avec des tumeurs stromales gastro-intestinales mises en culture avec des Treg ont une cytotoxicité
diminuée comparativement aux cellules NK co-cultivées avec des LT conventionnels (Ghiringhelli, F.
et al. 2005a). Malgré la présence de Treg, la cytotoxicité des cellules NK est restaurée lorsque celles-ci
sont activées par de I’IL-2, de I’'IL-4, de I’IL-7 ou de I’IL-12. De plus, la production d’IFN-y par les
cellules NK en présence d’IL-2 et d’IL-15 n’est pas inhibée par les LTreg, alors que, les cellules NK
stimulées par I’IL-12 ont une sécrétion d’IFN-y réduite en présence de ces cellules (Ghiringhelli, F. et
al. 2005a). In vivo, la déplétion de LTreg avec un anticorps anti-CD25 dans des souris inoculées avec
des cellules tumorales amplifie le rejet des cellules cancéreuses (Smyth, M.J. et al. 2006; Simon, A.K.
et al. 2007). Cet effet est dii aux cellules NK puisqu’une déplétion des cellules NK et des LTreg abolit
le rejet des cellules tumorales (Smyth, M.J. et al. 2006). Par ailleurs, la présence de LTreg réduit le
nombre de cellules NK recrutées au niveau du site tumoral (Simon, A.K. et al. 2007). Les effets
suppressifs des LTreg sur la cytotoxicité des cellules NK sont principalement dus a la sous-expression
de NKG2D, médiée par le TGF-f, a la surface des cellules NK (Ghiringhelli, F. et al. 2005a; Smyth,
M.J. et al. 2006). En effet, les LTreg expriment a leur surface le TGF-B et ’utilisation d’un anticorps
anti-TGF-P restaure 1’activité cytotoxique des cellules NK en présence de LTreg (Ghiringhelli, F. et al.
2005a; Smyth, M.J. et al. 2006). Les cellules NK co-cultivées avec des LTreg sous-expriment le
récepteur activateur NKG2D et I’ajout d’un anticorps anti-TGF-§ maintient une expression normale de
NKG2D (Ghiringhelli, F. et al. 2005a). Certaines cellules cibles (K562, GIST882) utilisées dans ces
études expriment des ligands de NKG2D. Le blocage de ce récepteur est associé a une moindre
cytotoxicité des cellules NK vis-a-vis de ces cibles suggérant que la sous-expression de NKG2D dans
les cellules NK induite par le TGF-p des LTreg serait impliquée dans la réduction de I’activité lytique
des cellules NK (Ghiringhelli, F. et al. 2005a). D’autres études suggerent que I’inhibition de I’activité
cytotoxique des cellules NK par les Treg ne serait pas due a un contact direct entre Treg et cellules NK
mais, résulterait d’une suppression de la production d’IL-2 par les LT conventionnels (Shimizu, J. et

al. 1999; Romagnani, C. et al. 2005).
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II) Les mécanismes d’échappement des tumeurs a ’immunosurveillance

Le systeme immunitaire exerce trois roles majeurs dans la prévention des cancers. Tout
d’abord, il protege 1’hote des infections virales induisant un cancer par I’élimination de ces virus.
Ensuite, il prévient 1’établissement d’un environnement inflammatoire qui facilite la cancérogenése en
¢liminant les pathogenes et en luttant contre I’inflammation. Enfin, le systéme immunitaire ¢limine les
cellules néoplasiques dans certains tissus. En effet, les cellules transformées expriment souvent des
ligands des récepteurs activateurs des cellules de I’'immune innée mais, aussi des antigénes qui
peuvent étre reconnus par les récepteurs des lymphocytes de I’immunité adaptative (Schreiber, R.D. et
al. 2011; Vesely, M.D. et al. 2011). Toutefois, certaines cellules tumorales échappent a c ette
immunosurveillance, ce phénoméne correspond au concept « d’immunoediting ». Ceci implique une
phase de reconnaissance et de stabilisation de la tumeur par des effecteurs immuns, phase durant
laquelle les cellules tumorales sont soumises a une pression de sélection par le systéme immunitaire, et
une phase d’échappement ou la tumeur est hors de portée du systéme immunitaire (Figure 56)
(Schreiber, R.D. et al. 2011; Vesely, M.D. et al. 2011). Afin d’échapper a la vigilance anti-tumorale,
les tumeurs ont mis en place différents mécanismes dont certains seront présentés ci-apres (Figure

57).

II-1 Mécanismes d’échappement tumoral li€es a des modifications membranaires des

cellules tumorales

II-1-1 Perte ou diminution de 1’expression des molécules du CMH de classe |

L’échappement tumoral a la réponse immune peut résulter d’anomalies de la présentation des
antigénes par les molécules du CMH de classe I a la surface des cellules tumorales (Garcia-Lora, A. et
al. 2003; Aptsiauri, N. et al. 2007). En effet, le processus d’immunosélection associé¢ aux instabilités
génétiques inhérentes a toutes les cellules tumorales induit des cellules transformées qui synthétisent
peu de molécules du CMH de classe I ou qui ont une voie d’apprétement des antigénes déficiente
(Khong, H.T. and Restifo, N.P. 2002). Plusieurs phénotypes d’altération de 1’expression des molécules
du CMH de classe I concourrent & une perte totale ou partielle de ces molécules a la surface des
cellules tumorales (Ruiz-Cabello, F. and Garrido, F. 1998; Seliger, B. et al. 2002). Ces différents
phénotypes induisent 1’inhibition de la cytotoxicité des LT CDS8 sur les cellules tumorales et par
conséquent peuvent favoriser 1’expansion tumorale (Garcia-Lora, A. et al. 2003; Aptsiauri, N. et al.
2007). Toutefois, la perte totale des molécules du CMH de classe I ne favorise pas nécessairement le
développement tumoral car elle augmente 1’efficacité des cellules NK en I’absence de signaux
inhibiteurs induits par la reconnaissance du CMH de type I (Arpinati, M. et al. 2003; Garcia-Lora, A.
et al. 2003; Watson, N.F. et al. 2006). En effet, dans un modéle murin de cancer colorectal, les souris

porteuses de tumeurs exprimant le CMH de classe I ont un taux de survie identique a celui des souris
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avec des tumeurs n’exprimant pas de molécule du CMH de type I (Watson, N.F. et al. 2006). Ceci
suggere un effet cytotoxique des cellules NK sur les deux types de tumeurs. Cependant, les tumeurs
avec une expression partielle du CMH de classe I sont associées a un mauvais pronostic en lien avec
I’inhibition des cellules T et des cellules NK. En effet, cette expression partielle du CMH de type I non
seulement inhibe les cellules NK via leurs récepteurs inhibiteurs qui reconnaissent le CMH de classe 1

mais, n’est pas suffisante pour activer les LT CD8 (Watson, N.F. et al. 2006; Aptsiauri, N. et al. 2007).

II-1-2 Expression tumorale de protéines de la famille du TNF

Comme nous I’avons vu précédemment, les LT CD8 cytotoxiques et les cellules NK
expriment Fas-L et TRAIL et I’interaction de ces ligands avec leurs récepteurs de mort (Fas et TRAIL-
R) présentés par la cellule cible induit I’apoptose de cette derniére (Smyth, M.J. et al. 2001a; Takeda,
K. et al. 2001; Barry, M. and Bleackley, R.C. 2002; Chavez-Galan, L. et al. 2009). Cependant
différentes cellules tumorales sont résistantes a ce type d’apoptose. Cela est di a I’expression par la
tumeur de formes mutées inactives des récepteurs de mort Fas et TRAIL-R (Shin, M.S. et al. 2001;
Takahashi, H. et al. 2006). La mutation de Fas semble étre impliquée dans 1’agressivité des cancers
métastasiques humains. En effet, chez un patient atteint d’une leucémie, une mutation du géne Fas a
¢été détectée sur les cellules cancéreuses métastatiques et non sur les cancers primaires. De plus, les
métastases sont résistantes au traitement avec un anticorps anti-Fas alors que les cellules cancéreuses

primaires sont lysées (Maeda, T. et al. 1999).

Certaines cellules tumorales expriment également Fas-L et sont ainsi capables d’induire la
mort des lymphocytes T activés présentant le récepteur Fas (Strand, S. et al. 1996; Gastman, B.R. et al.
1999). Les cellules tumorales sont donc capables de contre-attaquer en lysant les LT. Différentes
¢tudes démontrent que 1’expression de Fas-L par les cellules tumorales est associée a une apoptose

accrue des LT infiltrés dans la tumeur (Gastman, B.R. et al. 1999; Koyama, S. et al. 2001).

II-1-3 Expression des molécules HLA-G et HLA-E

La molécule HLA-G est exprimée dans différents types de cancers tels que le cancer
mammaire, pulmonaire et colique (Fukushima, Y. et al. 1998; Urosevic, M. et al. 2001; Lefebvre, S. et
al. 2002). Elle peut se lier aux récepteurs KIR2DL4, ILT-2 et ILT-4 des cellules NK et au récepteur
ILT-2 des LT C D8 (Colonna, M. et al. 1998; Navarro, F. et al. 1999; Ponte, M. et al. 1999;
Rajagopalan, S. and Long, E.O. 1999). Ainsi, la molécule HLA-G permet aux cellules tumorales
d’inhiber les fonctions cytotoxiques des cellules NK et des LT CD8 (Le Gal, F.A. et al. 1999; Riteau,
B. et al. 2001).

La molécule HLA-E est exprimée dans différentes lignées cancéreuses dont la plupart sont

d’origine hématologique (Marin, R. et al. 2003). Elle est capable de se fixer sur le récepteur inhibiteur
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CD94/NKG2A présent a la surface des cellules NK, des LTyd et de certains LT CDS, induisant ainsi
une inhibition de la lyse des cellules cancéreuses par ces cellules immunitaires effectrices (Le Drean,
E. et al. 1998; Derre, L. et al. 2006). En effet, I’utilisation d’un anticorps anti-CD94/NKG2A restaure
I’activité cytotoxique des LT CD8 (Speiser, D.E. et al. 1999; Derre, L. et al. 2006).

II-1-4 Réduction ou surexpression des ligands de NKG2D

Comme nous I’avons vu précédemment, le récepteur activateur NKG2D est exprimé par les
cellules NK. II est également présent a la surface des LT CD8, des LTyd et des cellules NKT ou,
comme pour les cellules NK, il reconnait des ligands exprimés par les cellules stressées tels que MIC

A, MIC B, ULBP et H60 (Nausch, N. and Cerwenka, A. 2008).

Différentes stratégies ont été mises en place par les cellules tumorales pour prévenir 1I’apoptose
médiée par le récepteur activateur NKG2D. La plus utilisée est la sous-expression des ligands de
NKG2D (Guerra, N. et al. 2008; McGilvray, R.W. et al. 2009). Celle-ci résulterait de la sécrétion de
TGF-p par la tumeur ou les cellules du micro-environnement tumoral et de la protéolyse du domaine
extracellulaire des ligands de NKG2D par des métalloprotéases ou la disulphide-isomérase ERpS
(Eisele, G. et al. 2006; Kaiser, B.K. et al. 2007). De plus, il a été rapporté que 'IFN-y et I’'IFN-a
seraient impliqués dans la réduction de I’expression sur des sarcomes de H60, ligand de NKG2D (Bui,

J.D. et al. 2006).

D’autres tumeurs utilisent une stratégie inverse en sur-exprimant les ligands de NKG2D
(McGilvray, R.W. et al. 2010). Ce concept est resté relativement mal compris jusqu’a 1’utilisation de
souris transgéniques exprimant constitutivement les ligands de NKG2D, Rae-1 et MIC A (Oppenheim,
D.E. et al. 2005; Wiemann, K. et al. 2005). Chez ces animaux, I’expression de NKG2D a la surface
des cellules NK et des LT CDS8 est fortement réduite d’otu une moindre réponse anti-tumorale
(Oppenheim, D.E. et al. 2005; Wiemann, K. et al. 2005). De forts taux plasmatiques de MIC A sont
détectés dans ces souris transgéniques (Wiemann, K. et al. 2005) et la forme soluble de MIC A
provoque non seulement une diminution de I’expression de NKG2D a la surface des LT mais, aussi
une réduction de leur activation (Groh, V. et al. 2002). L’expression de NKG2D sur les cellules
immunes des souris sauvages n’est pas affectée par la forme soluble de MIC A isolée a partir du sérum
de souris transgéniques. Cela suggére que la diminution de NKG2D chez ces animaux pourrait étre
causée par 1’exposition persistante des cellules immunes a MIC A (Oppenheim, D.E. et al. 2005). Une
exposition chronique des cellules NK aux ligands de NKG2D réduit non seulement 1’expression du
récepteur NKG2D mais, ¢galement 1’expression des protéines adaptatrices DAP10 et DAP12 de
NKG2D (Coudert, J.D. et al. 2005). Par conséquent, chez les souris transgéniques MIC A et Rae-1, la
diminution de I’expression de NKG2D sur les cellules immunes pourrait étre due a une internalisation

du récepteur (Oppenheim, D.E. et al. 2005; Wiemann, K. et al. 2005) et a une réduction du taux des
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protéines adaptatrices DAP10 et DAP12 (Coudert, J.D. et al. 2005). L’IFN-y et le TGF-f sécrétés par
la tumeur ou les cellules du micro-environnement tumoral contribuent également a 1’inhibition de
I’expression de NKG2D sur les cellules NK (Castriconi, R. et al. 2003; Zhang, C. et al. 2005; Song, H.
et al. 2006).

II-2 L’échappement tumoral lié¢ aux effecteurs immuns

II-2-1 Lymphocytes Treg

En situation physiologique, la principale fonction des LTreg est de limiter I’auto-immunité et
I’inflammation (Takahashi, T. and Sakaguchi, S. 2003). Les marqueurs les plus pertinents pour
caractériser ces cellules sont le facteur de transcription Fox3p associé¢ a I’expression du C D25
(Fontenot, J.D. et al. 2003). La perte de fonction du géne Fox3 chez les souris et chez ’homme induit
une auto-immunité touchant différents organes et la déplétion des LTreg chez les souris aboutit
également a une auto-immunité sévére et fatale (Bennett, C.L. et al. 2001; Kim, J.M. et al. 2007).
Comme nous I’avons vu précédemment les LTreg sont capables d’inhiber les fonctions des cellules
NK mais, ils peuvent également réduire 1’activation des LT CD4 et CD8. Dans le micro-
environnement tumoral, les LTreg contribuent a I’échappement des cellules cancéreuses au systéme
immunitaire (Somasundaram, R. et al. 2002; Fu, J. et al. 2007). Ils sont capables d’inhiber la réponse
immune anti-tumorale non seulement par la sécrétion d’IL-10 et de TGF-p (Somasundaram, R. et al.
2002; Strauss, L. et al. 2007) mais, aussi par la lyse des cellules NK et des LT CDS8 via la voie
perforine/granzymes (Cao, X. et al. 2007). De nombreuses ¢tudes décrivent un pourcentage élevé de
cellules Treg dans le sang ou les infiltrats lymphocytaires chez des patients atteints de différents types
de cancer tel que le cancer du sein (Curiel, T.J. et al. 2004; Li, C.H. et al. 2011). De plus, la présence
des LTreg est la plupart du temps associée & un mauvais pronostic (Curiel, T.J. et al. 2004). Au niveau
du site tumoral, les cellules Treg pourraient étre issues des LT CD4 (Walker, M.R. et al. 2003). Cette
conversion semble dépendante du micro-environnement tumoral riche en iDC et en cytokines du type
TGF- et IL-10. En effet, la stimulation des LT CD4 par des iDC permet la conversion des LT CD4 en
cellules Treg (Kretschmer, K. et al. 2005). De plus, les iDC et les cellules tumorales peuvent sécréter
de I’IL-10 et du TGF-p favorisant ainsi la formation des LTreg a partir des LT CD4 (Ghiringhelli, F. et
al. 2005b; Kretschmer, K. et al. 2005).

II-2-2 Macrophages associés aux tumeurs

En situation physiologique, les macrophages de phénotype M1 activés par de I’IFN-y exercent
une activité anti-tumorale et causent des dommages aux tissus environnants (Mantovani, A. et al.
2002). Les macrophages associés au tumeur encore appelés « tumor-associated macrophages » (TAM)

ont un phénotype M2 et représentent la composante inflammatoire majoritaire du micro-
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environnement tumoral (Mantovani, A. et al. 2002). Ils sont impliqués dans le remodelage et la
réparation tissulaires, I’immunorégulation et le développement tumoral (Mantovani, A. et al. 2002).
Les molécules sécrétées par la tumeur ou les cellules du micro-environnement telles que I’IL-10, le
TGF-B et le « colony-stimulating factor 1 » (CSF-1) orientent les macrophages vers le phénotype M2
caractéristique des TAM (Mantovani, A. and Sica, A. 2010; Sica, A. 2010) (Figure 58). Le CSF-1 est
un facteur de croissance et de différenciation des macrophages et peut étre sur-exprimé par les tumeurs
du sein, de la prostate, des ovaires et de 1’utérus (Kacinski, B.M. 1995; Chambers, S.K. et al. 1997).
Chez des souris déficientes pour le CSF-1, il est observé une moindre accumulation des macrophages
au niveau de la tumeur, un ralentissement de la progression tumorale et une inhibition des capacités
métastasiques des cellules tumorales, illustrant le role des TAM dans le développement tumoral (Lin,
E.Y. et al. 2001). Des études cliniques ont montré une association étroite entre 1’accumulation de
TAM et le mauvais pronostic des patients atteints de cancer du sein, de la prostate, du colon et du col
de I'utérus (Leek, R.D. et al. 1996; Bingle, L. et al. 2002). Les chimiokines jouent un réle important
dans le recrutement des monocytes au niveau des tissus néoplasiques (Mantovani, A. 1999). La
chimiokine CCL2 fréquemment produite par différents types de cellules cancéreuses (Mantovani, A.
1999; Mantovani, A. et al. 2002), attire non seulement les monocytes au niveau du site tumoral mais,
stimule également leur survie et leur différenciation en TAM (Leek, R.D. et al. 1996; Roca, H. et al.
2009). Au niveau intra-tumoral, les TAM ont une faible capacité a présenter I’antigéne et a produire de
I’IL-12 et ils inhibent 1’activation et la prolifération des LT par la sécrétion d’IL-10, de TGF-f et de
prostaglandine E2 (PGE2) (Sica, A. et al. 2000; Balkwill, F. and Mantovani, A. 2001). Ces
macrophages sur-expriment également quelques genes spécifiques au type M2 tel que I’arginase |
(Biswas, S.K. et al. 2006). L’effet de cette enzyme sur le développement tumoral sera détaillé
ultérieurement. La migration des macrophages est réduite dans les conditions d’hypoxie (Grimshaw,
M.J. and Balkwill, F.R. 2001), et les TAM ne sont pas mobilisés dans les zones tumorales non
vascularisées (Leek, R.D. et al. 1996; Leek, R.D. et al. 1999). Cependant, ils favorisent la croissance
des vaisseaux sanguins et de ce fait participent au développement tumoral en exprimant les facteurs de
transcription « hypoxia-inducible factor-2a » (HIF-2a) et HIF-1 qui stimulent la production de facteurs
pro-angiogéniques comme le VEGF (Lewis, J.S. et al. 2000; Talks, K.L. et al. 2000; Balkwill, F. and
Mantovani, A. 2001). Les TAM contribuent ¢galement a la progression et a ’angiogenése tumorale en
produisant la « matrix métalloprotéinase 9 » (MMP-9). En effet, les TAM sont la source majeure de
MMP-9 dans les cancers invasifs du sein (Davies, B. et al. 1993a), de la vessie (Davies, B. et al.
1993b) et des ovaires (Naylor, M.S. et al. 1994). De plus, une inhibition de la prolifération tumorale et

de I’angiogenése est observée chez les souris déficientes pour la MMP-9 (Huang, S. et al. 2002).
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I1-2-3 Les cellules dendritiques

Comme nous 1’avons vu précédemment les DC jouent un role central dans I’initiation et la
régulation de la réponse immune anti-tumorale (Banchereau, J. and Steinman, R.M. 199§;
Lanzavecchia, A. and Sallusto, F. 2001). En condition physiologique, les iDC présentent constamment
des antigenes du Soi, provenant des cellules apoptotiques, aux LT potentiellement auto-réactifs. Ceci
provoque une anergie ou une déplétion des LT (Steinman, R.M. et al. 2003). De plus, les iDC sont
¢galement impliquées dans la différenciation des LTreg qui participent a la tolérance périphérique
(Hubert, P. et al. 2007). En absence de signaux de danger, ces m écanismes sont essentiels pour
prévenir I’auto-immunité. En revanche, en situation de cancer les DC peuvent contribuer a la
formation d’un micro-environnement tumoral favorisant 1’échappement des tumeurs (Janikashvili, N.
et al. 2011). Un déclin des fonctions des DC, telles que 1’absence d’expression de molécules co-
stimulatrices, 1’inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires, la déficience dans
I’apprétement et la présentation de 1’antigéne et 1’incapacité a activer les LT, est retrouvé chez les

patients porteurs d’un cancer (Chaux, P. et al. 1997; Monti, P. et al. 2004).

De plus, différentes molécules sécrétées par la tumeur ou les cellules du micro-environnement
altérent la différenciation et la maturation des DC et de ce fait, induisent 1’accumulation d’iDC au
niveau de la tumeur (on parle alors de «tumor immature dendritic cells » (TiDC)) et des nceuds
lymphatiques (Gabrilovich, D.I. et al. 1996; Janikashvili, N. et al. 2011). Ces TiDC sont incapables
d’initier une réponse immune anti-tumorale mais, peuvent induire une anergie des LT (Gabrilovich,
D.L et al. 1996; Steinman, R.M. et al. 2003; Fricke, 1. and Gabrilovich, D.I. 2006) et contribuer au
recrutement, a I’expansion et a I’activité des LTreg (Hubert, P. et al. 2007; Maldonado, R.A. and von
Andrian, U.H. 2010). Par exemple, les TiDC isolées de patientes atteintes de cancer du sein sécrétent
de I’IL-13 et expriment des arginases et de 1’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) capables d’inhiber
I’activité des LT (Munn, D.H. et al. 2002; Norian, L.A. et al. 2009). Dans des modéles cancéreux
murins des iDC, retrouvées au niveau des nceuds lymphatiques, produisent de 1’IL-10 et du TGF-p et

expriment I’IDO favorisant ainsi un environnement immunosuppresseur (Stoitzner, P. et al. 2008).

Des pDC sont également localisées dans les noeuds lymphatiques de souris implantées avec
des cellules cancéreuses B16 (mélanome murin) (Sharma, M.D. et al. 2007) et dans les tumeurs
humaines de la téte et du cou (Hartmann, E. et al. 2003). Ces pDC sont recrutées au niveau du micro-
environnement tumoral en réponse a certaines chimiokines telle que CCL20 (Zou, W. et al. 2001;
Charles, J. et al. 2010). La majorit¢ des pDC expriment 1’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) et
induisent le recrutement des LTreg, ce qui suggére leur participation dans 1’échappement tumoral

(Munn, D.H. and Mellor, A.L. 2007).
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I1-2-4 Les cellules suppresseurs dérivées des myéloides

Les cellules suppresseurs dérivées des myéloides ou les « myeloid-derived suppressor cells »
(MSDC) constituent une population hétérogéne de cellules issues de progéniteurs myéloides et de
cellules myéloides immatures. En situation physiologique, les cellules myé¢loides immatures se
différencient en granulocytes, en macrophages et en DC. En revanche, en situation pathologique,
comme le cancer, les infections ou le trauma, une partie des cellules myéloides immatures est activée
et se différencie en MSDC (Gabrilovich, D.I. and Nagaraj, S. 2009) (Figure 59). Les MSDC murines
sont caractérisées par la co-expression des marqueurs de surfaces Gr-1 et CD11b (Gabrilovich, D.I.
and Nagaraj, S. 2009) alors que les MSDC humaines présentent le phénotype CD14CD11b" (Zea,
A.H. et al. 2005). Des ¢tudes cliniques ont montré qu’un nombre élevé de MSDC aux niveaux
circulant et/ou tumoral est associé a I’inhibition des fonctions des lymphocytes T (Young, M.R. et al.

1997; Serafini, P. et al. 2006; Filipazzi, P. et al. 2007).

L’expansion des MSDC est influencée par différents facteurs produits par la tumeur ou les
cellules du micro-environnement tumoral. Parmi eux, il y a la cyclo-oxygénase 2 (COX2), la PGE2
(Serafini, P. et al. 2006, Sinha, P. et al. 2007), I’IL-6 (Bunt, S.K. et al. 2007), le GM-CSF (Serafini, P.
et al. 2004) et le VEGF (Gabrilovich, D. et al. 1998). Toutefois, une activation préalable des MDSC
est nécessaire pour qu’elles inhibient la réponse immune anti-tumorale. Les cellules transformées et
les cellules environnantes sécrétent également de I'I[FN-y, de I'IL-4, de I’IL-13 et du TGF-f qui
stimulent les MDSC (Gabrilovich, D.I. and Nagaraj, S. 2009). Ainsi activées, les MDSC réduisent la
réponse anti-tumorale via leur sécrétion de TGF-B (Terabe, M. et al. 2003), I’expression de I’oxyde
nitrique synthase inductible («inductible nitric oxyde synthase », iNOS) et de D’arginase 1
(Kusmartsev, S. et al. 2005; Gallina, G. et al. 2006) et la production d’espéces réactives de 1’oxygene
(ROS) (Sauer, H. et al. 2001). Les effets de I’iNOS, de I’arginase 1 et du T GF-§ sur les cellules
immunitaires seront détaillés ultérieurement. En ce qui concerne les ROS, l’inhibition de leur
production par des MDSC isolées a partir de modeles murins cancéreux ou de patients atteints de
cancer abolit complétement leur effet immunosuppressif (Schmielau, J. and Finn, O.J. 2001;
Kusmartsev, S. et al. 2004). Les MDSC peuvent également inhiber les cellules NK suite a un contact
direct. En effet, des MDSC spléniques, prélévées chez des souris implantées avec des cellules
tumorales (YAC-1 ou TS/A), co-cultivées avec des cellules NK murines inhibent la cytotoxicité de ces
dernicres. Cet effet est aboli lorsque les deux types cellulaires sont séparés par une membrane semi-
perméable. Cette inhibition résulte en partie d’une réduction de 1’expression de perforine dans les
cellules NK (Liu, C. et al. 2007). Des MDSC isolées de patients atteints de carcinome hépatocellulaire,
aprés un contact direct avec le récepteur NKp30 des cellules NK, inhibent non seulement la

cytotoxicité mais, également la production d’IFN-y de ces cellules (Hoechst, B. et al. 2009). La
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contribution des MDSC a I’échappement tumoral passe également par 1’induction de 1’expansion des

cellules Treg (Yang, R. et al. 2006).

II-3 Les mécanismes d’échappement tumoral modulés par des facteurs micro-

environnementeaux

II-3-1 L’indoléamine 2,3-dioxygénase

L’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) dont I’activité est stimulée par les cytokines pro-
inflammatoires catalyse la dégradation du tryptophane. Cette réaction constitue la premicre étape
limitante de la voie des kynurénines et aboutit a la déplétion locale en tryptophane et a la production
de métabolites immunomodulateurs (Fallarino, F. et al. 2002; Munn, D.H. and Mellor, A.L. 2007; Liu,
X.Q. and Wang, X. 2009) (Figure 60). L’IDO est impliquée dans des mécanismes physiologiques
endogénes de tolérance périphérique et d’immunosuppression comme le maintien de la tolérance
maternelle envers le feetus durant la grossesse (Munn, D.H. et al. 1998), la régulation des maladies
auto-immunes (Kwidzinski, E. et al. 2005) et I’induction de la tolérance des allogreffes (Grohmann, U.
et al. 2002). Toutefois, en situation de cancer, I’IDO est capable d’inhiber 1’activité anti-tumorale des
LT (Viola, A. and Bronte, V. 2007). Des cellules exprimant 1’IDO sont retrouvées dans les ganglions
lymphatiques de modéles murins cancéreux et de patients atteints de mélanome ou de carcinomes
mammaire, pulmonaire ou colique (Lee, J.H. et al. 2005; von Bergwelt-Baildon, M.S. et al. 2006;
Munn, D.H. and Mellor, A.L. 2007). La présence de ces cellules dans les nceuds lymphatiques est
associée a un mauvais pronostic (Lee, J.H. et al. 2005). Chez I’homme, les cellules exprimant 1’IDO
ne sont pas définitivement caractérisées mais, il s’agirait de cellules de 1’hdte qui ont une morphologie
de type plasmocytoide et non des métastases (Lee, J.R. et al. 2003). Chez la souris, les cellules des
ganglions lymphatiques exprimant ’IDO sont phénotypiquement similaires aux pDC murines mais,
elles expriment en plus le CD19, un marqueur de surface des cellules B (Munn, D.H. et al. 2004). De
plus, in vitro, les DC des nceuds lymphatiques exprimant 1’IDO inhibent la réponse des LT et induisent
une anergie des LT spécifiques de I’antigéne lorsqu’elles sont transférées dans un nouvel hote. Cela
suggere que les DC des ganglions lymphatiques participent & I’inhibition de I’initiation de la réponse
immune envers les antigénes dérivés de la tumeur et pourraient induire une tolérance systémique vis-a-
vis de ces derniers (Munn, D.H. et al. 2005). Diverses tumeurs humaines expriment également I’IDO
(Uyttenhove, C. et al. 2003) et cette expression est associée a un mauvais pronostic notamment dans
les cancers des ovaires (Okamoto, A. et al. 2005), de I’endométre (Ino, K. et al. 2006) et du colon
(Brandacher, G. et al. 2006). Il n’est pas encore déterminer si ce mauvais pronostic est dii a I’effet
immunosuppressif de I’IDO ou a une altération générale de la biologie de la tumeur (Munn, D.H. and
Mellor, A.L. 2007; Liu, X.Q. and Wang, X. 2009). L’étude de modeles murins permet de spéculer que

I’expression de I’IDO par la tumeur pourrait induire une immunosuppression locale. En effet, les
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cellules murines tumorales transfectées avec 1’IDO deviennent résistantes & la réponse immune anti-
tumorale (Uyttenhove, C. et al. 2003). Cette résistance est également observée chez des souris pré-
immunisées pour ces tumeurs ou ayant ¢liminées ces mémes cellules tumorales n’exprimant pas I’IDO
(Uyttenhove, C. et al. 2003). L’expression constitutive de I’IDO par les cellules tumorales pourrait étre
la conséquence des instabilités génétiques inhérentes aux cellules cancéreuses (Muller, A.J. et al.
2005). Cette expression peut également étre induite par I’'IFN-y et d’autres médiateurs inflammatoires
(Taylor, M.W. and Feng, G.S. 1991). Par conséquent, I’'IDO pourrait étre induite secondairement dans
les cellules tumorales ou dans le micro-environnement tumoral en réponse a des cytokines
inflammatoires sécrétées au cours de la réponse immune anti-tumorale précoce de I’héte (Dunn, G.P.

et al. 2006).

La dégradation du tryptophane par I’'IDO induit des métabolites tels que le N-
formylkynurénine et le L-kynurénine capables d’inhiber la prolifération ou d’induire 1’apoptose des
LT (Fallarino, F. et al. 2002; Frumento, G. et al. 2002) et des cellules NK (Frumento, G. et al. 2002;
Della Chiesa, M. et al. 2006). Certains de ces métabolites peuvent également provoquer la
différenciation des LT CD4 en LTreg (Chen, W. et al. 2008). Les mécanismes moléculaires par
lesquels ils exercent leurs effets immunosuppressifs ne sont pas connus. Cependant, une étude montre
que I’apoptose des LT, induite par les produits de dégradation du tryptophane, passe par 1’activation
de la caspase 8 et le relargage mitochondrial du cytochome ¢ (Fallarino, F. et al. 2002). De plus, le
récepteur « G protein-coupled 35 » (GPR35) est capable de lier les métabolites du tryptophane ; bien
que son role ne soit pas défini, il est exprimé par de nombreuses cellules immunitaires et par certaines

cellules intestinales qui renferment I’'IDO (Wang, J. et al. 2006).

Outre les effets immunosuppresseurs des métabolites du tryptophane, le stress cellulaire, en
réponse a une déplétion locale en tryptophane par 1I’IDO, est également impliqué dans I’inhibition de
la réponse immune anti-tumorale (Munn, D.H. and Mellor, A.L. 2007; Lob, S. et al. 2009). La
déplétion en tryptophane se traduit pour les LT par une diminution de la prolifération, une anergie
(Munn, D.H. et al. 2005) et une susceptibilité accrue a ’apoptose (Lee, G.K. et al. 2002). Cependant,
la prolifération et la sécrétion d’IFN-y par les cellules NK ne sont pas modulées par I’absence de
tryptophane (Oberlies, J. et al. 2009). Au sein des cellules T, la teneur réduite en tryptophane
provoque une accumulation des ARNt non chargés responsable de 1’activation de la protéine kinase
« general control non derepressible 2 » (GCN2) (Munn, D.H. et al. 2005; Fallarino, F. et al. 2006).
Cette protéine est le premier acteur d’une voie de signalisation qui aboutit soit a la répression de la
traduction de nombreuses protéines dont la chaine CD3( du TCR soit a la sur-expression de quelques
geénes (Fallarino, F. et al. 2006; Wek, R.C. et al. 2006). Les génes sur-exprimés différent d’un type
cellulaire a I'autre. La facon dont cette voie de signalisation module la réponse immune n’est pas

entierement €lucidée (Munn, D.H. and Mellor, A.L. 2007). Cependant, les LT issus de souris
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déficientes en GCN2 sont résistants a la déplétion en tryptophane induite par ’'IDO (Munn, D.H. et al.
2005). La concentration de cet acide aminé doit étre inférieure a 0,5 uM pour provoquer, in vitro, une
réduction de la prolifération des LT (Munn, D.H. et al. 1999). A I’inverse, une autre étude n’observe
pas de diminution de la prolifération des LT en absence totale de tryptophane (Frumento, G. et al.
2002). In vitro, si le tryptophane peut étre totalement dégradé¢ par les cellules exprimant I’IDOQO, il reste
encore a démontrer si une telle déplétion est possible voire souhaitable in vivo. Le taux plasmatique de
tryptophane chez ’homme varie entre 50 et 100 uM ; des déplétions locales peuvent étre rapidement
comblées par le tryptophane provenant des tissus environnants par simple diffusion (Lob, S. et al.
2009). Ainsi, la déplétion locale en tryptophane serait donc un phénoméne immunosuppressif de
courte portée car le pool de tryptophane d’un individu ne peut étre totalement déplété. Les LT
¢tablissent des contacts étroits avec les CPA qui expriment 1’IDO, ainsi il se pourrait que lors de ces
interactions la concentration de tryptophane soit assez faible pour activer la voie de signalisation

GCN2 au sein des LT (Munn, D.H. and Mellor, A.L. 2007).

11-3-2 Le TGF-B

Dans les cellules normales, le facteur de croissance transformant B ou « transforming growth
factor- (TGF-P) via la voie de signalisation Smad bloque le cycle cellulaire en phase G1 et stoppe la
prolifération, la différenciation et induit I’apoptose (Calone, I. and Souchelnytskyi, S. 2012).
Cependant, au cours du d éveloppement tumoral les cellules cancéreuses deviennent résistantes a
I’inhibition de la prolifération par le TGF-$ tout en continuant a le sécréter, contribuant ainsi a la
formation d’un micro-environnement tumoral immunosuppressif (Yang, L. et al. 2010). L’implication
du TGF-p dans I’échappement tumoral a ét¢ démontrée dans des études portant sur la délétion du gene
TGFBR2 codant pour le récepteur du TGF-B de type Il dans des cellules épithéliales dont les cellules
cancéreuses mammaires, pancréatiques, intestinales et coliques. Cette délétion stimule le
développement tumoral et métastasique (Yang, L. and Moses, H.L. 2008). En effet, dans les cellules
de carcinomes mammaires, la délétion du géne TGFBR2 induit la sécrétion de chimiokines permettant
le recrutement, au niveau du micro-environnement tumoral, des MDSC (Yang, L. et al. 2008). La
production de TGF-B et de MMP par ces MDSC est un des mécanismes majeur dans la progression
tumorale et métastasique (Yang, L. et al. 2008; Yang, L. and Moses, H.L.. 2008). De plus, une forte
production de TGF-, observée dans les gliomes agressifs fortement prolifératifs, est associée a un
mauvais pronostic (Bruna, A. et al. 2007). Chez la souris, la stimulation de la voie de signalisation
Smad par D’expression constitutive du TGF-f ou de son récepteur dans les cellules épithéliales
mammaires, augmente le nombre de métastases pulmonaires alors que 1’inhibition systémique de cette

voie de signalisation le diminue (Arteaga, C.L. 2006).
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Le TGF-P participe également a 1’échappement tumoral par une dérégulation des cyclines
kinases inhibitrices, une augmentation de 1’expression de protéases et de MMP, une stimulation de
I’angiogenése et une diminution de la réponse immune anti-tumorale (Massague, J. 2008). En effet,
comme nous I’avons vu précédemment, le TGF-B produit par les LTreg est capable d’inhiber la
cytotoxicité des cellules NK via la réduction de 1’expression des récepteurs activateurs NKp30 et
NKG2D (Ghiringhelli, F. et al. 2005a; Wilson, E.B. et al. 2011). De plus, il diminue également
I’activité des autres cellules immunes anti-tumorales (Li, M.O. et al. 2006). En effet, il réduit la
cytotoxicité des LT CDS8 par une répression transcriptionelle des génes codant pour les protéines
effectrices de 1’activité cytotoxique telles que la perforine et les granzymes (Thomas, D.A. and
Massague, J. 2005). De plus, des souris transgéniques avec un alléle dominant négatif du géne
TGFPR2 sous contréle d’un promoteur spécifique aux cellules T, possédant par conséquent des LT
insensibles au TGF-B, sont capables d’éliminer les cellules tumorales de mélanomes (B16)
contrairement aux souris sauvages. Cela suggere que le TGF-p inhibe I’activité anti-tumorale des LT
(Gorelik, L. and Flavell, R.A. 2001). I provoque également la différenciation des LT CD4 en LTreg
acteurs de 1’échappement tumoral (Shevach, E.M. 2009). Le TGF- peut également inhiber la
sécrétion d’Ig par les LB ainsi que leur prolifération (Cazac, B.B. and Roes, J. 2000). Chez des souris
avec une délétion du TGFPR2 spécifique aux cellules B, une expansion significative des LB est
observée, suggérant que le TGF-f inhibe leur prolifération (Cazac, B.B. and Roes, J. 2000). De plus, le
TGF-B inhibe la sécrétion des IgA par les LB puisque ces souris ne présentent pas d’IgA dans leur
sérum (Cazac, B.B. and Roes, J. 2000). Les effets du TGF-B sur les cellules immunes est résumé dans

la Figure 61.

II-3-3 Le VEGF

Le «vascular endothelial growth factor » (VEGF) est sécrété par de nombreuses cellules
tumorales et sa production est associée a un mauvais pronostic (Toi, M. et al. 1996). Il stimule la
prolifération des cellules endothéliales et joue un réle dans la néo-vascularisation tumorale (Ferrara, N.
and Davis-Smyth, T. 1997). Le VEGF participe a 1’échappement tumoral en inhibant 1’activité des
DC. En effet, in vitro, le blocage du VEGF par un anticorps neutralise I’effet négatif du surnageant de
cellules tumorales sur la maturation de DC (Gabrilovich, D.I. et al. 1996). De plus, il a été rapporté
une corrélation négative entre la densité de DC et I’expression du VEGF dans la tumeur (Saito, H. et
al. 1998) et au niveau systémique chez des patients cancéreux (Lissoni, P. et al. 2001). Le taux
circulant de VEGF chez ces patients est également associé a une expansion des MDSC et une
inhibition de la maturation des DC (Gabrilovich, D. et al. 1998; Melani, C. et al. 2003). Enfin,
I’administration chronique de VEGF a des souris induit une altération du développement des DC et un

accroissement de la production des MDSC (Oyama, T. et al. 1998).
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1I-3-4 L’IL-10

L’IL-10, sécrétée majoritairement par les LT et les LTS, est une cytokine immunomodulatrice
capable d’induire des effets antagonistes soit immuno-stimulants soit immuno-suppressifs (Pestka, S.
et al. 2004). En effet, I’IL-10 potentialise la réponse des LT CDS stimulés par I’IL-2 et I’'IL-4 et inhibe
leur apoptose (Cohen, S.B. et al. 1997). Cette cytokine peut également favoriser 1’apoptose et réduire
I’angiogenése durant le développement tumoral (Kundu, N. and Fulton, A.M. 1997; Blankenstein, T.
2005). L’expression d’IL-10 dans les xénogreffes de carcinomes mammaire et ovarien inhibe la
prolifération et la propagation tumorale (Kundu, N. and Fulton, A.M. 1997; Kohno, T. et al. 2003).
Cet effet est en partie dii a une moindre expression du CMH de classe I qui favorise 1’activation des
cellules NK alors capables de lyser les cellules cancéreuses (Kundu, N. and Fulton, A.M. 1997). L’IL-
10 participe également a 1’immunité anti-tumorale en inhibant la production de VEGF, de TNF-a et

d’IL-6 par les TAM (Huang, S. et al. 1999).

A TDinverse, I’'IL-10 contribue également a 1’échappement tumoral par son effet immuno-
suppressif. Cela pourrait dépendre des interactions avec d’autres cytokines ou avec des facteurs du
micro-environnement tumoral ainsi que de la présence de LTreg (Zamarron, B.F. and Chen, W. 2011).
De nombreuses cellules tumorales sécrétent de I’IL-10 et sa présence est quantifiable dans le sérum de
patients cancéreux (Moore, K.W. et al. 2001). Le role autocrine et/ou paracrine de 1’IL-10 module Ia
prolifération et la survie des cellules tumorales (Sredni, B. et al. 2004). La fixation de I’IL-10 sur son
récepteur induit 1’activation de STAT3 provoquant la sur-expression de genes anti-apoptotiques tel

que Bcl-2 (Alas, S. et al. 2001; Sredni, B. et al. 2004).

Outre ses effets sur la prolifération et la survie des cellules tumorales, I’'IL-10 peut également
inhiber la réponse immune anti-tumorale (Mocellin, S. et al. 2005). Cette cytokine inhibe, in vitro, la
sécrétion d’IL-2 et la prolifération des LT CD4 humains (de Waal Malefyt, R. et al. 1993). Des DC
incubées en présence d’IL-10 sont incapables de présenter les antigénes de mélanome aux LT CDS,
d’ou I’anergie de ces cellules envers les cellules tumorales (Steinbrink, K. et al. 1999). De plus, I’IL-
10, sécrétée par les LT et les LTyd, inhibe la production d’IFN-y par les cellules NK et NKT
provoquant une réduction de D’activation des LT CD8 cytotoxiques et des LT de type Thl et
privilégiant ainsi le développement tumoral (Moore, K.W. et al. 2001). L’expression accrue de la
molécule HLA-G par les tumeurs, responsable d’une moindre cytotoxicité des cellules NK et des LT
CDS8 est également associée a la production d’IL-10 par les cellules cancéreuses (Urosevic, M. and
Dummer, R. 2003). Enfin, des monocytes isolés d’ascites de patients atteints de cancer ovarien

peuvent inhiber la prolifération des LT via leur sécrétion d’IL-10 (Loercher, A.E. et al. 1999).
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II-3-5 La cyclo-oxygénase 2

Les cyclo-oxygénases (COX) sont des enzymes qui permettent la synthése de prostaglandines
a partir de I’acide arachidonique (Figure 62) (Funk, C.D. 2001). Trois isoformes de COX ont été
décrites : COX1, COX2 et COX3 (Funk, C.D. 2001). Cette derni¢re isoforme est une protéine
tronquée, issue de 1’épissage alternatif de COX1, sans activité enzymatique (Snipes, J.A. et al. 2005).
Chez ’homme, COX1 est exprimée constitutivement dans de nombreux tissus tels que les reins, les
poumons et le colon. Elle est responsable du maintien du taux basal de prostanglandines (Williams,
C.S. et al. 1999). A I’inverse, COX2 est exprimée spécifiquement dans le systéme nerveux central
(Svensson, C.I. and Yaksh, T.L. 2002), les reins (Adegboyega, P.A. and Ololade, O. 2004) et les
vésicules séminales (Kirschenbaum, A. et al. 2000). Elle peut étre induite par plusieurs stimuli
inflammatoires et mitogéniques (Chen, C.C. et al. 2001; Pereg, D. and Lishner, M. 2005). De
nombreux types tumoraux sur-expriment COX2 (Subbaramaiah, K. and Dannenberg, A.J. 2003;
Pereg, D. and Lishner, M. 2005). Les cellules non invasives de cancer mammaire (MCF-7) expriment
deux fois plus de COX2 que les cellules bénignes de cancer mammaire (MCF-10F) (Thill, M. et al.
2009). La prostaglandine E2 (PGE2), produit de COX2, est retrouvée dans le cancer du poumon, du
colon, du sein et de la prostate (Gasparini, G. et al. 2003). La PGE2 exerce son effet aprés fixation sur

des récepteurs de surface « E prostanoid » (EP)1, EP2, EP3 et EP4 (Harris, S.G. et al. 2002).

COX2 participe a 1’échappement tumoral en stimulant le développement et 1’angiogenése des
tumeurs. En effet, la sur-expression de COX2 dans des cellules coliques transformées provoque la
production de VEGF via la translocation de HIF-1a (Tsujii, M. et al. 1998). Des cellules de cancer du
colon humain (Caco-2) transfectées avec COX2 sont davantage invasives de par leur production de
MMP-2 (Tsujii, M. et al. 1997). Chez des souris déficientes pour COX2, le développement et la
vascularisation des carcinomes pulmonaires de Lewis sont réduits. Les fibroblastes de ces souris ont
¢galement une capacité de production du VEGF abaissée de 94% (Williams, C.S. et al. 2000). Des
souris sauvages porteuses de tumeurs pulmonaires de Lewis présentent €galement un ralentissement
du développement tumoral lorsque COX2 est neutralisée grace a un inhibiteur spécifique (Williams,
C.S. et al. 2000). Les tumeurs de patients atteints d’adénocarcinome gastrique sur-exprimant COX2
ont un taux élevé de PGE2 et une vascularisation plus importante que les tumeurs ne sur-exprimant
pas cette enzyme (Uefuji, K. et al. 2000). De plus, il a ét¢ montré que les produits de dégradation de
I’acide arachidonique par COX2 tels que le thromboxane A2 et PGE2 sont également capables de
stimuler 1’angiogenése tumorale (Daniel, T.O. et al. 1999; Inoue, H. et al. 2002). PGE2 peut réduire
I’effet anti-angiogénique des agents inflammatoires non stéroidiens qui inhibent COX2. Ceci suggere
que PGE2 est I’'un des médiateurs majeurs de 1’effet pro-angiogénique de COX2 (Hernandez, G.L. et
al. 2001). Différentes études ont démontré que PGE2 provoque la sur-expression de VEGF au sein des

cellules endothéliales (Pai, R. et al. 2001) et des cellules transformées ovariennes (Spinella, F. et al.
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2004). Outre son effet pro-angiogénique, COX2 peut aussi inhiber 1’apoptose des cellules cancéreuses.
Cette résistance a I’apoptose est causée par la sur-expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 par
les cellules cancéreuses en réponse au taux ¢levé de PGE2 (Sheng, H. et al. 1998). L’inhibition de la
réponse immune anti-tumorale contribue également a I’échappement tumoral induit par COX2. Dans
un modele murin de carcinome pulmonaire de Lewis, 1’inhibition de COX2 ou de PGE2 stimule
I’infiltration tumorale par des lymphocytes et diminue la production d’IL-10 et le développement
tumoral. Cela suggére que PGE2 participe a 1’échappement tumoral en augmentant la production d’IL-
10 qui induit des effets immunosuppressifs (Stolina, M. et al. 2000). PGE2 est également capable
d’inhiber la production de cytokines de type Th1 telles que le TNF-o, I'IFN-y et I’IL-2 (Harris, S.G. et
al. 2002) et de provoquer la sécrétion de cytokines de type Th2 comme I’IL-4, I’IL-6 et I’'IL-10 douées
de propriétés immunosuppressives (Della Bella, S. et al. 1997; Shreedhar, V. et al. 1998). PGE2,
sécrétée par la tumeur ou les cellules du micro-environnement tumoral, peut également moduler la
réponse immune en inhibant la différenciation des DC, la prolifération des LT et des LB et 1’activité
anti-tumorale des macrophages et des cellules NK (Pollard, J.W. 2004). Chez des patientes souffrant
de cancer du sein, il a été établi une corrélation positive entre 1’expression tumorale de COX2 et la
perte de fonctions des DC et des LT CD8 (Pockaj, B.A. et al. 2004). COX2 stimule également
I’infiltration des LTreg au niveau tumoral ce qui contribue a la mise en place d’un environnement
immuno-suppressif (Sharma, A. et al. 2005). Dans des mode¢les murins de cancer pulmonaire ou
mammaire, I’inhibition de COX2 diminue I’expression d’arginase I par les MDSC tumorales induisant
ainsi une stimulation de la réponse immune anti-tumorale (Rodriguez, P.C. et al. 2005; Sinha, P. et al.

2007). L’effet de I’arginase I sur les cellules immunes est détaillé ci-dessous.

II-3-6 Les oxydes nitriques synthases et les arginases

Tout comme I’IDOQ, il existe une relation étroite entre le catabolisme de 1’arginine, I’immunité
et le développement tumoral. Elle implique aussi bien des effets directs sur la croissance et la survie
des cellules cancéreuses que des effets indirects incluant les cellules immunitaires associées aux

tumeurs (Bronte, V. and Zanovello, P. 2005; Rodriguez, P.C. and Ochoa, A.C. 2006; 2008).

II-3-6-a Le métabolisme de 1’arginine

L’arginine est considérée comme un acide aminé non-essentiel puisque sa synthése peut étre
réalisée a partir de la citrulline grace a une collaboration entre les cellules épithéliales de I’intestin
gréle et les tubes proximaux des reins (Brosnan, M.E. and Brosnan, J.T. 2004). Toutefois, cet acide
aminé devient conditionnellement essentiel dans des situations patho-physiologiques pour lesquelles
sa production est insuffisante pour couvrir I’ensemble des besoins de I’organisme (Nieves, C., Jr. and
Langkamp-Henken, B. 2002). Le transport cellulaire de 1’arginine est assuré par les transporteurs

cationiques des acides aminés (« Cationic Amino-acid Transportors » (CAT)) (Closs, E.L et al. 2006).
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A Dintérieur de la cellule, I’arginine peut étre métabolisée par deux voies (Figure 63). La premiere
voie de dégradation est I’hydrolyse en urée et ornithine sous 1’action de 1’arginase dont il existe deux
isoformes. L’arginase I, enzyme cytosolique colocalisée avec 1’ornithine décarboxylase (ODC),
dégrade 1’ornithine en polyamines essenticlles pour la prolifération et la différenciation cellulaire.
L’arginase II, colocalisée avec 1’ornithine aminotransférase (OAT) au niveau mitochondrial, hydrolyse
1’ornithine en proline et glutamate, tous deux indispensables a la synthése du collagéne au sein du tissu
conjonctif (Wu, G. and Morris, S.M., Jr. 1998; Li, H. et al. 2001). La seconde voie métabolique
engendre la production d’oxyde nitrique (NO®) et de citrulline grace aux NO synthases (NOSs) dont il
existe trois isoformes : la NOS endothéliale (eNOS), la NOS neuronale (nNOS) et la NOS inductible
(INOS). La plupart du temps, eNOS et nNOS sont exprimées constitutivement et sont dépendantes du
Ca”" alors que I’iNOS est induite par les cytokines pro-inflammatoires (Suchner, U. et al. 2000). eNOS
génére de faibles quantités de NO° alors qu’iNOS en produit de fortes quantités (Norrby, K. 2000).
L’arginine peut également Etre recyclée a partir de la citrulline via 1’argininosuccinate synthase (ASS)
et l’arginosuccinate lyase (ASL) (Morris, S.M., Jr. 2002). L’arginase I et I’iNOS sont
différentiellement régulées par les cytokines de type Thl et Th2 (Hesse, M. et al. 2001). En effet,
I’expression de 1’arginase I est induite par les cytokines de type Th2 telles que I’IL-4, I’IL-10 et I’IL-
13 (Corraliza, .M. et al. 1995; Louis, C.A. et al. 1999) alors que I"iNOS est induite par les cytokines
de type Thl comme le TNF-a et 'I[FN-y (Bogdan, C. 2001). De plus, I’inhibition de I’arginase I
stimule I’expression d’iNOS (Chicoine, L.G. et al. 2004) et a I’inverse, une sur-expression d’arginase I

réduit activité d’iNOS (Zhang, C. et al. 2004).

II-3-6-b Les NOS dans la réponse anti-tumorale

Le NO° est un des acteurs de la mort des cellules tumorales. La majeure source de NO°
provient de I’'iNOS des macrophages de type M1 (Wink, D.A. et al. 1998; Klimp, A.H. et al. 2002). En
effet, plusieurs études, in vitro et in vivo, ont montré que les macrophages participent a la vigilance
anti-tumorale en lysant divers types de cellules transformées essentiellement via leur production de
NO° (Di Carlo, E. et al. 2000a; Shi, Q. et al. 2000). Les effets anti-tumoraux du NO®° sont engendrés
par différents mécanismes tels que des dommages directs a I’ADN, I’inhibition de la synthése d’ADN,
I’activation de la voie p53, I’induction directe de ’apoptose ou des perturbations mitochondriales.
Tous ces mécanismes aboutissant a la mort des cellules tumorales (Brune, B. 2003; Xu, W. et al.
2004). Les LT humains isolés a partir du sang périphérique produisent également du N O° aprés
activation. En effet, suite a I’engagement avec une CPA, I’eNOS est transloquée de I’appareil de Golgi
a la synapse immunologique ou elle est activée et géneére du NO® contribuant a la modulation du signal
transmis par la synapse (Ibiza, S. et al. 2006). Le NO° est également capable de stimuler la
cytotoxicité des cellules NK (Jyothi, M.D. and Khar, A. 1999) et d’induire la maturation (Paolucci, C.
et al. 2003) et la survie (Perrotta, C. et al. 2004) des DC. Des études, in vitro, montrent que les cellules
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NK humaines stimulées ou non par 1’IL-2 expriment constitutivement I’eNOS alors que I’iNOS n’est
exprimée qu’en réponse a une stimulation par I’IL-12 ou par le TNFa (Xiao, L. et al. 1995; Furuke, K.
et al. 1999). Dans ces mod¢les, 1’arginine déclenche 1’activité cytotoxique des cellules NK de manicre

dose dépendante.

L’inhibition non sélective des NOS par le N-monomethyl-L-arginine (L-NMA) réduit de fagon
dose dépendante la cytotoxicité des cellules NK préalablement activées ou non par I'IL-2. Ceci
démontre la part active du NO° dans I’activité cytotoxique des cellules NK (Xiao, L. et al. 1995;
Furuke, K. et al. 1999). Par ailleurs, ’inhibition spécifique d’iNOS par I’aminoguanidine dans les
cellules NK est associ¢e a une stimulation de 1’activité lytique (Salvucci, O. et al. 1998). Ainsi, en
absence d’induction d’iNOS ou en I’inhibant spécifiquement, la cytotoxicité des NK est accrue ce qui
confirme I’implication d’eNOS dans la formation du NO° a partir de ’arginine. L’inhibition d’eNOS
dans des cellules NK, dont la iNOS n’est pas induite, réduit leur activité cytotoxique (Furuke, K. et al.
1999). L’addition de faibles doses de S-nitroso-N-acétylpenicillamine (SNAP) (10 uM), un agent
donneur de NO°, accroit la cytotoxicité des cellules NK (Ogawa, M. et al. 1998), alors que de fortes
doses (100 a 25 uM) provoquent I’inhibition de cette activité (Ito, M. et al. 1996). Lors du traitement
par un inhibiteur des NOS, aucune altération des deux mécanismes majeurs de lyse des cellules cibles
(voies perforine-dépendante et des récepteurs de mort) par les cellules NK n’est observée (Furuke, K.
et al. 1999). Le NO° n’est donc pas indispensable au déclenchement des mécanismes lytiques des
cellules NK. De plus, I’'IL-2 est nécessaire au maintien de 1’expression constitutive d’eNOS et a son
activation (Furuke, K. et al. 1999). L’IL-2, associée a I’activation des cellules NK soit par contact avec
des cellules cibles soit par un anticorps anti-CD16, potentialise la production de NO°. Cette cytokine
stimule donc I’activité de ’eNOS (Furuke, K. et al. 1999). L’inhibition des NOS induit I’apoptose des
cellules NK. Le NO° intracellulaire, produit soit par la eNOS a partir de 1’arginine ou indirectement
apporté par le SNAP combiné & ’inhibition des NOS, proteége les cellules NK de 1’apoptose en
inhibant la production de TNFa via le blocage du facteur de transcription NF-AT (Furuke, K. et al.
1999) (Figure 64).

iNOS est exprimée dans différentes types de cellules néoplasiques humaines (mammaires et
prostatiques) (Thomsen, L.L. et al. 1994; Thomsen, L.L. et al. 1995). La sur-expression d’iNOS, par
transduction rétrovirale dans des cellules cancéreuses n’exprimant pas iNOS, inhibe leurs capacités
proliférative et métastatique (Xie, K. and Fidler, 1.J. 1998) et stimule 1’induction de 1’apoptose par le
NO° (Kotamraju, S. et al. 2007). Toutefois, lorsque I’activité d’iNOS est inhibée dans des cellules
tumorales, les résultats observés sont contradictoires avec soit une stimulation (Hu, D.E. et al. 2004)
ou soit une inhibition (Takahashi, M. et al. 2006) du développement tumoral selon le type de tumeurs.
L’effet anti-tumoral d’iNOS a notamment été¢ mis en évidence dans une étude explorant les relations

entre p53 et iNOS dans un mode¢le de lymphome (Hussain, S.P. et al. 2004). Les dommages a I’ADN
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causé par le NO°® induisent I’accumulation de p53 qui provoque 1’arrét de la prolifération et I’apoptose
des cellules (Hussain, S.P. et al. 2003). Le geéne suppresseur de tumeur p53 est muté chez 50% des
cellules malignes et dans la plupart des cas ce phénomene réprime la fonction de p53 (Bullock, A.N.
and Fersht, A.R. 2001). Dans ce m odé¢le murin, les lymphomes se d éveloppent plus rapidement
lorsque les souris sont déficientes ala fois pour iNOS et pour pS53. Toutefois, chez les souris
déficientes uniquement pour p53, le développement tumoral est moindre comparé a celui chez des
souris déficientes pour iNOS et p53. Ceci suggére que le NO° est capable de limiter la cancérogenése
méme lorsque le potentiel apoptotique est réduit par la délétion de p53 (Hussain, S.P. et al. 2004). La
prolifération des cellules cancéreuses et ’apparition de métastases sont stimulées lorsque des tumeurs
n’exprimant pas iNOS sont implantées chez des souris déficientes pour iNOS comparées a des souris
sauvages. Ceci suggere que 1’expression d’iNOS par les cellules hotes inhibe la cancérogenése (Shi,

Q. et al. 2000; Wei, D. et al. 2003).

II-3-6-¢c Les NOS dans I’échappement tumoral

Les NOS exercent vis-a-vis des tumeurs un e ffet ambivalent soit inhibiteur comme nous
I’avons vu précédemment soit stimulateur. Le taux d’expression des NOS et en particulier celui de
I’INOS au niveau tumoral est associé a un mauvais pronostic clinique pour les patients atteints de
cancers du sein (Loibl, S. et al. 2005). Les cellules tumorales peuvent devenir résistantes au NO® suite
a la pression de sélection exercée par le systéme immunitaire qui génére notamment des cellules
tumorales mutantes pour le géne p53. La perte de I’activité répressive de p53 stimule I’expression
d’iNOS qui favorise la mise en place d’un cercle vicieux a savoir une production accrue de NO°®, une
induction de dommages a ’ADN et un développement de nouvelles mutations (Ambs, S. et al. 1998;
Hussain, S.P. et al. 2003). L iNOS est exprimée au niveau tumoral dans différents types de cancer
dont le cancer du sein (Loibl, S. et al. 2005). En ce qui concerne les autres NOS, une étude montre que
sur 54 biopsies de cancer mammaire, 33 d’entre elles expriment 1’eNOS ; cette expression est
positivement corrélée a celle d’iNOS (Loibl, S. et al. 2002). Une autre étude démontre que ces deux
enzymes sont non seulement présentes dans les tumeurs mammaires mais, aussi dans le micro-
environnement tumoral (Vakkala, M. et al. 2000). La nNOS, quant a elle, est retrouvée dans

différentes lignées cellulaires d’oligodendrogliome et de neuroblastome (Cobbs, C.S. et al. 1995).

La production de NO° par les cellules du micro-environnement ou les cellules tumorales
favorise le développement des cellules transformées en stimulant 1’angiogenese (Bing, R.J. et al.
2001). En effet, I’inhibition des NOS, in vitro, diminue la prolifération des cellules endothéliales
(Mocellin, S. et al. 2004) et la déplétion en arginine inhibe la vascularisation tumorale (Park, 1.S. et al.
2003). Dans un mode¢le cancéreux murin, le NO° stabilise I’ARNm du VEGF ce qui favorise la sur-

expression du VEGF dépendante du NO°® et stimule I’angiogenése tumorale (Ambs, S. et al. 1998). De
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plus, ’expression d’iNOS dans des carcinomes colique et gastrique humains est corrélée positivement
au taux de VEGF et a la densité des micro-vaisseaux (Ichinoe, M. et al. 2004). Des cellules humaines
de carcinomes transfectées avec I’ADNc d’iNOS d’origine murin puis implantées chez des souris
«nude » ont un développement et une néo-vascularisation tumorale importants (Thomsen, L.L. and
Miles, D.W. 1998). Le NO° peut également stimuler le développement tumoral en modulant Ila
production de prostaglandines. En effet, il active COX2 (Cianchi, F. et al. 2004) qui génere des
prostaglandines susceptibles de stimuler I’angiogenese et d’inhiber 1’apoptose (Sheng, H. et al. 1998;
Tsujii, M. et al. 1998). Le NO° peut également activer HIF-1 (Kimura, H. et al. 2000) et inversement
HIF-1 est capable d’induire I’expression de différents génes impliqués dans 1’angiogenese dont celui
de 'iNOS (Semenza, G.L. 2003). De plus, étant donné que le NO° favorise ’expression de HIF-1
dans des conditions non hypoxiques (Kasuno, K. et al. 2004), il a été suggéré qu’un taux élevé de NO°
dans le micro-environnement tumoral pourrait, comme en situation d’hypoxie, stimuler 1’angiogenése
(Semenza, G.L. 2001). L’expression et I’activation des MMP sont également stimulées par le NO°

favorisant ainsi le potentiel invasif des cellules tumorales (Ishii, Y. et al. 2003).

Le NO°, produit par les NOS des cellules tumorales ou des MSDC, participe également au
développement tumoral en altérant la vigilance anti-tumorale. Il est capable d’inhiber la prolifération
et I’activité cytotoxique des LT (Zhang, X.M. and Xu, Q. 2001) et la fonction des DC (Kuchel, J.M. et
al. 2003). La réduction de I’activation des LT par le NO® passe notamment par la modulation de la
voie de signalisation de I’IL-2 (Bronte, V. and Zanovello, P. 2005) (Figure 65). Le NO°® est capable de
réguler directement les protéines intracellulaires impliquées dans la signalisation par S-nitrosylation de
résidus cystéine cruciaux, ou indirectement par I’activation de cyclases guanylates solubles et de
protéines kinases cycliques GMP dépendantes (Bronte, V. and Zanovello, P. 2005). Ainsi, dans les
LT, la phosphorylation, et par conséquent I’activation de protéines de la voie de signalisation de 1’IL-2
telle que STAT 5, est bloquée par le NO° (Mazzoni, A. et al. 2002). De plus, le NO° réduit aussi la
stabilit¢ de ’ARNm de I’'IL-2 et la sécrétion de cette cytokine par les LT activés (Bronte, V. and
Zanovello, P. 2005). Dans un modéle de souris porteuses d’un carcinome mammaire, une sécrétion
persistante de NO° par les MSDC est associée a une réduction de la transcription de STAT 5 dans les
LT et les LB (Pericle, F. et al. 1997). Ceci conforte I’implication du NO° dans la moindre réactivité
des LT. Le NO®, a forte concentration, est capable d’induire 1’apoptose des LT via I’accumulation de
p53 et I’activation des voies de signalisation dépendantes ou indépendantes des caspases (Macphail,

S.E. et al. 2003).

II-3-6-d Les arginases dans 1’échappement tumoral

Une sur-expression tumorale des arginases est retrouvée dans plusieurs types de cancer tels

que le cancer du sein (Singh, R. et al. 2000). Cette expression intra-tumorale pourrait stimuler la
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prolifération des cellules tumorales via la production de polyamines et I’inhibition des cellules
immunes infiltrées dans la tumeur (Bronte, V. and Zanovello, P. 2005; Rodriguez, P.C. and Ochoa,
A.C. 2008). La sur-expression des arginases par les TAM (Davel, L.E. et al. 2002) stimule également
la prolifération tumorale (Chang, C.I. et al. 2001). En effet, la néo-vascularisation des tumeurs
dépendantes des TAM requierent la synthése de polyamines produites en réponse a 1’expression accrue
des deux isoformes d’arginases (I et II) (Davel, L.E. et al. 2002). De plus, la PGE2, sécrétée par les
tumeurs, stimule 1’expression d’arginase I dans les TAM, enzyme responsable de la consommation
d’arginine aux niveaux intra et extracellulaires (Rodriguez, P.C. et al. 2005). Le micro-environnement
tumoral contient des MSDC qui contribuent au développement tumoral de part leur expression
d’arginase 1. En effet, la dépletion locale en arginine est responsable de 1’inhibition des LT
(Rodriguez, P.C. et al. 2004). Les MSDC, présentes dans la moelle osseuse des souris saines,
s’accumulent dans la rate et la tumeur des souris porteuses de cancer (Kusmartsev, S. et al. 2004;
Sinha, P. et al. 2005). Les cellules tumorales expriment la COX2 et sécrétent de la PGE2 qui stimule
I’expression de 1’arginase I et de CAT 2B dans les cellules MDSC provoquant ainsi une déplétion
locale en arginine (Rodriguez, P.C. et al. 2003; Rodriguez, P.C. et al. 2004; Rodriguez, P.C. et al.
2005; Rodriguez, P.C. and Ochoa, A.C. 2006). La réduction des teneurs en arginine au niveau
plasmatique et/ou du micro-environnement tumoral résulte également du relargage d’arginase I par les
MSDC (Munder, M. et al. 2005) et les polynucléaires neutrophiles lors de leur apoptose (Munder, M.
et al. 2006). Dans certains cancers comme celui du sein, du pancréas, du colon et des reins, la chute de
I’argininémie (Vissers, Y.L. et al. 2005; Zea, A.H. et al. 2005) (Figures 66 et 67) est souvent associée
a une anergie des LT et/ou des cellules NK (Baniyash, M. 2004). De plus, I’injection d’un inhibiteur
des arginases le N-Hydroxy-nor-L-Arg (Nor-NOHA) ou de I’arginase I le N-Hydroxy-L-Arg (NOHA)
a des souris porteuses d’un carcinome pulmonaire prévient la perte de fonction des LT et réduit le
développement tumoral de fagon dose dépendante. Cela confirme le role des arginases et notamment
de I’arginase I dans I’inhibition de la réponse immune anti-tumorale via la déplétion en arginine

(Rodriguez, P.C. et al. 2004).

L’altération fonctionnelle des LT en réponse a la déplétion en arginine résulte d’un arrét de
leur prolifération et d’une diminution de I’expression de la chaine CD3( de leur TCR. La chaine CD3(
est impliquée dans la transmission du signal activateur (Rodriguez, P.C. et al. 2002; Rodriguez, P.C. et
al. 2004; Zea, A.H. et al. 2004; Rodriguez, P.C. et al. 2007). Une réduction de la stabilit¢ de I’ARNm
de la chaine CD3( est a I’origine de la sous-expression de ce peptide a la surface des LT (Rodriguez,
P.C. et al. 2002). La chaine CD3({ est également présente dans les récepteurs activateurs NKp30,
NKp46 et CD16 des cellules NK ou elle joue un rdle important dans leur fonction (Moretta, A. et al.
2001). Méme si une sous-expression de la chaine CD3( a la surface des cellules NK est observée dans

différents cancers (Baniyash, M. 2004), aucune étude ne montre que cette réduction est consécutive a
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la déplétion en arginine. Des LT cultivés en I’absence d’arginine stoppent leur cycle cellulaire en
phase GO-G1 alors qu’en présence de cet acide aminé ils progressent dans le cycle cellulaire et par
conséquent proliférent (Rodriguez, P.C. et al. 2007). De plus, I’ajout d’arginine dans le milieu a des

concentrations physiologiques léve ’arrét du cycle cellulaire (Rodriguez, P.C. et al. 2007).

Dans les cellules eucaryotes, les kinases dépendantes des cyclines, les « cyclin-dependent
kinases » 4 (cdk4) et 6 (cdk6), sont associées a des cyclines de type D (cycline D1, D2 et D3) et
régulent la progression des cellules dans les phases G1 et S du cycle cellulaire (Kato, J.Y. 1997). Cette
régulation nécessite 1’inactivation du c omplexe inhibiteur cycline-D/cdk et la phosphorylation de
protéines de la famille Rb. Les protéines Rb, une fois phosphorylées par le complexe cyclin-D/cdk,
induisent la libération des facteurs de transcription E2F qui sont alors transloqués dans le noyau et
provoquent ’expression de génes favorisant la progression des cellules dans les phase G1 et S du
cycle (Ekholm, S.V. and Reed, S.I. 2000). Les LT activés et cultivés en absence d’arginine sous-
expriment I’ARNm de la cycline D3 et de cdk4 mais, ne modulent pas la transcription de cdk6. Dans
ces cellules, la stabilité de I’ARNm ainsi que la traduction de la cycline D3 sont également réduites.
De plus, la sous-expression de la cycline D3 provoque la réduction de la phosphorylation des protéines
Rb et la diminution de la translocation nucléaire d’E2F-1. Cela suggére que la réduction au niveau
extracellulaire du taux d’arginine, sous I’action de I’arginase I, inhibe la prolifération des LT via la
sous-expression de la cycline D3 et de cdk4 par des mécanismes transcriptionnels, post-

transcriptionnels et traductionnels (Rodriguez, P.C. et al. 2007) (Figure 68).

Comme nous 1’avons vu pour le tryptophane avec 1’'IDO, une réduction de la disponibilité en
acides aminés est capable d’inhiber la traduction de protéines et de réduire la stabilit¢ des ARNm via
I’activation de la voie de signalisation GCN2 (Munn, D.H. et al. 2005). Cette derniere est impliquée
dans la baisse de 1’expression de la chaine CD3( des LT et pourrait également contribuer a la sous-
expression de la cycline D3 et de cdk4 (Rodriguez, P.C. and Ochoa, A.C. 2008) (Figure 68).
L’accumulation des ARNt suite a une déplétion en acide(s) aminé(s) provoque I’activation de GCN2
qui phosphoryle le facteur d’initiation de la traduction « I’eukaryotic translation initiation factor 2o »
(elF2a). Cette forme phosphorylée d’elF2a se lie a elF2fB. Ce dernier est donc incapable de
transformer le GDP du complexe elF2 en GTP ce qui bloque la fixation de I’ARNt de I’aminoacyl
méthionine sur le complexe elF2 provoquant I’inhibition de I’initiation de la traduction (Figure 69)
(Kimball, S.R. 2001). Une augmentation de la phosphorylation d’elF2a est observée chez des LT
activés et cultivés en absence d’arginine. De plus, les LT de souris déficientes en GCN2 ne sont pas
bloqués dans le cycle cellulaire et sont incapables de sur-exprimer la cycline D3 et la cdk4 lorsqu’ils
sont cultivés en absence d’arginine. Ceci suggere 1’implication de GCN2 dans la réduction de la
prolifération des LT lors d’une déplétion en arginine (Rodriguez, P.C. et al. 2007). La baisse de la

concentration d’arginine et 1’augmentation de 1’urée, produit de dégradation de 1’arginine, inhibent

74



A l L-Arginine libre

“GON2 ———| EIF2

7 T Inhibition de
ARNt non chargés la traduction
TUrée des ARNm

| MTOR =——> 5§ kinase
/ Cellule T

Figure 70 : Inhibition par la déplétion en arginine de I’activation des LT via la régulation de la traduction
(D’apres Bronte, V. and Zanovello, P. 2005)

NO*

Altérations de

NO différentes
activités
ONOO- biologiques
sous-expression de CD3¢
H.0) > kB » NF-kB =—p t CDI5L

22 i
—
7& CREB —— BCL2——— 5| Apoptose e
Cellule T

Figure 71 : Inhibition de la réponse des LT par les espéces réactives de I’oxygéne
(D’apres Bronte, V. and Zanovello, P. 2005)




Etude bibliographique

¢galement D’activité de la protéine « mammalian target of rapamycin» (mTOR) essentielle a
I’initiation de la traduction via la protéine ribosomale S6 kinase (Rohde, J. et al. 2001; Gao, X. et al.
2002) (Figure 70). La voie mTOR pourrait donc également contribuer a la moindre expression de la

chaine CD3(, de la cycline D3 et de la cdk4.

La déplétion en acides aminés ne réprime pas totalement la traduction des protéines mais,
interfere spécifiquement avec certains programmes cellulaires (Fafournoux, P. et al. 2000). En effet,
des facteurs de transcription sont sur-exprimés (ATF-2, ATF-4 et CHOP) (Averous, J. et al. 2004)
alors que des voies de signalisation, comme celle de mTOR, sont inhibées (Rohde, J. et al. 2001). La
spécificité¢ de la réponse a la déplétion en acides aminés est en partie médiée par les €léments de
réponse aux acides aminés (AARE) situés dans la région promotrice de certains facteurs de
transcription (Averous, J. et al. 2004). Contrairement aux LT, I’absence d’arginine n’active pas GCN2
dans les cellules NK humaines stimulées avec de I’'IL-2 (Oberlies, J. et al. 2009). Peu d’études se sont
intéressées a 1’impact d’une déplétion en arginine sur la fonctionnalité des cellules NK. Toutefois, il a
été rapporté que la réduction du taux de cet acide aminé inhibe de fagon dose dépendante la
prolifération des cellules NK humaines activées et qu’une totale dépletion réduit la sécrétion d’IFN-y
(Oberlies, J. et al. 2009). En ce qui concerne I’activité cytotoxique des cellules NK, les résultats sont
contradictoires. En effet, une étude rapporte une diminution de 1’activité lytique des cellules NK de
facon dépendante de la concentration d’arginine (Xiao, L. et al. 1995) alors qu’une autre étude

démontre que I’absence de cet acide aminé n’altére pas 1’activité cytotoxique (Oberlies, J. et al. 2009).

II-3-6-e  Coopération des NOS et des arginases dans

I’immunosuppression

Les cellules MSDC infiltrants les tumeurs sont capables de co-exprimer 1’arginase I et I'iNOS
(Bronte, V. and Zanovello, P. 2005). Suite a la déplétion en arginine, ces enzymes induisent la
production d’anion superoxyde (O,") et de NO° qui forment ensuite du peroxynitrite (ONOO") et du
peroxyde d’hydrogene (H,0O,) (Bronte, V. and Zanovello, P. 2005) (Figure 71).

Le peroxynitrite est responsable de la nitration des résidus tyrosines des protéines affectant
ainsi diverses activités biologiques comme I’activation ou I’inactivation d’enzymes impliquées dans la
différenciation et la prolifération cellulaires (Schopfer, F.J. et al. 2003; Radi, R. 2004). In vitro, il
provoque I’apoptose des LT par inhibition de la phosphorylation d’importantes protéines de
signalisation via la nitration de leurs résidus tyrosine (Brito, C. et al. 1999). A forte dose, il induit
¢galement la mort cellulaire des LT par la nitration de canaux anioniques voltage dépendant causant
ainsi des dommages mitochondriaux qui favorisent le relargage de cytochrome ¢ (Aulak, K.S. et al.
2001). De plus, des lymphocytes infiltrés au sein d’un carcinome prostatique expriment au niveau

intracellulaire des taux élevés de résidus nitrotyrosine. Les tissus épithéliaux néoplasiques de la
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prostate sur-expriment I’arginase I et I’iNOS et ['utilisation d’inhibiteurs spécifiques de ces deux
enzymes provoque une réduction du taux de résidus nitrotyrosine dans les LT et restaure localement la

réponse anti-tumorale des LT (Bronte, V. et al. 2005).

Le peroxyde d’hydrogene produit par les MDSC participe également a 1’échappement tumoral
par I’inhibition des LT. En effet, suite a la production de ROS et notamment d’H,0,_ les MDSC issues
de rate de souris porteuses de cancer inhibent I’expression de la chaine CD3( et la production d’IFN-y
par les LT (Kusmartsev, S. et al. 2005; Sinha, P. et al. 2005). Chez des patients a un stade avancé de
cancer, la production d’H,O, par des cellules granuleuses circulantes est associ¢e a une diminution de
I’expression de la chaine CD3( et de ’activité des LT (Schmielau, J. and Finn, O.J. 2001). Par ailleurs,
I’expression d’arginase [ a été observée dans les MDSC de patients atteints d’un cancer rénal (Zea,
A.H. et al. 2005). L’ensemble de ces données suggére que les MDSC chez le patient cancéreux sont
capables d’inhiber les LT via leur production d’H,0,. Ce dernier induit également 1’apoptose des LT
activés en inhibant I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl2 (Hildeman, D.A. et al. 2003) et en
stimulant la sécrétion de Fas-L (ou CD95L) qui se fixe alors aux récepteurs de mort Fas présents a la

surface des LT (Krammer, P.H. et al. 2007) (Figure 71).

11-3-7 La leptine

La leptine, une protéine de 16 kDa sécrétée majoritairement par le tissu adipeux, est impliquée
dans le métabolisme énergétique et le controle de I’appétit via ses effets sur ’hypothalamus (Zhang,
Y. etal. 1994; Woods, S.C. et al. 1998). Elle participe également au développement tumoral (Jarde, T.
et al. 2009; Jarde, T. et al. 2011) et module certaines cellules de I’immunité innée (Caldefie-Chezet, F.
et al. 2001; Caldefie-Chezet, F. et al. 2003; Fernandez-Riejos, P. et al. 2010). L’adipocyte représente
la composante cellulaire majoritaire du stroma mammaire. Le cancer du sein est de loin le cancer le
plus fréquent chez les femmes avec environ 1,38 million de nouveaux cas diagnostiqués en 2008 (23%
de tous les cancers) (Ferlay, J. et al. 2010). Méme si les premiers stades de carcinogenese mammaire
prennent place dans un e nvironnement riche en adipocytes, les études sur les interactions entre
adipocytes, cellules tumorales et systéme immunitaire sont rares sans doute parce que 1’adipocyte a été
trés longtemps considéré comme une cellule inerte limitée au stockage des lipides (Celis, J.E. et al.
2005). Depuis la découverte de la leptine (Zhang, Y. et al. 1994), le role de I’adipocyte s’est
considérablement élargi. En effet, en sus de sa fonction de stockage des triglycérides, les adipocytes
sont également des cellules sécrétoires. Les sécrétions adipocytaires sont soit d’origine protéique
comme la leptine et soit d’origine lipidique comme les acides gras non estérifiés (Celis, J.E. et al.
2005). La plupart des facteurs protéiques sécrétés appartiennent a la famille des cytokines et sont
qualifiés d’adipokines. Des données épidémiologiques suggerent que le tissu adipeux aurait un role

important mais, encore controversé dans 1’apparition et le pronostic de nombreux cancers. Ce role
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Figure 72 : Evolution de la leptinémie selon I’indice de masse corporelle
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dépendrait des sécrétions adipocytaires (Schaffler, A. et al. 2007; Roberts, D.L. et al. 2010), et en
particulier celle de la leptine (Wu, M.H. et al. 2009).

Des études, effectuées notamment dans notre équipe de recherche, ont montré que la leptine
stimule, in vitro, la prolifération de différentes types de cellules cancéreuses mammaires (Jarde, T. et
al. 2009; Jarde, T. et al. 2011) et favorise I’invasion et 1’angiogenese tumorale dans plusieurs modéeles
animaux (Mauro, L. et al. 2007; Jarde, T. et al. 2011). Dans I’espéce humaine, la leptinémie est
environ 3 fois plus importante chez la femme que chez I’homme (Figure 72) (Saad, M.F. et al. 1997).
Lorsqu’elle est rapportée au pourcentage de masse grasse, les femmes présentent un taux circulant de
leptine supérieur de 40% a celui observé chez I’homme (Saad, M.F. et al. 1997). Cela pourrait étre di
a une production plus importante de leptine par le tissu adipeux sous-cutané plus développé chez la
femme et a une régulation hormonale de la sécrétion leptinique par les cestrogénes et/ou la testostérone

(Ahima, R.S. and Osei, S.Y. 2004).

Ainsi la leptinémie est corrélée positivement a 1’IMC (Figure 72) et une relation encore plus
marquée est retrouvée entre les taux circulants de cette adipokine et le pourcentage de masse grasse
(Gomez, J.M. et al. 2003; Mahabir, S. et al. 2007). L’expression de ’ARNm de la leptine par les
adipocytes est supéricure chez des patients présentant une obésité morbide (IMC>40 kg/m?)
comparativement a d es sujets de corpulence normale (20<IMC<25 kg/m?) (Hamilton, B.S. et al.
1995). Chez les femmes de poids normal (20<IMC<25 kg/m?), la concentration plasmatique de leptine
est d’environ 10 ng/mL, contrairement aux patientes en surpoids (25<IMC<30 kg/m’) ou obé ses
(IMC>30 kg/m®) pour lesquelles les taux circulants s’échelonnent entre 18 et 35 ng/mL (Ruhl, C.E.
and Everhart, J.E. 2001). En situation d’obésité morbide (IMC>40 kg/m?) la leptinémie peut atteindre
des valeurs extrémes de 51 ng/mL voire de 169 ng/mL (Liuzzi, A. et al. 1999).

II-3-7-a Les récepteurs de la leptine

La leptine induit ses effets en se liant & son récepteur (Ob-R) dont il existe six isoformes (Ob-
Ra a Ob-Rf) issues de 1’épissage alternatif du transcrit du gene Ob-R (Ahima, R.S. and Flier, J.S.
2000) (Figure 73). Chacune est composée d’un domaine extracellulaire possédant le site de liaison, a
I’exception d’Ob-Re, et d’un domaine trans-membranaire similaire (Ahima, R.S. and Flier, J.S. 2000;
Fruhbeck, G. 2006). La partie cytoplasmique permet de les différencier en trois groupes : les isoformes
courtes (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd et Ob-Rf), I’isoforme longue (Ob-Rb) et I’isoforme soluble (Ob-Re)
(Ahima, R.S. and Flier, J.S. 2000; Fruhbeck, G. 2006) (Figure 73).

La fonction des isoformes courtes est actuellement mal définie mais, certaines comme Ob-Ra,
seraient susceptibles d’activer des voies de signalisation en réponse a la leptine malgré un domaine

intracellulaire tronqué (Bjorback, C. et al. 1997).
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L’isoforme longue Ob-Rb présente un domaine cytoplasmique complet et a longtemps été
considérée comme le seul récepteur fonctionnel de la leptine (Tartaglia, L.A. et al. 1995). Le récepteur
Ob-Rb est essentiel dans la transmission du signal leptinique, puisqu’il contient les domaines
intracellulaires requis pour activer de nombreuses voies de signalisation qui seront détaillées ci-
dessous (Myers, M.G. et al. 2008). Les isoformes courtes et longues présentent un domaine
intracellulaire conservé de 29 acides aminés appelé Box1 mais, seule ’isoforme longue posseéde le

motif Box2 et le site de fixation de STAT et SHP-2 (Cirillo, D. et al. 2008).

L’isoforme soluble Ob-Re ne comprend pas de domaines transmembranaire et cytoplasmique.
Ce récepteur est essentiellement retrouvé dans le plasma chez ’homme et est capable de fixer la
leptine circulante (Chua, S.C., Jr. et al. 1997). Ainsi, dans le sérum, Ob-Re est la protéine majoritaire
de fixation de la leptine (Lammert, A. et al. 2001). La fonction de cette isoforme serait de diminuer la

proportion de leptine libre dans le plasma et ainsi réguler son activité biologique (Tu, H. et al. 2008).

II-3-7-b La leptine et les cellules cancéreuses mammaires

L’expression de I’ARNm d’Ob-Rb et d’Ob-Ra a été mise en évidence dans différentes lignées
cancéreuses mammaires (Frankenberry, K.A. et al. 2006; Jarde, T. et al. 2009). L’expression protéique
de ces deux récepteurs a été confirmée dans la plupart de ces lignées dont celles de MCF-7 et de
MDA-MB-231 (Jarde, T. et al. 2009; Jarde, T. et al. 2011). La leptine et son récepteur ont été
également retrouvés dans des biopsies de tumeurs mammaires et dans le tissu sain environnant la
tumeur suggérant que la leptine peut agir localement sur les cellules cancéreuses selon un mode
d’action autocrine et/ou paracrine (Jarde, T. et al. 2008a; Jarde, T. et al. 2008b; Jarde, T. et al. 2009).
Par ailleurs, I’expression de la leptine dans le tissu cancéreux est corrélée a celle de son récepteur

(Jarde, T. et al. 2008D).

L’inactivation du geéne de la leptine et de son récepteur dans des modéles animaux a permis
d’élucider le role de la leptine dans la pathologie cancéreuse mammaire. Ainsi, des souris obeses
déficientes pour le géne de la leptine (lep” ou ob/ob) et sur-exprimant le facteur TGF-o
spécifiquement au niveau du tissu mammaire, ne développent pas de tumeur mammaire contrairement
aux souris non obéses lep”” et lep” chez qui la prolifération tumorale est observée dans 50% et 67%
des cas respectivement (Cleary, M.P. et al. 2003). Des souris obéses déficientes pour le géne Ob-R
(Ob-R™" ou db/db) ne développent pas de tumeur mammaire induite, contrairement aux souris non
obéses homozygotes et hétérozygotes chez qui une amplification tumorale a lieu dans 69% et 82% des
cas respectivement (Cleary, M.P. et al. 2004). Outre leurs effets sur la prolifération tumorale, il est
¢galement important de noter que la présence de la leptine et de son récepteur est essentielle au

développement normal du tissu mammaire (Cleary, M.P. et al. 2003; Cleary, M.P. et al. 2004).
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Apres fixation sur son récepteur, la leptine induit une activité proliférative via plusieurs voies
de signalisation (Fruhbeck, G. 2006). En effet, la leptine est capable d’activer la voie des MAPK
induisant la transcription de geénes cibles tels que c-fos et egr-1 impliqués dans les processus de
prolifération et de différenciation cellulaires (Figure 74) (Fruhbeck, G. 2006). Dans différentes lignées
tumorales mammaires telles que MCF-7 et T47D, la leptine stimule la phosphorylation de ERK1 et de
ERK?2 qui sont des acteurs de la voie de signalisation MAPK (Yin, N. et al. 2004; Chen, C. et al.
2006). De plus, des inhibiteurs dirigés contre la voie des MAPK, inhibent totalement I’activité
proliférative de la leptine (Yin, N. et al. 2004; Chen, C. et al. 2006). Cela suggére que la leptine

participe au développement tumoral par 1’activation de cette voie de signalisation.

La leptine peut également stimuler la voie de signalisation JAK/STAT (Fruhbeck, G. 2006;
Cirillo, D. et al. 2008). La phosphorylation de la partie cytoplasmique d’Ob-R aprés fixation de la
leptine induit 1’activation de JAK qui recrute alors les protéines STAT. Ces derniéres sont ensuite
activées par phosphorylation et se dissocient du récepteur afin de former des homodiméres capables
d’atteindre le noyau (Fruhbeck, G. 2006; Cirillo, D. et al. 2008) (Figure 75). Une fois passés la
membrane nucléaire, les homodiméres de STAT stimulent la transcription de génes tels que c-myc,
cyclin D1 et Bel2 essentiels a la régulation du cycle cellulaire et de la prolifération (Cirillo, D. et al.
2008). Dans les cellules tumorales mammaires, la leptine induit 1’expression des ARNm de la cycline
D1 et de c-myc et I’expression protéique de la cycline D1 (Yin, N. et al. 2004; Chen, C. et al. 2006).
De plus, la phosphorylation de STAT 3, induite par la leptine, active la transcription de la cycline D1
(Saxena, N.K. et al. 2007) et de c-myc (Yin, N. et al. 2004) dans les cellules tumorales mammaires
MCF-7. Par conséquent, les propriétés stimulatrices de la leptine vis-a-vis des cellules cancéreuses

mammaires sont régulées par la voie de signalisation JAK/STAT.

La leptine est aussi capable de stimuler la voie de signalisation IRS/PI3K. Suite a la fixation
de la leptine, les récepteurs Ob-Ra et Ob-Rb, sont susceptibles d’activer les protéines « insulin
receptor substrat » 1 et 2 (IRS 1 et 2) via les JAK ou de facon autonome (Bjorbaek, C. et al. 1997).
Une fois activées, IRS 1 et 2 stimulent la PI3K qui elle-mé&me est suceptible de stimuler plusieurs
autres protéines dont Akt et la PKC (Fruhbeck, G. 2006) (Figure 76). Akt joue un réle prépondérant
dans de nombreux processus comme la survie et le métabolisme cellulaires ; la PKC intervient dans les
phénomeénes prolifératif et apoptotique et est capable d’activer la voie des MAPK (Fruhbeck, G.
2006). La stimulation de la prolifération cellulaire induite par la leptine au niveau des cellules
cancéreuses mammaires HTB-26 et ZR-75-1 est abolie par 'utilisation d’inhibiteurs de la voie de
signalisation PI3K/Akt (Chen, C. et al. 2006). De plus, la leptine accroit 1’expression protéique de la
PKC-a dans les cellules MCF-7 (Okumura, M. et al. 2002). Ces données suggerent que 1’activité de la

leptine dans les cellules cancéreuses mammaires passe également par la voie PI3K.
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Il est important de noter que la leptine participe également au développement tumoral en
inhibant I’expression de genes suppresseurs de tumeurs tels que p53 et p21 (Chen, C. et al. 2006), en
induisant I’expression protéique de VEGF-R2 et en favorisant la sécrétion de VEGF (Gonzalez, R.R.

et al. 2006).

II-3-7-c La leptine et les cellules immunitaires

Outre des effets sur les cellules tumorales, la leptine module également les cellules du systéme
immunitaire. En effet, une altération de la réponse immunitaire et une susceptibilité aux infections ont
¢été rapportées chez des animaux déficients en leptine ou en son récepteur et chez des sujets déficients
en leptine (La Cava, A. and Matarese, G. 2004). Des récepteurs de la leptine ont été décrits au niveau
des cellules immunitaires telles que les monocytes (Zarkesh-Esfahani, H. et al. 2001), les
polynucléaires neutrophiles (Caldefie-Chezet, F. et al. 2001), les DC (Mattioli, B. et al. 2005), les
lymphocytes B et T (Lord, G.M. et al. 1998; Martin-Romero, C. et al. 2000) mais, également les
cellules NK (Zhao, Y. et al. 2003; Wrann, C.D. et al. 2012).

Ainsi la leptine stimule, in vitro, la prolifération et I’activation des monocytes en induisant
I’expression a leur surface de marqueurs d’activation tels que le CD25 ou le CD71 (récepteur de la
transferrine) et en stimulant I’expression de molécules d’adhérence (CD11b et c¢) et du CMH (HLA-
DR) (Santos-Alvarez, J. et al. 1999). Cette adipokine stimule également la production par les
monocytes/macrophages, de NO°, d’eicosanoides tels que le leucotriene B4 ou la PGE2 (Raso, G.M.
et al. 2002; Mancuso, P. et al. 2004) et de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a et 1’IL-6
(Loffreda, S. et al. 1998; Santos-Alvarez, J. et al. 1999; Zarkesh-Esfahani, H. et al. 2001). De plus, la
leptine potentialise I’effet stimulant de I'IFN-y sur I’expression d’iNOS et de COX2 dans les
macrophages (Raso, G.M. et al. 2002). Cette adipokine régule également la fonction des
monocytes/macrophages. En effet, les monocytes/macrophages de souris ob/ob ou db/db présentent
une fonction phagocytaire altérée et I’administration de leptine a des souris déficientes pour la leptine
restaure cette fonction (Loffreda, S. et al. 1998). La leptine est également capable de stimuler la
phagocytose des monocytes/macrophages via 1’activation de phospholipases (Mancuso, P. et al. 2004)
et d’inhiber 1’apoptose des monocytes mis en culture sans sérum via la voie des MAPK (Najib, S. and
Sanchez-Margalet, V. 2002). Une étude effectuée sur des macrophages murins montre que la leptine
est un chimio-attractant potentiel pour les monocytes et les macrophages et que cet effet nécessite la
présence de la forme longue de son récepteur (Ob-Rb) (Gruen, M.L. et al. 2007). De plus, dans les
macrophages murins, la leptine stimule l’expression génique de chimiokines via la voie de

signalisation JAK2-STAT3 (Kiguchi, N. et al. 2009).

La leptine favorise également le chimiotactisme et la production de radicaux libres oxygénés

par les polynucléaires neutrophiles (Caldefie-Chezet, F. et al. 2001; Caldefie-Chezet, F. et al. 2003) et
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inhibe leur apoptose (Bruno, A. et al. 2005). Les effets chimio-attractant et anti-apoptotique de la
leptine sont médiés conjointement par la voie des MAPK (Bruno, A. et al. 2005). La leptine induit
¢galement la survie des polynucléaires neutrophiles par la voie de signalisation PI3K (Bruno, A. et al.

2005).

Les DC sont activées par la leptine. En effet, elle stimule la production d’IL-1B, d’IL-6 et
d’IL-12 par les DC matures et immatures alors que la sécrétion de TNF-a est augmentée uniquement
dans les DC immatures (Mattioli, B. et al. 2005). Les DC, quel que soit leur état de maturité, traitées
avec la leptine orientent les LT naifs vers une polarisation de type Thl et ont une capacité a stimuler
les LT plus importante que les DC non traitées (Mattioli, B. et al. 2005; Mattioli, B. et al. 2008). La
leptine accroit également la survie des DC par ’activation de NF-kB et d’Akt et par la sur-expression
du géne Bel2 (Mattioli, B. et al. 2005; Mattioli, B. et al. 2009). Enfin, la leptine favorise également le
chiomiotactisme des DC immatures par action directe sur la dynamique du cytosquelette et sur la sur-

expression du récepteur de chimiokines CCR7 (Mattioli, B. et al. 2008).

Des souris ob/ob présentent une réduction du nombre de cellules B immatures comparé a des
souris témoins suggérant que la leptine est nécessaire au développement des LB (Claycombe, K. et al.
2008). Elle stimule notamment la production par les LB d’IL-6, d’IL-10 et de TNF-a via les voies de
signalisation JAK2/STAT3 et MAPK/ERK1/2 (Agrawal, S. et al. 2011). Ces sécrétions cytokiniques

contribuent aux propriétés inflammatoires et immunorégulatrices de la leptine.

Les effets de la leptine sur les LT ont essenticllement été focalisés sur les LT CD4.
Contrairement aux monocytes/macrophages, la leptine seule est incapable d’induire la prolifération et
I’activation des LT matures humains circulants. Co-administrée avec des immunostimulants non
spécifiques, elle provoque I’expression de marqueurs d’activation (CD69, CD25 et CD71) dans les LT
CD4 et CD8 (Martin-Romero, C. et al. 2000). De plus, I’addition de concentrations physiologiques de
leptine lors d’une réaction lymphocytaire mixte, qui consiste a mettre en présence des LT avec des
cellules contenant un CMH incompatible, induit une prolifération dose dépendante des LT CD4 (Lord,
G.M. et al. 1998). Toutefois, la leptine présente des effets variés sur la prolifération et la production de
cytokines des LT CD4 naifs (CD45RA") et des LT CD4 mémoires (CD45RA"). La leptine, via les
voies de signalisation MAPK et PI3K, stimule la prolifération et la sécrétion d’IL-2 par les LT CD4
naifs alors qu’elle exerce de faibles effets sur la prolifération des LT CD4 mémoires (Lord, G.M. et al.
1998; La Cava, A. and Matarese, G. 2004). Elle induit également 1’expression de molécules
d’adhésion a la surface des LT CD4 telles que ICAM-1 qui favorise I’activation et la migration des LT
CD4 vers le site inflammatoire (La Cava, A. and Matarese, G. 2004). Par ailleurs, la leptine induit une
polarisation de type Thl de la réponse immune en favorisant la production d’IFN-y et de TNF-a par
les LT CD4 et la synthése d’IgG2a par les LB ainsi qu’une activation des macrophages (Lord, G.M. et
al. 1998; La Cava, A. and Matarese, G. 2004). A I’inverse, la leptine inhibe les réactions de type Th2
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en réduisant la production d’IL-4 par les LT CD4 et celle d’IgG1 par les LB (Lord, G.M. et al. 1998;
La Cava, A. and Matarese, G. 2004). Elle induirait également un signal de survie dans les LT non
matures durant leur maturation (Howard, J.K. et al. 1999). En effet, les souris ob/ob présentent une
atrophie du thymus affectant le cortex thymique ouse trouvent la plupart des thymocytes double
positifs CD4+ CD8+ et I’apport de leptine permet de réduire 1’apoptose de ces cellules (Howard, J.K.
et al. 1999). La leptine stimule également la survie des LT matures en majorant ’expression de
protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcel-X (Fujita, Y. et al. 2002; La Cava, A. and Matarese, G.
2004).

Les LTreg expriment également Ob-R et sont capables de produire de la leptine (De Rosa, V.
et al. 2007). Toutefois, la leptine inhibe 1’expansion de ces cellules. En effet, in vitro, la neutralisation
de la leptine avec un anticorps spécifique associé a un anticorps anti-CD3/CD28 pour stimuler les
LTreg, induit la prolifération de ces cellules (De Rosa, V. et al. 2007). L’anergie des LTreg en réponse
a la leptine passe notamment par les voies de signalisation MAPK/ERK1/2 (De Rosa, V. et al. 2007) et
mTOR (Procaccini, C. et al. 2010).

Peu de travaux se sont intéressés a I’impact de la leptine sur les cellules NK. Toutefois, les
études sur des souris 0ob/ob (Chandra, R.K. 1980; Kanda, T. et al. 2004) ou db/db (Tian, Z. et al. 2002)
démontrent une moindre cytotoxicité des cellules NK spléniques comparativement a des souris
sauvages. Les souris db/db présentent également une moindre expression du marqueur d’activation
CD69 ala surface des cellules NK et un nombre réduit de cellules NK dans le foie, la rate, les
poumons et le sang (Tian, Z. et al. 2002). Ces données démontrent que la leptine est nécessaire au
développement et al’activation des cellules NK. /n vitro, la leptine est capable de stimuler la
cytotoxicité des lignées humaines de cellules NK telles que YT et NK-92, respectivement
indépendante et dépendante de 1’Il-2, et elle intensifie la prolifération cellulaire uniquement pour la
lignée YT (Zhao, Y. et al. 2003). Cet effet stimulateur de la leptine dans les cellules YT passerait en
partie par 1’activation de STAT3 et par une sur-expression de ’ARNm de la perforine et de I’IL-2
(Zhao, Y. et al. 2003). Le traitement par la leptine de cellules NK isolées a partir de sang de
volontaires sains accroit la cytotoxicité, l’expression de TRAIL, la sécrétion et la production
intracellulaire d’[FN-y (Wrann, C.D. et al. 2012). De plus, ces cellules NK forment davantage de
conjugué avec les cellules cibles (K562) et sur-expriment le marqueur d’activation CD69 (Wrann,

C.D. etal. 2012).

Toutes ces données suggérent que la leptine est capable d’activer la majorité des cellules
immunitaires (Figure 77) et ainsi d’exercer une protection de 1’organisme et en particulier vis-a-vis
des cellules cancéreuses. Cependant, ces études ont des limites car elles ne reflétent pas une
imprégnation leptinique au long cours comme observée en situation d’obésit¢ (Gomez, J.M. et al.

2003; Mahabir, S. et al. 2007). En effet, une hyperleptinémie chronique est associée a un risque élevé
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Tableau 6 : Impact de I’obésité sur la fonctionnalité des cellules immunes

Type de cellule Impact de I'obésité
immune
Homme
LT CD§ Lrombe
J Prolifération en réponse a une stimulation
LT CD4 Jou Nombre
LB J Prolifération en réponse a une stimulation
NK J Nombre. -
J Cytotoxicité
Rongeur
LT J Nombre
J/ Prolifération en réponse a une stimulation
N
NK J, Nombre

J Cytotoxicité

Abréviations: LB, lymphocyte B; LT, lymphocyte T, NK, natural killer.

(D’apres Karlsson, E.A. and Beck, M.A. 2010)
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de développer différents types de cancer en particulier le cancer du sein (Wu, M.H. et al. 2009). De
plus, I’obésité entrainerait une inhibition de la fonctionnalité des cellules immunes (Marti, A. et al.
2001; Karlsson, E.A. and Beck, M.A. 2010). En effet, une leptino-résistance est observée au niveau du
systéme nerveux central (Badman, M.K. and Flier, J.S. 2007; Tschop, J. et al. 2010), I’hypothése selon
laquelle les cellules immunitaires pourraient également devenir résistantes a la leptine a été émise pour
expliquer cette immunodéficience (Karlsson, E.A. and Beck, M.A. 2010). Des études réalisées
notamment sur les cellules NK viennent étayer cette hypothése. En effet, les cellules NK de
volontaires sains cultivées en présence de fortes concentrations de leptine durant plus de 4 jours,
proliferent mais, présentent une activité lytique et sécrétoire (IFN-y) réduite (Wrann, C.D. et al. 2012).
L’injection de leptine a des rats rendus obéses suite a un régime hypercalorique et a des rats de poids
normal provoque une inhibition des cellules NK quatre fois inférieure dans le groupe obése
comparativement au groupe témoin (Nave, H. et al. 2008). Cet effet serait en partie di & une moindre
stimulation par la leptine de JAK2 dans les cellules NK des rats obéses (Nave, H. et al. 2008). Ainsi,
une hyperleptinémie prolongée induit une résistance a la leptine par une désensibilisation de la voie

JAK/STAT qui engendrerait une réduction de I’activation des cellules NK (Nave, H. et al. 2008).

III) Impact du stress métabolique dans la cancérogenése et la vigilance anti-tumorale

Plusieurs études épidémiologiques démontrent un lien entre obésité et divers types de cancer
(colon, prostate, endométre et sein) (Renchan, A.G. et al. 2008). L’obésité module a la fois le
développement tumoral (Hursting, S.D. and Berger, N.A. 2010; Roberts, D.L. et al. 2010) et le
systéme immunitaire (Marti, A. et al. 2001; Karlsson, E.A. and Beck, M.A. 2010). En effet, ’obésité
chez ’homme et I’animal est associée a une certaine immunodéficience (Marti, A. et al. 2001)
(Tableau 6). Une diminution du nombre de LT CD8 et une réduction ou une augmentation du nombre
de LT CD4 ont été rapportées (O'Rourke, R.W. et al. 2005) (Tableau 6). Les LT et les LB proliférent
moins en réponse a une stimulation (Lamas, O. et al. 2002). Non seulement le nombre mais, aussi
I’activité lytique des cellules NK sont réduits (Scanga, C.B. et al. 1998; Lynch, L.A. et al. 2009;
O'Shea, D. et al. 2010). Toutefois, il est intéressant de noter que la population de cellules NK dans le
sang est supérieure chez des obéses qui ne présentent pas de syndrome métabolique comparativement
a ceux ayant developpé un syndrome métabolique. Dans le premier cas, les cellules NK expriment
d’avantage de marqueurs d’activation (CD69) et moins de récepteurs inhibiteurs (Lynch, L.A. et al.

2009).

Au travers des études cliniques, le principal probléme dans la compréhension des effets de
I’obésité sur la réponse immunitaire est que les populations étudiées sont trés hétérogénes notamment
en termes d’habitudes alimentaires et d’environnement social. Aussi, ’utilisation de mod¢les animaux

a permis d’explorer I'impact de I’obésité sur les cellules immunes en s’affranchissant de cette
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hétérogénéité¢ (Lamas, O. et al. 2002). Ainsi, des souris ob/ob ou db/db sont d’excellents modeles
pour observer les effets d’une obésité extréme. Cependant, comme nous I’avons vu précédemment, la
leptine est capable de moduler les cellules du systéeme immunitaire (Karlsson, E.A. and Beck, M.A.
2010) et, ’obésité consécutive a d es mutations du géne de la leptine ou de son récepteur est un
phénotype extrémement rare chez 1’homme (Carlsson, B. et al. 1997). Par conséquent, 1’utilisation
d’une alimentation hypercalorique favorisant la prise de poids et donc I’obésité semble plus adaptée
pour évaluer I’'impact d’une sur-alimentation chronique sur les cellules immunes. Comme chez
I’homme, ces animaux présentent une altération de la réponse immunitaire (Tableau 6). En effet, un
régime hypercalorique chez le rat oul a souris provoque une diminution du nombre et de la
prolifération des LT au niveau de la rate (Lamas, O. et al. 2002; Sato Mito, N. et al. 2009) (Tableau
6). I est également observé chez ces animaux une réduction du nombre et de la cytotoxicité des
cellules NK (Smith, A.G. et al. 2007; Nave, H. et al. 2008; Lautenbach, A. et al. 2009). Par ailleurs,
les cellules NK prélevées chez des rats rendus obéses, en réponse a un régime hypercalorique, puis
transférées chez des rats de poids normal tendent a retrouver un phénotype identique a celui de cellules
NK d’animaux de poids normal (Lautenbach, A. et al. 2009). Ces données suggérent I’implication de
facteurs sécrétés par les adipocytes en situation d’obésité dans I’inhibition des cellules NK

(Lautenbach, A. et al. 2009).

Différentes hypothéses, telles que I’augmentation du taux circulant de I’« insulin growth
factor-1 » (IGF-1), des cestrogénes et de certaines adipokines, ont été proposées pour expliquer
I’association entre obésité, risque de cancer et immunodéficience. L’effet de la leptine ayant déja été
détaillé précédemment seules les deux autres hypothéses seront abordées. Parmi les nutriments
favorisant la prise de poids voire 1’obésité, il y a les acides gras. Ces derniers modulent également le

développement tumoral et la réponse immune anti-tumorale.
ITI-1 Les acides gras

II-1-1 Les acides gras et la cancérogencse

L’obésité est caractérisée par une ¢élévation permanente du taux d’acides gras libres
plasmatiques (Calle, E.E. and Kaaks, R. 2004). Outre le fait qu’ils constituent une importante source
énergétique de l’organisme (McArthur, M.J. et al. 1999), ils peuvent selier aux « peroxisomal
proliferated-activated receptors » (PPAR) nucléaires et induire la transcription de génes impliqués

dans le métabolisme des lipides et du glucose (Ferre, P. 2004).

Le poids relatif des facteurs alimentaires dans le déterminisme des cancers est trés important
puisque ceux-ci pourraient contribuer pour 30 a 40% des cancers chez les hommes et 60% des cancers

chez les femmes (Willett, W.C. 1995). Parmi les nutriments incriminés, il y a les acides gras qui
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lorsqu’ils sont consommeés en exces favorisent le développement néoplasique dans différents types de
cancer tels que le cancer du sein, du colon, de la prostate et des ovaires (Gerber, M. 2009). Toutefois,
leurs effets sur la pathologie cancéreuse différent selon le type d’acides gras (Gerber, M. 2009). En
effet, un apport excessif d’acides gras saturés est un facteur de risque de développer un cancer du
colon ou du sein, a I’inverse la consommation mixte d’acides gras saturés et mono-insaturés est
associée a un moindre risque (Thiebaut, A.C. and Clavel-Chapelon, F. 2001; Wakai, K. et al. 2006;
Gerber, M. 2009). Au niveau expérimental, chez des souris porteuses de tumeurs coliques (CT26) ou
mammaires (4T1 ou E0771), un régime majoritairement constitué d’acides gras saturés et mono-
insaturés (lard) stimule le développement tumoral (Gu, J.W. et al. 2011; Kim, E.J. et al. 2011; Park, H.
et al. 2011). Dans les pays méditerranéens, ou la principale source d’acides gras mono-insaturés est
I’huile d’olive et non les graisses animales, ces acides gras sont associés a une diminution du risque de

cancer du colon et du sein (Rouillier, P. et al. 2005; Bessaoud, F. et al. 2008).

Les études épidémiologiques révelent que les acides gras polyinsaturés n-3 (ou oméga 3)
diminuent le risque de cancer alors que les acides gras polyinsaturés n-6 (ou oméga 6)
n’influenceraient pas le développement tumoral (Wakai, K. et al. 2006; Thiebaut, A.C. et al. 2009).
Dans I’alimentation moderne, dite « Western diet », le déséquilibre du rapport n-6/n-3, conséquence
d’une sur-consommation d’acides gras polyinsaturés n-6 au détriment des acides gras polyinsaturés n-
3, est un facteur de risque de cancer (Simopoulos, A.P. 2002; 2006). En contradiction avec les données
épidémiologiques, les études sur des modéles animaux montrent que les acides gras polyinsaturés n-6
sont capables de stimuler le développement tumoral (Fay, M.P. et al. 1997; Funahashi, H. et al. 2008).
En effet, un régime enrichi en acides gras polyinsaturés n-6 stimule la prolifération tumorale et la
formation de métastases chez les souris « nudes » ayant recu une injection de cellules cancéreuses
mammaires humaines (MDA-MB-435, MDA-MB-231) (Rose, D.P. et al. 1994). A I’inverse, dans ce
méme modele expérimental, la prolifération et 1’invasion métastasique des cellules cancéreuses
mammaires humaines MDA-MB-435, MDA-MB-231 et MCF-7 sont réduites sous un régime riche en
acides gras polyinsaturés n-3 (Rose, D.P. et al. 1995; Connolly, J.M. et al. 1999; Kang, K.S. et al.
2010).

Les études in vitro ont permis d’explorer les mécanismes mis en jeu par les acides gras pour
moduler le développement tumoral. Les récepteurs couplés aux protéines G40 et G120 (GPR40 et
120) sont capables de fixer les acides gras libres a longue et moyenne chaines (Briscoe, C.P. et al.
2003; Hirasawa, A. et al. 2005). Ils sont exprimés dans différentes lignées de cellules cancéreuses
mammaires (Yonezawa, T. et al. 2004; Navarro-Tito, N. et al. 2008). Les effets de 1’oléate et du
palmitate, respectivement mono-insaturé et saturé, ont été testés sur des lignées de cellules cancéreuses
mammaires. Dans les cellules MCF-7 et MDA-MB-231, I’oléate mais, pas le palmitate peut se lier au

GPRA40 et induire une augmentation des concentrations calciques intracellulaires impliquées dans la
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signalisation cellulaire (Yonezawa, T. et al. 2004; Hardy, S. et al. 2005). De plus, I’oléate stimule la
prolifération des cellules négatives pour le récepteur des cestrogenes tels que les cellules MDA-MB-
231 et des cellules positives pour ce récepteur comme ZR-75-1 et MCF-7 alors que la palmitate exerce
un effet inhibiteur (Hardy, S. et al. 2000). Méme si le récepteur GPR40 est également retrouvé dans
les cellules épithéliales mammaires non tumorales MCF-10A, la prolifération de ces cellules n’est pas
modulée par I’oléate, suggérant que 1’action de cet acide gras serait restreinte aux cellules cancéreuses
(Soto-Guzman, A. et al. 2008). Dans les cellules MDA-MB-231, ces effets seraient notamment dis a
une stimulation par 1’oléate ou une réduction par le palmitate de I’activité de la PI3K (Hardy, S. et al.
2000). De plus, apres fixation sur le GPR40, I’oléate induit également la prolifération de ces cellules
par Dactivation d’Akt, des « mitogenic-extracellular signal regulated kinase 1/2 » (MEK 1/2), de la
PKC et ’ERK 1/2 (Hardy, S. et al. 2005; Soto-Guzman, A. et al. 2008). Par ailleurs, 1’oléate exerce
un effet anti-apoptotique sur les cellules MDA-MB-231 et est capable d’inhiber I’effet pro-apoptotique
du palmitate sur ces cellules (Hardy, S. et al. 2000). L’ oléate stimule aussi la production de MMP-9 et
provoque la phosphorylation de la « focal adhesion kinase » (FAK) dans les cellules MDA-MB-231
(Soto-Guzman, A. et al. 2010). Cette enzyme est impliquée dans différents processus cellulaires tels
que I’adhésion, la migration, la survie et la prolifération (Hanks, S.K. et al. 2003). L’ oléate favorise,
ainsi, la formation et I’invasion métastasique des cellules MDA-MB-231 (Soto-Guzman, A. et al.
2010). Dans les cellules MCF-7, I’augmentation de la prolifération induite par I’oléate est dépendante

de I’activation d’ERK1/2 et des MMP via le récepteur GRP40 (Soto-Guzman, A. et al. 2008).

L’impact d’un acide gras polyinsaturé de la série n-6, I’acide arachidonique, sur les cellules
cancéreuses mammaires a également été exploré. Cet acide gras induit 1’activation de la FAK dans les
cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231, ZR-75 et MCF-7 mais, pas dans les cellules non
cancéreuses MCF-10A. Ainsi, ’acide arachidonique stimule la migration et la production
d’eicosanoides des cellules MDA-MB-231 via le GPR40 (Navarro-Tito, N. et al. 2008). De plus, suite
a I’activation de la voie de signalisation mTOR, cet acide gras stimule la prolifération, 1’expression de
HIF-1a et la sécrétion du VEGF par les cellules MCF-7 suggérant que 1’acide arachidonique
participerait in vivo a l’angiogenese tumorale (Wen, Z.H. et al. 2012). A [D’inverse, l’acide
docosahexaénoique, un acide gras polyinsaturé de type n-3, diminue la viabilité des lignées de cellules
cancéreuses mammaires MDA-MB-231, MDA-MB-435 et MCF-7 (Kang, K.S. et al. 2010). Dans cette
derniére lignée, il induit I’accumulation de ROS qui activent les caspases provoquant 1’apoptose des
cellules (Kang, K.S. et al. 2010). L’acide docosahexaénoique est également a 1’origine d’une sous-
expression du récepteur des cestrogenes o dans les cellules MCF-7 (Lu, LF. et al. 2010). De plus, la
phosphorylation de MAPK et la production de cycline D1 stimulées par les cestrogénes suite a leur

fixation sur leur récepteur o, sont réprimées en présence de cet acide gras. Cela suggere que 1’acide
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docosahexaénoique pourrait également réduire la prolifération des cellules cancéreuses mammaires

MCF-7 en inhibant la signalisation des cestrogenes (Lu, LF. et al. 2010).

III-1-2 Les acides gras et la réponse immune

Outre leurs effets sur le développement tumoral, les acides gras peuvent également moduler la
réponse immune. En effet, des études cliniques et expérimentales montrent qu’un apport €levé
d’acides gras polyinsaturés n-3 ou I’inclusion d’émulsion lipidique d’acides gras polyinsaturés n-3 ou
mono-insaturés dans un régime administré par voie parentéral, diminue la prolifération des
lymphocytes (Granato, D. et al. 2000; Moussa, M. et al. 2000). Toutefois, méme si les acides gras
mono-insaturés tel que 1’oléate réprime la prolifération des LT, leurs impacts sont inférieurs a ceux
observés avec les acides gras polyinsaturés n-3 (Calder, P.C. 1995). L’effet inhibiteur des acides gras
polyinsaturés n-3 pourrait passer par une diminution de I’expression de la sous-unité a du récepteur de
I’IL-2 a la surface des LT (Soyland, E. et al. 1994). Les acides gras insaturés sont également capables
d’inhiber la fonction cytotoxique des LT CDS alors que les saturés n’ont aucun effet (Stulnig, T.M. et
al. 2000; Kleinfeld, A.M. and Okada, C. 2005). Cette différence d’effets entre les acides gras saturés et
insaturés sur les cellules immunes est dépendante de leur incorporation au sein des membranes
cellulaires (Anel, A. et al. 1993). Cet aspect sera détaillé ultérieurement. L.’acide arachidonique (n-6)
et docosahexaénoique (n-3) altérent également I’expression du CMH de classe 1 a la surface des
lymphoblastes, ce qui inhibe la formation de la synapse immunologique avec les LT CDS8 et réduit
ainsi la cytotoxicité de ces cellules vis-a-vis des cellules tumorales lymphoblastiques (Shaikh, S.R. and
Edidin, M. 2007). De plus, les cellules tumorales mammaires sécrétent des acides gras insaturés

capables d’inhiber 1’activité des LT CD8 (Kleinfeld, A.M. and Okada, C. 2005).

Les acides gras peuvent aussi moduler différemment la réponse de type Thl ou Th2 des LT
CDA4. Alors que les acides gras saturés influencent peu la sécrétion cytokinique des LT CD4, les acides
gras polyinsaturés inhibent la production de cytokines de type Thl sans altérer celle de type Th2
(Wallace, F.A. et al. 2001). Les acides gras polyinsaturés n-3 et n-6 semblent avoir un effet similaire
sur la réponse Th1/Th2 (Wallace, F.A. et al. 2001). Toutefois, la capacité a orienter les LT CD4 vers
une réponse de type Th2 est plus importante pour les acides gras polyinsaturés n-3 (Wallace, F.A. et
al. 2001). La consommation d’acides gras polyinsaturés n-3 réduit, également, la production des
cytokines pro-inflammatoires IL-1 et TNF-a par les LT et les macrophages (Meydani, S.N. et al.
1991). De nombreuses études rapportent des effets contradictoires des acides gras sur la production
des cytokines pro-inflammatoires (Endres, S. 1996; de Pablo, M.A. et al. 1998). Différents facteurs,
tels que la durée de I’alimentation et 1’espece animale, sont incriminés (Lokesh, B.R. et al. 1990;
Tappia, P.S. and Grimble, R.F. 1994). Par exemple, une alimentation enrichie en huile de poisson

(riche en acide docosahexaénoique et eicosapentaénoique n-3) et en huile d’olive (contenant
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majoritairement de ’acide oléique) administrée & des rats durant 4 semaines, inhibe la production
d’IL-1 alors qu’un apport enrichi spécifiquement en huile d’olive sur une durée de 8 semaines stimule

la production d’IL-1 (Tappia, P.S. and Grimble, R.F. 1994).

La fonction des macrophages peut également étre modulée par les acides gras. La phagocytose
des macrophages péritonéaux de souris soumises a un régime enrichi en huile d’olive (de Pablo, M. A.
et al. 1998) ou en acide gras polyinsaturés n-3 tels que 1’acide eicosapentaénoique ou
docosahexaénoique (Calder, P.C. et al. 1990) est stimulée. Dans les monocytes, les acides gras
polyinsaturés n-3 sont associés a une réduction de 1’action des ROS (Fisher, M. et al. 1990). De plus,
alors qu’une supplémentation a long terme avec des acides gras polyinsaturés n-3 inhibe le
chimiotactisme des monocytes (Schmidt, E.B. et al. 1992), a court terme elle n’a aucun effet (Schmidt,
E.B. et al. 1996). Par ailleurs, en présence d’acides gras polyinsaturés n-3, la capacité des CPA a
présenter ’antigéne via le CMH de classe II est réduite (Weatherill, A.R. et al. 2005). Cela est
confirmé in vivo par différentes études (Hughes, D.A. et al. 1996; Sanderson, P. et al. 1997) dont celle
de Sanderson et al. montrant que des rats nourris avec un régime riche en huile de poisson présentent
une diminution de I’expression du CMH de classe II a la surface des DC (Sanderson, P. et al. 1997).
De plus, ces derniéres perdent leur capacité a présenter 1’antigéne aux LT spléniques (Sanderson, P. et

al. 1997).

En ce qui concerne les cellules NK, les études chez 1’animal décrivent que les régimes a base
d’huile de poisson ou d’huile d’olive inhibent I’activité cytotoxique comparativement aux régimes
riches en acides gras saturés ou polyinsaturés n-6 (Yaqoob, P. et al. 1994; Jeffery, N.M. et al. 1997). In
vitro, ’ajout d’acide y-linoléique (acide gras polyinsaturé n-6, précurseur de 1’acide arachidonique),
d’eicosapentaénoique ou de docosahexaénoique inhibe également I’activité lytique des cellules NK
(Yamashita, N. et al. 1991; Purasiri, P. et al. 1997). Peu de travaux concernent I’impact d’une
alimentation enrichie en acides gras sur la fonctionnalité des cellules NK humaines. Il a été rapporté
qu’une alimentation riche en huile de poisson réduit la cytotoxicité (Thies, F. et al. 2001) et le nombre
de cellules NK circulantes (Mukaro, V.R. et al. 2008) alors qu’un régime a base d’huile d’olive ne
module pas I’activité de ces cellules (Yaqoob, P. et al. 1998). A I’inverse, une alimentation contenant
de I’acide docosahexaénoique n’altére pas la cytotoxicité des cellules NK (Thies, F. et al. 2001). Ainsi
il apparait que parmi les acides gras polyinsaturés, seul 1’acide eicosapentaénoique retrouvé dans
I’huile de poisson induirait la réduction de I’activité cytotoxique des cellules NK (Thies, F. et al.
2001). Une autre étude révele qu’un régime riche en acide docosahexaénoique inhibe également la

cytotoxicité des cellules NK circulantes (Kelley, D.S. et al. 1999).

Les acides gras modulent la réponse immunitaire par différents mécanismes (Figure 78).
Quinze a 20% des phospholipides sont retrouvés dans les membranes des cellules immunes (Calder,

P.C. et al. 1994; Calder, P.C. 2007). Un régime alimentaire riche en lipides modifie la composition
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lipidiques des membranaires des cellules immunes (Calder, P.C. et al. 1994; Peterson, L.D. et al.
1998). Ainsi, un régime riche en acide gras polyinsaturés est capable d’améliorer la fluidité
membranaire des lymphocytes T au niveau des radeaux lipidiques agissant ainsi sur 1’activité des
protéines membranaires (Fan, Y.Y. et al. 2003). En effet, les radeaux lipidiques contiennent de
nombreuses protéines impliquées dans la signalisation et ils facilitent les interactions entre elles
(Simons, K. and Toomre, D. 2000; Katagiri, Y.U. et al. 2001). Des cellules Jurkat (LT) mises en
culture avec de I’acide eicosapentaénoique présentent une inhibition de la phosphorylation des
molécules de signalisation « linker of activated T cells » (LAT) du fait d’un déplacement réduit des
LAT au sein des radeaux lipidiques (Zeyda, M. et al. 2002). L’absence de phosphorylation des LAT
est un des mécanismes par lesquels les acides gras polyinsaturés n-3 inhibent la réponse des LT in
vitro (Zeyda, M. et al. 2002). Les études chez le rongeur révélent également qu’un régime riche en
huile de poisson affecte les étapes précoces de signalisation des LT telle que la phosphorylation de la
phospholipase C-y (Sanderson, P. and Calder, P.C. 1998). Cela se traduit par des modifications
fonctionnelles comme une diminution de la prolifération et de la production d’IL-2 (Fan, Y.Y. et al.

2004).

Les acides gras peuvent également moduler directement la signalisation intracellulaire. La
reconnaissance du complexe CMH/peptide par le TCR des LT induit 1’activation via le CD3 de
plusieurs voies de signalisation dont la voie calcique (Negulescu, P.A. et al. 1994), la voie de la PKC
(Monks, C.R. et al. 1997) et la voie des MAPK (Gupta, S. et al. 1994) (Figure 3). Chez la souris, un
régime a base d’huile de graines de lin (riche en acides gras polyinsaturés n-3) inhibe 1’entrée du
calcium dans les LT en réponse a une stimulation alors qu’un régime a base d’huile d’olive (contenant
majoritairement de I’acide oléique) I’augmente (Peck, M.D. et al. 2000). De plus, contrairement a
I’acide arachidonique, les acides eicosapentaénoique et docosahexaénoique abolisent, dans les cellules
Jurkat, I’activation des MAPK en réponse a une stimulation par le PMA ou un anticorps anti-CD3
(Denys, A. et al. 2001). Ces acides gras modulent ’activation des MAPK en partie via des effets
inhibiteurs sur la PKC (Denys, A. et al. 2001). Toutefois, les mécanismes par lesquels ils inhibent la
PKC sont mal connus. Par ailleurs, I’acide eicosapentaénoique réduit également la phosphorylation
des MAPK dans les macrophages stimulés par du lipopolysaccharide (Lo, C.J. et al. 2000). Cette
inhibition décroit la réponse inflammatoire des macrophages et suggére que 1’effet de 1’acide
eicosapentaénoique sur I’inflammation passerait par la modulation de ’activité des MAPK (Lo, C.J. et

al. 2000).

Les acides gras polyinsaturés n-3 possedent des propriétés anti-inflammatoires alors que les
acides gras polyinsaturés n-6 sont des précurseurs des voies pro-inflammatoires (Calder, P.C. 2006). Il

existe plusieurs mécanismes d’action de cette modulation inflammatoire :
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- la modification de la fluidit¢é membranaire des lymphocytes T agissant sur 1’activité des protéines
membranaires ;

- la compétition entre acides gras polyinsaturés n-3 et n-6 comme substrats enzymatiques abaissant la
quantité¢ de molécules pro-inflammatoires telles que les PGE2 et les LTB4;

- une action directe au niveau des récepteurs nucléaires PPAR a et y en agissant comme rétrocontrole

sur le facteur NFk-B.

Les acides gras a longue chaine tels que le docohaexaénoique, I’acide linolénique, 1’acide
linoléique et 1’acide arachidonique sont des agonistes naturels des récepteurs nucléaires PPAR-o. Au
plus la chaine carbonée est longue, au plus I’activation de PPAR-a est forte. Les dérivés oxydés des
lipides (LTB4, 8-S-HETE, 15-désoxy-A'*"*-prostaglandine J,...) issus des voies des cyclo-oxygénases
et des voies des lipo-oxygénases sont ¢galement des activateurs des récepteurs PPAR-a (Moraes, L.A.
et al. 2006). Ces derniers peuvent aussi étre activés par des ligands synthétiques dont les agents
pharmacologiques hypolipémiants de la famille des fibrates utilisés en clinique pour diminuer le taux
des triglycérides et accroitre celui du cholestérol LDL (Kliewer, S.A. et al. 1997; Murakami, K. et al.
1999).

La 15-désoxy-A'>"*-prostaglandine J, est communément décrite comme un ligand « naturel »
mais, sa présence dans les cellules immunes en quantité suffisante pour activer PPARy n’a jamais été
démontrée et sa spécificité est remise en cause (Straus, D.S. et al. 2000; Thieringer, R. et al. 2000).
Des ligands synthétiques de PPARa et de PPARy inhibent la production de cytokines pro-
inflammatoires par les monocytes (Jiang, C. et al. 1998). Des souris déficientes pour PPARa
présentent une réponse inflammatoire élevée (Devchand, P.R. et al. 1996), suggérant que ces
récepteurs exercent un role anti-inflammatoire. De plus, les ligands de PPARy mais, pas de PPARa
sont capables de réduire les capacités de présentation de 1’antigéne des monocytes en inhibant
I’expression de molécules de CMH de classe II a leur surface (Kwak, B.R. et al. 2002). Les PPARs
peuvent également réguler la fonction des LT. Le récepteur PPARa est I’isoforme majoritaire dans les
LT et les LB alors que I’isoforme PPARy prédomine dans les cellules my¢loides (Jones, D.C. et al.
2002). Aprées activation des LT, ’expression de PPARa diminue alors que celle de PPARy augmente
(Jones, D.C. et al. 2002). De plus, I’ARNm de PPARYy est davantage exprimé dans les cellules de type
Th2 que celles de type Thl (Chtanova, T. et al. 2001). Les ligands de PPARy provoquent une
diminution de la production d’IFN-y et d’IL-2 par les splénocytes (Cunard, R. et al. 2002), inhibent la
prolifération des LT humains (Clark, R.B. et al. 2000) et stimulent 1’apoptose des LT CD4 murins
(Harris, S.G. and Phipps, R.P. 2001).

Les acides gras polyinsaturés modulent également la réponse immune par la production de

médiateurs lipidiques tel que la PGE2. L’acide arachidonique, acide gras de la série n-6, présent au
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sein des membranes de la plupart des cellules immunes, est le principal précurseur de la synthése des
¢icosanoides dont les leucotriénes et les prostaglandines (Calder, P.C. 2007). Dans des modéles
animaux, une relation directe entre la teneur en acide arachidonique au sein des phospholipides
membranaires des cellules immunes et leur capacité a produire la PGE2 a été démontré (Peterson, L.D.
et al. 1998). Un régime riche en acide arachidonique stimule la production de PGE2 (Peterson, L.D. et
al. 1998) alors qu’un régime riche en acide gras eicosapentaé¢noique ou docosahexaénoique la diminue
(Chapkin, R.S. et al. 1991; Yaqoob, P. and Calder, P. 1995; Peterson, L.D. et al. 1998). Les
¢icosanoides jouent un rdle important dans la réponse immune (Calder, P.C. 2007) et leurs principaux

effets sont résumés dans la Figure 79.
[I1-2 L’insuline like growth factor-1

[II-2-1 L’insuline like growth factor-1 et le cancer

Le systéme « insuline like growth factor » (IGF) englobe I’insuline, I’'IGF-1, I’'IGF-2 ainsi que
leurs récepteurs respectifs (IR, IGF-1R et IGF-2R), les «IGF-binding proteins » (IGFBP) et
les IGFBP protéases (Kooijman, R. 2006). Si le foie est la principale source d’IGF-1 (Bonefeld, K.
and Moller, S. 2010) le tissu adipeux est également capable de sécréter ce facteur de croissance
(Hausman, D.B. et al. 2001). L’IGF-1 agit de fagcon endocrine, paracrine et autocrine (Kooijman, R.
2006). In vitro, il induit la prolifération et inhibe 1’apoptose de nombreuses cellules tumorales
(LeRoith, D. et al. 1995). Des données épidémiologiques suggerent qu’un taux plasmatique d’IGF-1
¢levé est associé a un risque accru et/ou a un mauvais pronostic pour de nombreux cancers dont celui
du sein en post ou pré-ménopause (Hankinson, S.E. et al. 1998; Renehan, A.G. et al. 2006). Il n’y a
pas de relation linéaire entre 1’indice de masse corporelle (IMC) et le taux circulant d’IGF-1. En effet,
un taux maximal d’IGF-1 est observé chez des personnes ayant un IMC compris entre 24 et 27 kg/m’
(Holmes, M.D. et al. 2002; Allen, N.E. et al. 2003). L’hypothése émise pour expliquer ce phénoméne
serait que les personnes obéses présentent une réduction de certaines IGFBP liant I’'IGF-1. Ainsi, le
fort taux résultant d’IGF-1 libre serait responsable d’une diminution de la sécrétion de I’hormone de
croissance par un mécanisme de rétrocontrole négatif. Toutefois, au cours de I’obésité, en réponse a
I’exces d’acides gras libres, I’organisme répond par une hyperinsulinémie qui stimule la synthese et
I’activité biologique d’IGF-1 (Calle, E.E. and Kaaks, R. 2004) (Figure 80). Les études sur les modéles
murins montrent que les effets bénéfiques d’une restriction calorique sur le développement tumoral
sont associés a la réduction du taux de facteurs de croissance tel que celui de I’'lGF-1 (Hursting, S.D.
et al. 2003). A l’inverse, une alimentation dite « obésogéne » du type hypercalorique provoque une
résistance a I’insuline associée a une élévation du taux d’IGF-1 et a une réduction de celui de
I’IGFBP-1. La stimulation de la voie de signalisation d’IGF-1 participerait a la cancérogenése

mammaire (Moore, T. et al. 2008a). L’effet anti-cancéreux d’un régime hypocalorique est aboli chez
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les souris placées sous régime hypercalorique du fait d’une restauration du taux d’IGF-1 (Dunn, S.E.
et al. 1997; Moore, T. et al. 2008b). Cela démontre I’implication de ’IGF-1 dans le développement

tumoral.

L’IGF-1 agit soit directement apres fixation sur son récepteur soit indirectement via des
interactions avec des molécules suppresseurs de tumeurs telles que p53 (Takahashi, K. and Suzuki, K.
1993). La liaison de I’IGF-1 a son récepteur induit la dimérisation et la phosphorylation de résidus
tyrosine. Cela entraine le recrutement de protéines a domaine SH2, protéines connues pour activer de
nombreuses voies de signalisation comme les voies MAPK, PI3K, Akt et mTOR engagées dans les

processus mitogéniques et anti-apoptotiques (Braun, S. et al. 2011) (Figure 81).

Les voies de signalisation MAPK et PI3K sont particuliérement impliquées dans la stimulation
de la prolifération des cellules cancéreuses mammaires MCF-7 par I’IGF-1 (Jackson, J.G. et al. 1998).
La balance énergétique module les voies de signalisation Akt, AMPK et mTOR (Braun, S. et al.
2011). En effet, I’obésité est associée a une stimulation de la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR
(Dann, S.G. et al. 2007; Moore, T. et al. 2008a) et a I’inverse, la baisse du taux d’IGF-1, suite a une
restriction calorique, réduit 1’activation de ces voies (Moore, T. et al. 2008a). Le systéeme IGF est
¢galement impliqué dans les processus d’invasion et de migration des cellules transformées.
L’inhibition de 1’expression d’IGF-1R dans la lignée cancéreuse mammaire MDA-MB-435 entraine,
in vitro et in vivo, une moindre capacité d’adhésion, de migration et d’invasion (Dunn, S.E. et al.
1998). L’IGF-1 agit également en synergie avec les cestrogénes en stimulant [’activité
transcriptionnelle du récepteur des cestrogenes (RE) (Sachdev, D. and Yee, D. 2001). Ainsi, pour les
lignées cancéreuses mammaires qui expriment le RE (RE") comme les cellules MCF-7, la stimulation
par I’'IGF-1 accroit la prolifération contrairement aux lignées qui n’expriment pas le RE (RE") telles

que les cellules MDA-MB-231 (Godden, J. et al. 1992; Stewart, A.J. et al. 1992).

I11-2-2 L’IGF-1 dans I’immunosurveillance

Outre son effet sur les cellules cancéreuses, I’IGF-1 peut également moduler les cellules
immunes. En effet, son récepteur est exprimé par les monocytes, les LT, les LB et les cellules NK
(Kooijman, R. et al. 1992). In vitro, ’IGF-1 est capable d’activer la voie de signalisation Akt dans les
LT stimulés induisant ainsi une résistance a 1’apoptose médiée par Fas (Walsh, P.T. and O'Connor, R.
2000). L’IGF-1 provoque également une diminution de la sécrétion d’IFN-y et une augmentation de la
production d’IL-10 par les LT activés (Kooijman, R. and Coppens, A. 2004). L’IL-10 étant une
cytokine immunosuppressive, cela suggére que I’IGF-1 pourrait participer a 1’échappement tumoral en
inhibant la réponse immune anti-tumorale. Ce facteur de croissance induit également la production
d’IgE et d’IgG4 par les LB (Kimata, H. and Fujimoto, M. 1994) et de TNF-a par les monocytes
(Renier, G. et al. 1996) et inhibe I’apoptose des granulocytes (Kooijman, R. et al. 2002). De plus, il
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stimule, in vitro, ’activité des cellules NK (Kooijman, R. et al. 1992; Bidlingmaier, M. et al. 1997).
Ainsi, I'IGF-1 pourrait également participer a la réponse immune anti-tumorale. Néanmoins, ces
différentes études ont été réalisées uniquement in vitro et des études complémentaires in vivo sont

nécessaires pour déterminer I’implication de ce facteur de croissance dans la vigilance anti-tumorale.

III-3 Les cestrogenes

Chez ’homme et chez la femme post-ménopausée, le tissu adipeux est la principale source des
cestrogénes. Les taux circulants d’cestrone et d’cestradiol sont corrélés a 'IMC (Key, T.J. et al. 2003).
Cette synthése est réalisée par un complexe enzymatique nommé aromatase cytochrome p450 codé par
le géne CYP19 qui convertit les androgenes circulants tels que la testostérone ou 1’androsténedione en
cestrogénes (Calle, E.E. and Kaaks, R. 2004) (Figure 82). L’expression de I’aromatase est
positivement corrélée a I’IMC (Lorincz, A.M. and Sukumar, S. 2006). Le tissu adipeux influence
également la biodisponibilité des cestrogénes. En effet, un excés de tissu adipeux est associé a une
hyperinsulinémie qui en retour inhibe la synthése hépatique de la protéine circulante « sex-hormone
binding globulin » (SHBG). Cette dernicre lie avec une forte affinité la testostérone et I’cestradiol et la
diminution de la synthése de SHBG contribue donc a augmenter la fraction circulante libre de ces

deux hormones (Calle, E.E. and Kaaks, R. 2004) (Figure 82).

I11-3-1 Les cestrogenes dans la cancérogenése

Chez la femme en post-ménopause, le risque de développer un cancer du sein est associé a la
biodisponibilité accrue en cestrogénes non seulement au niveau circulant mais, également au niveau
tissulaire (Key, T.J. et al. 2003; Kaaks, R. et al. 2005). En effet, I’activité¢ de 1’aromatase est stimulée
dans le tissu adipeux adjacent a la tumeur mammaire (O'Neill, J.S. et al. 1988). La concentration
d’cestrogénes dans ce tissu est dix fois plus élevée que celle retrouvée au niveau systémique (van
Landeghem, A.A. et al. 1985). Cela suggere que la tumeur interagit avec les adipocytes pour stimuler
la production d’aromatase (Bulun, S.E. et al. 1994). D’autres facteurs, tels que le TNF-y et 1’IL-6,
sécrétés par les adipocytes, peuvent également agir de maniére autocrine ou paracrine afin d’accroitre

I’expression et I’activité de I’aromatase (Purohit, A. et al. 2002).

1l existe deux formes de récepteurs des cestrogenes, le RE-a et le RE- (Le Romancer, M. et
al. 2011). Dix a 20% des cellules épithéliales mammaires expriment le RE-a (Russo, J. et al. 1999).
Des souris déficientes pour RE-o développent une glande mammaire rudimentaire confirmant que
I’expression de ce récepteur est essentielle au développement mammaire (Couse, J.F. and Korach, K.S.
1999). A l’inverse, des souris déficientes pour RE-f ont une développement mammaire normal
(Couse, J.F. and Korach, K.S. 1999). 1l apparait donc qu’au sein des cellules épithéliales mammaires,

le RE-B agit de fagon antagoniste au RE-o en inhibant les capacités prolifératives des cestrogénes

93



Facteurs de
croissance

o )

iy ey
e

Membrane Q

plasmique

I e

"

Chimiokines

Cytoplasme

Figure 83 : Voies de signalisation des récepteurs des cestrogenes
ER : Récepteur des cestrogénes.
(D’ apres Le Romancer, M. et al. 2011)



Etude bibliographique

(Treeck, O. et al. 2010). Par conséquent, le RE-B peut jouer un réle protecteur dans le cancer du sein
en réduisant la prolifération et I’invasion (Lazennec, G. et al. 2001). Ainsi, le ratio RE-a/RE-f est plus
¢levé dans les biopsies de tumeurs mammaires que dans le tissu mammaire sain (Roger, P. et al.
2001). Chez les femmes post-ménopausées obeses, les cellules tumorales mammaires expriment le

plus souvent le RE-a (Cleary, M.P. and Grossmann, M.E. 2009).

Les effets des cestrogenes sur le tissu mammaire normal ou malin passent principalement par
le RE-a et aboutissent a des actions génomiques par des régulations transcriptionnelles (McDonnell,
D.P. and Norris, J.D. 2002) ou non génomiques via des cascades de signalisation membranaire et
cytoplasmique (Levin, E.R. 2009b). Le mode d’action classique des RE nécessite, apres fixation du
ligand, un changement conformationnel du récepteur permettant sa dissociation du complexe Hsp et sa
phosphorylation (Le Romancer, M. et al. 2011). Ces modifications déclenchent 1’homo ou
I’hétérodimérisation du R E responsable de la translocation du complexe dans le noyau. Au niveau
nucléaire, le complexe se lie aux éléments de réponse aux cestrogénes (ERE) de génes cibles et induit
leur transcription. Le changement de conformation des RE suite a la fixation des cestrogenes facilite
¢galement 1’association de complexes co-régulateurs sur I’homo ou 1’hétérodimeére du RE, complexes
capables de remodeler la chromatine et permettre ainsi la transcription des génes (Figure 83A) (Le
Romancer, M. et al. 2011). Les RE peuvent aussi réguler I’activité d’autres facteurs de transcription
par des interactions du type protéine-protéine (Kushner, P.J. et al. 2000) (Figure 83B). Parmi ces
facteurs de transcription il y a D’activator protein-1 (AP-1) (Bjornstrom, L. and Sjoberg, M. 2004), le
NF-«kB (Quaedackers, M.E. et al. 2007) et STAT 5 (Bjornstrom, L. et al. 2001).

Les RE peuvent également étre activés par des voies de signalisation indépendantes des
cestrogénes impliquant des kinases aprés engagement des récepteurs de facteurs de croissance tel que
I’'IGF-1R (Lorincz, A.M. and Sukumar, S. 2006) et de récepteurs de chimiokines tel que le CXCR4
(Sauve, K. et al. 2009) (Figure 83C). En effet, en absence d’cestradiol, ’IGF-1 est capable de stimuler
I’activité transcriptionnelle des RE via la voie MAPK ou PI3K qui induit la phosphorylation des RE et
permet ainsi leur translocation dans le noyau (Le Romancer, M. et al. 2011) (Figure 83C). De plus,
I’inhibition par des inhibiteurs spécifiques des voies de signalisation MAPK ou PI3K abolit 1’effet
mitogénique de I'IGF-1 et des cestrogenes dans les cellules cancéreuses mammaires humaines
(Lobenhofer, E.K. et al. 2000; Jackson, J.G. et al. 2001). Outre leur activité transcriptionnelle qui peut
prendre quelques heures du fait de la production d’ARNm et de protéines, les cestrogénes peuvent
induire des effets rapides dits « non génomiques » (Wehling, M. 1997). Les récepteurs impliqués dans
ce phénomeéne restent controversés (Pappas, T.C. et al. 1995; Hammes, S.R. and Levin, E.R. 2007).
Toutefois, il a été mis en évidence que cette activité serait en partie médiée par une petite fraction de
RE-a localisée aux niveaux extra ou intramembranaire (Levin, E.R. 2009a). Apres fixation des

cestrogenes, les RE-a forment des homodimeéres (Razandi, M. et al. 2004) capables d’activer
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différentes voies de signalisation grice a des interactions avec diverses protéines telles que la PI3K et
les tyrosines kinases Src (Figure 83D). Les deux voies de signalisation majeures ainsi activées sont les
voies Src/ras/MAPK et PI3K/Akt qui médient des réponses biologiques de fagon génomique ou non
génomique (Le Romancer, M. et al. 2011). Toutes les activés transcriptionnelles, génomiques et non
génomiques des RE, précédemment décrites, aboutissent a I’expression de génes impliqués
majoritairement dans la prolifération et la survie des cellules suggérant 1’implication des cestrogenes
dans le développement tumoral (O'Lone, R. et al. 2004). En ce qui concerne les cestrogénes exercant
des effets de maniere non génomique, des études rapportent que 1’activation des voies Src/ras/MAPK
et PI3K/Akt stimule la prolifération (Pedram, A. et al. 2009), I’agressivité (Azuma, K. et al. 2009) et la
survie (Fernando, R.I. and Wimalasena, J. 2004) des cellules MCF-7.

Les voies génomiques et non génomiques des RE sont complémentaires et interagissent entre
elles. Les effets de ces deux voies pourraient s’associer afin de déclencher une réponse aux cestrogenes
unique durant laquelle les voies de signalisation non génomique convergent vers une régulation au

niveau transcriptionnel (Ordonez-Moran, P. and Munoz, A. 2009).

III-3-2 Les cestrogénes et la vigilance anti-tumorale

Outre leurs effets sur le développement tumoral, les cestrogénes modulent également les
cellules immunes. Les récepteurs des cestrogénes (RE-a et RE-B) sont retrouvés sur une majorité de
cellules immunes : les LT CD4, les LT CDS, les LB (Pierdominici, M. et al. 2010), les DC (Mao, A. et
al. 2005), les monocytes/macrophages (Mor, G. et al. 2003) et les cellules NK (Pierdominici, M. et al.
2010). Les cestrogeénes stimulent la prolifération des LT CD4 et des LT CD8 via notamment la
phosphorylation d’ERK (Pierdominici, M. et al. 2010). Ces hormones induisent également une sur-
expression des récepteurs de chimiokines CCR1 et CCRS dans les LT CD4 augmentant ainsi leur
potentiel migratoire en réponse aux chimiokines (Mo, R. et al. 2005). Par ailleurs, des études
contradictoires sur les LT CD4 montrent que les oestrogénes sont capables de stimuler la réponse de
type Thl (Bebo, B.F., Jr. et al. 2001; Maret, A. et al. 2003) alors que d’autres démontrent un
accroissement de la réponse de type Th2 (Bebo, B.F., Jr. et al. 2001). Cette différence est die au fait
que les cestrogenes exercent une action biphasique sur la différenciation Th1/Th2 des LT. En effet, a
faible dose ils induisent une réponse de type Thl (sécrétion d’IFN-y, d’IL-12 et de TNF-a) alors qu’a
forte dose ils orientent les LT CD4 vers une réponse de type Th2 (sécrétion d’1L-10 et d’IL-4) (Bebo,
B.F., Jr. et al. 2001). Des deux récepteurs des cestrogenes, seul RE-a est nécessaire pour induire la
réponse de type Thl in vivo (Maret, A. et al. 2003). Ces données suggérent qu’en situation d’obésité
ou I’on observe de fortes concentrations d’cestrogenes, les LT CD4 pourraient participer au
développement tumoral par la sécrétion d’IL-10 dotée d’effets immunosuppresseurs. Les cestrogenes

peuvent également contribuer a 1’échappement tumoral en stimulant la production de LTreg. En effet,
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ces cellules expriment le RE-a et les cestrogénes différencient les LT CD4" CD25 en LT CD4" CD25"
surexprimant les génes de Foxp3 et de I’IL-10, caractéristiques des LTreg (Tai, P. et al. 2008). Cette
différenciation des LTreg est inhibée par I'utilisation d’un inhibiteur des RE suggérant I’implication
des récepteurs des cestrogeénes dans ce processus (Tai, P. et al. 2008). La différenciation des cellules
DC est également stimulée par les cestrogenes (Paharkova-Vatchkova, V. et al. 2004). Ces derniers
induisent la sur-expression des molécules de co-stimulation et du CMH de classe II a la surface des
DC, stimulant ainsi leur capacit¢ a présenter l’antigéne (Paharkova-Vatchkova, V. et al. 2004;
Siracusa, M.C. et al. 2008). De plus, I’inhibition de la différenciation et de I’expression de ces
molécules a la surface des DC, suite a I’utilisation d’un inhibiteur des RE, démontre que les effets des
cestrogénes passent par leurs récepteurs (Siracusa, M.C. et al. 2008). Des études contradictoires
révélent que les cestrogénes stimulent ou inhibent la production monocytaire de TNF-a, (Asai, K. et al.
2001; Bouman, A. et al. 2004), d’IL-12 (Matalka, K.Z. 2003) et d’IL-1B (Morishita, M. et al. 1999;
Bouman, A. et al. 2004). Les deux formes de récepteurs des cestrogénes sont exprimées par les
monocytes et les macrophages (Mor, G. et al. 2003). Toutefois, les monocytes expriment davantage le
RE-B alors que les macrophages sur-expriment le RE-a (Mor, G. et al. 2003). Les cestrogenes
induisent 1’apoptose des monocytes exprimant RE-f via une augmentation de la production de Fas-L
alors qu’ils n’ont aucun effet sur les monocytes différenciés en macrophages exprimant RE-o (Mor, G.
et al. 2003). De plus, ces hormones ne modulent pas 1’expression du RE- dans ces deux types
cellulaires mais, stimulent la production de RE-a dans les macrophages (Murphy, A.J. et al. 2009).

Ces données suggerent que le RE-a joue un role important dans la régulation des macrophages.

Les cestrogenes sont également capables de moduler les cellules NK. De fortes doses
d’cestrogeénes inhibent I’activité cytotoxique (Ferguson, M.M. and McDonald, F.G. 1985) et stimulent
la production intracellulaire d’IFN-y (Pierdominici, M. et al. 2010) des cellules NK humaines. Par
ailleurs, les cellules NK spléniques murines mises en présence d’cestrogénes ont une cytotoxicité, une
prolifération et une production intracellulaire d’IFN-y diminuées (Hao, S. et al. 2008). Elles sur-
expriment le récepteur inhibiteur CD94 ce qui pourrait expliquer la réduction de leur activité lytique
(Hao, S. et al. 2008). Dans cette méme étude, les auteurs montrent que les cestrogenes modulent
également 1’expression de genes impliqués dans la production de cytokines, la cytotoxicité et la
prolifération des cellules NK (Hao, S. et al. 2008). En réponse a des injections quotidiennes
d’cestrogenes a des souris ovariectomisées, pendant 2 semaines, la production intracellulaire d’IFN-y
et le nombre de cellules NK spléniques sont augmentés. En revanche, 1’expression du marqueur
d’activation CD69 et la cytotoxicité de ces cellules sont réduites (Hao, S. et al. 2007). Les effets des
cestrogenes sur les cellules NK passeraient notamment par I’augmentation ou la réduction de

I’expression de geénes impliqués respectivement dans la prolifération et la cytotoxicité (granzyme B,
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NKp46 et NKG2D) (Hao, S. et al. 2007). Ces données suggerent que les cestrogenes peuvent

¢galement contribuer a 1’échappement tumoral en inhibant 1’activité cytotoxique des cellules NK.
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Objectifs du travail de thése

Les cellules Natural Killer (NK) sont avant tout des cellules tueuses qui, conjointement avec
les autres cellules du systeme immunitaire inné (monocytes, macrophages, polynucléaires, cellules
dendritiques et lymphocytes T ¢d), repérent les cellules cancéreuses ou infectées par un micro-
organisme afin de les éliminer par un mécanisme dit cytotoxique. Parallélement, les cellules NK
sécretent des cytokines qui stimulent et orientent la réponse des autres agents de I’immunité tels que
les macrophages, les cellules dendritiques ou les lymphocytes. Les activités de ces cellules
immunocompétentes sont modulées par des facteurs nutritionnels et métaboliques. Les cellules
néoplasiques ont mis en place différents mécanismes pour contourner la lyse et ainsi favoriser la
transformation et la croissance des cellules malignes. L’échappement tumoral est lié au ne

immunosuppression et notamment a une altération numérique et fonctionnelle des cellules NK.

Les personnes obéses présentent une immunodéficience avec une réduction du nombre et de la
cytotoxicité des cellules NK. Une alimentation hypercalorique, cause de surpoids ou d’obésité, est
positivement corrélée au risque de développer un cancer mammaire chez la femme ménopausée.
L’obésité se traduit au niveau circulant par une hyperleptinémie. La leptine, protéine sécrétée
principalement par le tissu adipeux, est une composante majeure du stroma mammaire. Des travaux
réalisés au sein de notre équipe de recherche ont montré que la leptine module in vitro la prolifération
tumorale mammaire et que le récepteur de cette adipokine (Ob-R) est exprimé dans le tissu tumoral. Si
la leptine influence le développement tumoral, ses mécanismes d’action sur les défenses anti-

tumorales et en particulier sur les cellules NK sont encore mal définis.

En situation de cancer mammaire, une déplétion en arginine, résultant d’une consommation
accrue de cet acide aminé par les cellules myéloides suppressives et par la tumeur, est fréquemment
rapportée aux niveaux local et systémique. Celle-ci provoque I’inhibition de la prolifération et de
I’expression de la protéine signal { du TCR et bloque le cycle cellulaire en phase GO-G1 des
lymphocytes T. Toutefois peu d’études se sont intéressées a 1’effet d’une telle déplétion sur les cellules

NK.

Dans cec ontexte, nous avons cherché a identifier et a comprendre les altérations
fonctionnelles des cellules NK en situation de stress nutritionnel et de cancer mammaire. Ainsi, notre

travail peut étre divisé en trois volets.

e Tout d’abord, I’influence in vivo d’un régime hypercalorique sur le développement tumoral et

la vigilance anti-tumorale des cellules NK dans un modele expérimental de cancer mammaire par
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xénogreffe chez la souris « nude » a été explorée. (Publication N°I, soumise a Molecular

Carcinogenesis).

o Ensuite, les effets in vitro de la leptine a des concentrations supra-physiologiques sur la
prolifération des cellules NK-92 et sur la cytotoxicité de ces cellules vis-a-vis de différentes lignées
cancéreuses mammaires ont été étudiés. Les différents effecteurs de la réponse cytotoxique des
cellules NK modulés par un excés de leptine ont également été caractérisés (Publication N°2, soumise

a Journal of Cellular Physiology).

o Enfin, I’impact in vitro d’une déplétion en arginine d’une part sur la prolifération et les voies
métaboliques de cet acide aminé dans un modéle de cellules NK humaines (NK-92), et d’autre part,
sur la fonctionnalité des cellules NK-92 et des NK circulantes humaines ont été évalués. De plus, les
mécanismes impliqués dans la modulation de la cytotoxicit¢ des cellules NK par la déplétion en

arginine ont été recherchés (Publication N°3, soumise a Cellular Immunology).
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Présentation de I’étude n°1

Introduction

Parmi les facteurs environnementaux, une alimentation a forte densité énergétique associée a
une faible activité physique est un facteur de risque de surpoids et d’obésité mais, également de
pathologies, en particulier de cancer du sein chez la femme ménopausée. Les perturbations
métaboliques liées a 1’obésité set raduisent, entre autre, par une immunodéficience associée
notamment & une diminution du nombre et de la cytotoxicité des cellules Natural Killer (NK). Ainsi,

une réduction de 1’activité de ces cellules immunes accroit le risque de néoplasie mammaire.
But de [’étude

Le but de cette étude est d’explorer I’impact d’un régime hypercalorique sur le développement
tumoral mammaire humain et sur la vigilance anti-tumorale des cellules NK dans un modele

expérimental de cancer mammaire par xénogreffe chez la souris « nude ».
Matériels et Méthodes

Des souris Balb-c «nude » femelles agées de 4 semaines ont été randomisées en deux
groupes : le premier a été soumis a un régime normocalorique (NC : 2,82 kcal/g, L/G/P en % 3/60/16)
et le second, a un régime hypercalorique (HC : 5,32 kcal/g, L/G/P en % 36/35/18) pendant 6 mois. Au
bout de 5 mois, des cellules tumorales mammaires humaines (MCE-7 : 2x10° cellules, groupes NCT et
HCT) oule véhicule (groupes NC et HC) ont été implantées au niveau de la quatriéme paire de
glandes mammaires. Outre le suivi de la prise alimentaire, de 1’évolution pondérale et tumorale, la
composition corporelle a été déterminée par absorptiométrie biphotonique a 5 et 6 mois. L impact du
régime sur I’expression tumorale de geénes impliqués dans plusieurs fonctions cellulaires (glycolyse,
cycle de Krebs, angiogenése, inflammation, apoptose...) a été analysé par RT-qPCR via la technologie
TagMan Array. L’expression de marqueurs protéiques de la prolifération, de 1’apoptose et de
I’inflammation ainsi que 1’expression des récepteurs hormonaux a également été recherchée au niveau
tumoral par immunofluorescence. Le nombre de cellules NK dans le sang et dans la rate ainsi que la
cytotoxicité des cellules NK spléniques vis-a-vis de cellules cibles leucémiques murines (YAC-1) ont

été évalués par cytométrie en flux.
Résultats majeurs

En dépit d’une moindre prise alimentaire, les souris soumises au régime HC présentent une
prise énergétique ainsi qu’une masse grasse significativement supérieure par rapport aux souris NC

sans développer de surpoids. Sous régime HC, le développement tumoral s’accompagne d’une perte
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de poids corporel total avec un volume et une masse tumorale significativement augmentés. Cette
diéte induit au niveau tumoral une sur-expression des ARNm d’enzymes impliquées dans la glycolyse
(HK2, PFKFB3 et PFKFB4) et une sous-expression des acteurs du cycle de Krebs (SHDB et IDH3-a)
caractéristiques de 1’effet Warburg. Le régime HC inhibe également I’expression tumorale de genes
impliqués dans le métabolisme des lipides (PPAR-a) et de I’adiponectine (AdipoR1) et induit une sur-
expression de génes impliqués dans 1’angiogenese (VEGFR?2). Le stress oxydant au niveau tumoral est
¢galement modulé par le régime HC via une régulation génique de certaines enzymes anti-oxydantes
(SOD-2, GPX-1 et GPX-2). L’expression protéique tumorale des récepteurs des cestrogenes  (RE-B)
et a la progestérone (PgR) ainsi que de la caspase 3 clivée est diminuée sous régime HC. En revanche,
I’expression du Ki67, un marqueur de prolifération, est augmentée dans les tumeurs des souris HCT.
Le nombre et la cytotoxicité des cellules NK sont réduits sous régime HC. La présence de tumeurs
mammaires stimule I’activité lytique des cellules NK mais, la cytotoxicité de ces cellules reste

inférieure chez les souris sous régime hypercalorique versus le groupe NCT.
Conclusion

Chez la souris athymique, le régime HC, sans induire de surpoids, stimule la prolifération
tumorale via la sur-expression de protéines impliquées dans la prolifération et la sous-expression de
protéines pro-apoptotiques et de récepteurs hormonaux (RE-B et PgR). Cette prolifération accrue des
cellules tumorales est également due a des modifications d’expression sous régime HC de geénes
contrdlant plusieurs fonctions cellulaires (angiogenése, stress oxydant, glycolyse, cycle de Krebs...).
Cette diete réduit également le nombre et la cytotoxicité des cellules NK et contribue ainsi au

développement tumoral mammaire.

Ces données in vivo contribuent a mieux comprendre 1’influence d’une consommation
d’aliments a forte densité énergétique sur le développement tumoral mammaire cestrogéno-dépendant

et sur la réponse anti-tumorale des cellules NK.
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Abstract

High-calorie (HC) diet feeding contributes to the increased incidence of obesity, which is
established as a risk factor for breast cancer in postmenopausal women in particular for estrogen
receptor (ER) positive tumors. This study explored whether a HC diet increases human ER-positive
breast cancer progression and modulated Natural Killer (NK) cell functions. Four-week-old female
BALB/c athymic nude mice were fed HC diet (5320 kcal/kg) or standard diet (SC, 2820 kcal/kg) for 6
months. After 5 months, mice were implanted with MCF-7 breast cancer cells (SCT and HCT) or with
an isovolumic injection (SC and HC) into the both inguinal fat pads. Tumor growth was higher in the
HCT group compared to the NC group without change in the body weight. The HC diet decreased
tumor expression of gene involved in citrate cycle and adiponectin and lipid metabolism whereas
tumor expression of gene controlling glycolysis and angiogenesis were increased. Tumor expression
level of Ki67 was enhanced while those of the cleaved caspase 3 and the ER-B and progesterone
receptors were reduced. Tumor development in response to the HC diet was associated to a decreased
number and cytotoxicity of splenic NK cells. These results indicate that a HC diet without body
weight gain increases ER-positive breast cancer cell proliferation and reduces tumor apoptosis. The
underlying mechanisms involved a decreased expression of tumor hormonal receptors, a reduced NK

cell functions and might result also in the regulation of gene involved in several cellular functions.
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Introduction

Breast cancer is the most common cancer affecting women worldwide [1]. Despite the decline
in breast cancer mortality over most recent periods in Europe and the United States [2,3], it is still the
second leading cause of death with respect to other cancers [4]. Breast cancer like other cancers is
influenced by modifiable lifestyle or environmental factors [5].

Some dietary factors have been involved in the development of breast cancer. However,
epidemiologic studies report conflicting results regarding an association of dietary fat with breast
cancer risk. Indeed, prospective cohort and case-control studies have found little [6,7] or no [8,9]
association between high fat intake and increase risk of breast cancer development while animal
studies [10,11] have shown strong associations. High-fat diet induces obesity in humans and rodents
[11,12]. Epidemiological studies suggest that obesity is an established risk factor for breast cancer
development, particularly for estrogen receptor (ER) positive tumors, in postmenopausal women
[13,14]. Animal models exploring the effects of a high fat diet on breast cancer generally used ER-
negative cells [10,15]. Obesity is also associated with immune dysfunction [16] with impaired number
and cytotoxicity of NK cells [17,18]. Belonging to the innate immune system, these cells are involved
in the early host defense against infections and tumors and they may represent an additional
mechanism linking fat diet and development and growth of tumors. It has yet to be determined
whether, in non-obese individuals, the consumption of a high-calorie diet can stimulate the
development of ER-positive breast cancer and reduces anti-tumor NK cell response.

In this study, we investigated whether the consumption of high-calorie diet affects breast
cancer growth and therefore alters NK cell functions. A mammary cancer orthotopic model was used
in which MCF-7 human mammary carcinoma ER positive cells were injected into the mammary fat
pads of BALB/c athymic nude (nu/nu) mice. Although nude mice lack peripheral T cells, they do
retain functional B and NK cells [19,20]. Moreover, BALB/c mice are known to be obesity-resistant
with little effect of high-fat diet on body weight [21,22]. Our findings showed that the consumption of
a high-calorie diet, without increasing body weight, stimulated human ER positive breast cancer

growth, reduced tumor hormone receptor expression and altered NK cell cytotoxicity.
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Materials and methods

Animals, diets, and mammary cancer xenograft

All procedures were conducted in accordance with ethical guidelines [23] and our local ethic
committee (Comité Régional d’Ethique sur I’Expérimentation Animale, CE-17-09).

Four-week old female BALB/c nu/nu athymic mice were purchased from Charles River
(L’ Arbresle, France) and were acclimated for 2 weeks before being randomly assigned to different
experimental groups. They were housed in individual cages with free access to aregular diet and
sterile water (one per cage) within a pathogen-free isolation facility with 12:12-hr light:dark cycle at
22°C-24°C and 50% of humidity. Mice were randomly divided into two groups and fed ad libitum
A04 (standard caloric diet (SC), SAFE (Augy, France)) or high-caloric (HC) diet (230 HF, SAFE) for
6 months.

The SC diet brings 2820 kcal/kg of food and is composed of 3% fat (270 kcal/kg), 60%
carbohydrates (1910 kcal/kg, primarily starch) and 16% proteins (640 kcal/kg). The HC diet contains
5320 kcal/kg and includes 36% fat (primarily lard, 3220 kcal/kg), 35% carbohydrates (1400 kcal/kg
mainly saccharose) and 18% proteins (700 kcal/kg). Fresh diet was supplied each day. Food
consumption and body weight evolution were assessed three-weekly throughout the study.

Five months after the beginning of the diet protocol, mice of each group were randomly
divided into two groups. Two of them were implanted with human breast carcinoma MCF-7 (human
breast cancer) xenograft (SC Tumor (SCT) and HC Tumor (HCT) groups). MCF-7 was obtained from
American Type Culture Collection (Manassas, MA) and maintained in complete RPMI 1640 Medium
(Biowest, Nuaille, France) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) (Biowest), 100 pg/mL
streptomycin (Sigma, St. Louis, MO), 100 U/mL penicillin (Sigma), 2 mM glutamine (Sigma) and
cultured at 37°C in a 5% CO, humidified atmosphere. Human ER" breast cancer cell line MCF-7 was
given fresh medium 1day prior trypsinization. The MCF-7 cells at 70%-90% confluence were
trypsinized, resuspended in FCS with 1:1 Matrigel (BD Biosciences, Bedford, MA) (vol/vol) at a
concentration of 1 x 10 cells/mL and inoculated orthopically at 2 x 10° cells in 200 pL in both sides
into fourth mammary fat pads.

In parallel control groups received in the inguinal fad pad area an isovolumic injection of a
mix of FCS and Matrigel (vol/vol) (SC and HC groups). Whatever the group, all of mice were also
implanted s.c. with an estradiol (E2) pellet (1.7 mg, 60-day release, producing 3-4 nM E2 blood level;
Innovative Research of America, Sarasota, FL).

After injection the mice continued on their respective. Each xenograft was monitored weekly
by externally measuring tumors in two dimensions using a caliper. Tumor volume was calculated

using the formula: 1/2 width x length® [24].
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Body composition analysis

A dual-energy X-ray absortiometry (DEXA) using a Piximus apparatus (Lunar Corp.,
Madison, WI) with small animal software was used for body composition at 5 months after initiating
the high-calorie diet and at 6 months i.e. after one month of tumor. Five mice belonging to the SC and
HC groups and five from the SCT and HCT groups were anesthetized with ip administration of 100/10
mg/kg, ketamine-xylazine solution (Sigma) over the duration of the procedure. After image
acquisitions, whole body fat and lean masses were determined by readjusting the region of interest

(ROI) [25].

Blood and tissue sampling

At the sacrifice, mice were anesthetized with ketamine/xylazine (i.p., 100/10 mg/kg, Sigma)
and blood was collected by cardiac puncture in heparinized tubes. Plasma samples were separated by
centrifugation, aliquoted and stored at -80°C until analysis. Autopsies were performed and the
abdomen and thoracic cavity were examined systematically for the presence of metastases. The
tumors, spleens and major organs were excised, weighed and frozen for the most. Both right and left
fat pad tumors were removed and weighed. One part was immediately frozen in liquid nitrogen for
mRNA extraction and another one was embedded in OCT (Optimal Cutting Temperature) compound
(Tissue Tek, Zoeterwoude, Netherlands) for immunofluorescence (IFC) study. Finally, some tumors
were formalin-fixed and paraffin-embedded for routine histological examinations, where 4 pm
sections were stained with hematoxylin and eosin (Sigma). The SBR grade classification modified by
Elston and Ellis was used for grade tumors evaluation [26]. The spleens were frozen for NK cell

cytotoxicity assay.

Plasma analysis

Plasma concentrations of non-esterified fatty acids (NEFA), albumin, alanine aminotransferase
(ALT), alkaline phosphatase (ALP), total cholesterol, creatinine, glucose, high density lipoprotein
(HDL), low density lipoprotein (LDL), total protein and triglycerides were measured on an automatic
analyzer (Cobas-Mira plus, Roche Diagnostics, Meylan, France) by Anexplo platform (Genotoul, IFR
BM-T, Toulouse France). Albumin, ALP, ALT, total cholesterol, creatinine, glucose, LDL, total
protein and triglycerides were quantified with commercial kits from ABX Pentra Horiba (Montpellier,
France), whereas NEFA and HDL were determined respectively with commercial kits from Wako
(Fuggerstrasse, Germany) and Roche diagnostics (Meylan, France).

Procarta cytokine assay kit mouse (Affymetrix, High Wycombe, UK) was used to determine
plasma levels of leptin, adiponectin, rantes, granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-
CSF) and vascular endothelial growth factor (VEGF) according to the manufacturer instruction on

Luminex 100 IS (Luminex Corporation, Austin, TX).
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Immunofluorescence staining and analysis

Rabbit mono or polyclonal primary antibodies for progesterone receptor (PgR) (clone SP2),
for estrogen receptor o and B (ERa and B), for insulin growth factor-1 (IGF-1) and for cyclooxygenase
2 (COX-2) (clone SP21) were obtained from Abcam (Cambridge, MA, UK). Rabbit polyclonal
primary antibodies for IL-1 receptor (IL-1R) and for cleaved caspases 3 were purchased respectively
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) and Cell signaling Technology (Beverly, MA).
Secondary antibody donkey anti-rabbit alexa fluor 488 was obtained from Invitrogen (St. Aubin,
France).

Frozen tumor sections (7 pm) were fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma) in PBS for 5
min followed by blocking with 5% goat serum (Sigma), 0.5% fish skin gelatin (Sigma), 0.1% Triton
(Sigma) and 0.05% Tween-20 (Interchim, Montlucon, France) in PBS. Tissue sections were incubated
overnight at 4°C with the indicated primary antibodies diluted in the same blocking buffer. After
washing three times in PBS containing 0.05% Tween-20, sections were incubated for 1 h at room
temperature with indicated secondary antibody coupled to alexa 488 (Invitrogen) and 4,6-diamidino-
2phenolindole (DAPI) (0.5 pg/mL) (Sigma) diluted in blocking buffer. DAPI was used to stain nuclei.
Sections were washed in PBS containing 0.05% Tween-20 and finally mounted in Mowiol 4-88
(Calbiochem, St. Quentin en Yvelines, France). For negative controls, sections were incubated without
primary antibodies. Confocal laser-scanning microscopy was performed with the confocal and
multiphoton microscope system Leica TCS SP5 MP, equipped with 405 nm, 488 nm and 594 nm
lasers and immersion lenses HC PL APO 20x 0.7 IMM, HCX PL APO 40x 1.25 Oil and HCX PL
APO 63x 1.4 Oil (Leica Inc., Heidelberg, Germany). Digital images were prepared using the Leica
LAS-AF Lite and Adobe Photoshop CS2 software (Adobe Systems Inc., San Jose, CA). The average
number of stained positive cells per microscopic field (magnification X40 or X20) was quantified
using the Particle Analyzer from ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda, MD).
Images were subjected to the threshold function using the same threshold for all images for a group
and then the number of particles in the image was counted and was normalized to tumors of SCT mice
(set at 100%). Particles less than 30 pixels were excluded. Each quantification corresponds to the

average number of positive cells observed in at least 10 different fields.

MRNA expression analysis by TagMan array RT-gPCR

Tumor total RNA of SCT and HCT mice were isolated using TRIzol® Reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions. RNA concentration was determined with Nanodrop ND-
8000 spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE). Reverse transcription was
performed with 1 pug of total RNA, giving rise to 20 pL of cDNA as previously reported [27].
Predesigned TagMan array 96-well plates (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) were used in a
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2-step RT-PCR process using the ABI Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems) with 96-well standard block (Applied Biosystems). Each cDNA sample (1080 pL) was
added to an equal volume of 2 x TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). After
gentle mixing, the solution was transferred into wells (20pL per well). Each sample was analyzed in a
single TagMan array 96-well plate run for each of the 6 TagMan array 96-well plates by using an
Applied Biosystems 7900 H T Fast-Real-Time PCR System. Thermal cycle conditions were as
follows: 2 min at 50°C, 10 min at 95°C, 15 s at 95°C, and 1 min at 60°C for 40 cycles. Data
acquisition was performed according to the manufacturer’s suggestions. TagMan gene expression
assays (Applied Biosystems) were used for quantification of mRNA of the respective genes. Among
the 4 housekeeping genes, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and glucoranidase 3
(B-GUS) showed good average expression stability and were selected as housekeeping genes with the
NormFinder algorithm [28]. For analysis, expression levels of target genes were normalized to
GAPDH and B-GUS for each plate. Gene expression values were then calculated on the basis of the
AACt method with normalized data. Tumors of SCT group were used as reference for tumors of HCT
group. Relative quantities (RQs) were determined by using the equation RQ = 2*“". Means of RQs
obtained with the 2 housekeeping genes were used. Only genes with reproducible amplification curves

were analyzed and presented.

NK number and cytotoxicity assays

The number of circulating NK cells was determined by flow cytometry. For this 50uL of
blood were mixed to 898 pL of VersaLyse lysing solution (Beckman Coulter, Marseille, France)) and
vortexed. After 15 min, the samples were stained with 2ul. of anti-CD49b (clone DX5) (Beckman
Coulter) during 15 min at room and in the dark. Shortly before analysis, S0uL of homogenized flow-
count beads, see below, with a predefined number of beads per pul was added. The samples were gently
mixed and measured on the flow cytometer (Epics XL, Beckman Coulter). For each samples a fixed
number of events were counted.

Preparation of single-cell suspensions from spleen was performed with the gentleMACS
Dissociator (Miletenyi Biotec, Paris, France) as previously described [29]. Number of splenic NK cells
was determined by flow cytometry using anti-CD49b (clone DX5) (Beckman Coulter). Then, the cells
were isolated with an NK cell isolation kit according to the manufacturer’s recommendations
(Miletenyi Biotec). Purity of NK cell samples was determined by flow cytometry as described above.

YAC-1 (mouse lymphoma) was obtained from American Type Culture Collection and
maintained in complete RPMI 1640 M edium (Biowest) supplemented with 10% FCS, 100 ug/mL
streptomycin, 100 U/mL penicillin, 2 mM glutamine and cultured at 37°C in a 5% CO, humidified
atmosphere. YAC-1 cells were labeled with 7.5 uM carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester

(CFSE; Sigma) for 10 min at 37°C. These cells were washed twice before addition to cocultures with
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splenic NK cells in 96-well plate at an effector:target ratio of 50:1. After 4 h o f incubation at 37°C
with 5% of CO2, propidium iodide (PI) (250 pg/mL; Sigma) was added to stain dead cells. Cytotoxic
activity was analyzed by flow cytometry. Percent splenic NK cytotoxic activity was calculated as
follows: cytotoxicity (%) = [(dead target cells (%) - spontancously dead target cells (%)) / (100 -
spontaneously dead target cells (%))] x100.

Statistics

Data are presented as means + SE. When the four groups were compared, two-way analysis of
variance (ANOVA) (Statistica StatSoft version 5.0, Maisons-Alfort, France) with the factor diet (D)
(SC or HC) and the factor tumor (T) (presence or absence) was performed to assess statistical
significances (p<0.05). When the ANOVA indicated a significant interaction between factors (DxT),
individual means were compared with least significant difference (LSD) post hoc test (Statistica
StatSoft), different from control mice (NC or HC), I p<0.05; different from mice fed SC diet, t
p<0.05. In experiments with only two sets of data or in absence of interaction, the statistical analysis
was performed by Mann-Whitney test on Statview 5.0 software (SAS Institute Inc., Cary, NC), *
p<0.05. For mRNA expression, data were analyzed using a Student’s t test to compare the tumor gene
expressions of HCT mice versus the ones of SCT mice; *p<0.05 was considered statistically

significant.
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Results

In absence of body weight gain, the HC diet in tumor bearing mice is associated to a decrease in
body fat and lean masses

The daily food consumption (g/day) was lower in mice fed HC diet (HC: 4.8 + 1.7 vs SC: 5.8
+ 0.7; p<0.05; HCT: 4.5 £ 1.5 vs SCT: 5.9 £ 0.8; p<0.05), but the daily caloric intake (kcal/day) was
significantly higher in the HC and HCT groups compared to the others (Figure 1A,B). Whatever the
diet, the daily calorie intakes were unchanged after the human breast cancer xenograft and tumor
development and growth (Figure 1B). Mean body weight was not different in mice fed HC diet than in
controls for the remaining 5 months of the feeding (Figure 1C). After correction for differences in
tumor weight, the final body weight of the HCT group was significantly reduced compared to those of
HC and SCT groups (Figure 1D).

The HC diet, given for 5 or 6 months, promoted both subcutaneous and visceral adipose
depots (+ 21% vs NC) (Figure 1E,G) without affecting the lean body mass (Figure 1F,H). The tumor
development did not alter significantly the body fat and lean mass in the SCT group compared to the
SC group (Figure 1G). The tumor development induced a significant reduction both in the lean and the
fat masses in the HCT group compared with its control group (Figure 1G,H). Moreover lean mass in

the HCT group was significantly reduced compared to the SCT group (Figure 1H).

The HC diet promotes solid tumor growth of MCF-7 cells in BALB/c athymic nude mice

During the two last weeks of the experiment, volume of tumors was significantly higher in the
HCT mice (Figure 2A) and at the sacrifice, the weight of tumors was significantly increased in the
HCT group compared to the SCT group (Figure 2B). The SBR grade classification performed by a
pathologist releaved that all invasive tumors were ductal invasive carcinomas of grade III (data not
shown). High-calorie diet consumption and presence of tumor did not altered the weight of others

organs such as spleen, liver, kidneys, ovaries, brain and lungs (data not shown).

The HC diet and mammary tumor modulate biological circulating markers

Whatever the group, no significant difference was observed in the plasma levels of total
proteins, albumin, ALT, creatinine, triglycerides, NEFA, LDL, leptin, adiponectin, Rantes and VEGF
(Table 1). Nevertheless, plasma concentrations of triglycerides tended to be lower in tumor bearing
mice whatever the diet (SCT and HCT groups) (p=0.08 for the tumor factor, 2-way ANOVA) (Table
1). In the same groups, glycaemia was also significantly decreased compared to their respective
controls (Table 2). Plasma levels of ALT were significantly reduced in mice fed the HC diet, mostly in
the presence of tumors (Table 1). The HC diet reduced the plasma levels of GM-CSF whereas the

tumor enhanced them whatever the diet (Table 1). However, circulating concentrations of GM-CSF
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were significantly lower in the HCT mice compared the SCT group (Table 1). Total cholesterol was
significantly increased in HCT mice while it was significantly reduced in SCT mice (Table 1). HDL
concentration was elevated in the mice fed the HC diet, with the highest plasma levels observed in
HCT mice (Table 1). Moreover, tumor is associated to a significant reduction in plasma levels of HDL

only in the SCT group (Table 1).

The HC diet in control and tumor bearing mice reduces both the NK cell number and activity

Percentage of peripheral blood NK cell was unchanged after 6 months of HC diet (Figure 3A).
Although the presence of tumor had no e ffect in the SCT group, a significant reduction in the
percentage of blood NK cells was observed in the HCT mice compared to SCT and HC groups (Figure
3A). A long high-caloric consumption in nude mice also decreased significantly the number of splenic
NK cells independently of the presence or the absence of the tumor (p=0.04 for the diet factor, 2-way
ANOVA) (Figure 3B). Moreover, the HC diet decreased the splenic NK cytotoxicity in the presence
or in the absence of tumor and this lytic activity was stimulated by tumor whatever the diet (Figure
3C). Nevertheless, the splenic NK cell cytotoxicity was reduced in the HCT group compared to the
SCT one (Figure 3C).

The HC diet regulates mammary tumor expression of genes involved in carcinogenesis

Ninety-two genes enrolled in mammary carcinogenesis and sensitive to nutrient regulation
were studied. Among them, 12 were not amplified, whereas 14 showed Ct values too high (>40 Ct) to
be considered (Supplemental Table 1). In the remaining genes, 20 were significantly regulated by the
HC diet (Table 2). Cyclin-dependent kinase 2 (CDK2) and c-Myc were decreased by the HC diet
whereas PTEN was increased, suggesting that this diet inhibited the tumor cell cycle progression
(Table 2). The HC diet also regulated the cell cycle by altering the expression of inhibitors of G1-
specific CDK-cyclin complexes as p27 (Table 2). Additionally, it induced the expression of apoptotic
gene TRADD and reduced the gene expression of the death receptor Fas (Table 2). Tumors of mice fed
the HC diet expressed higher VEGFR-2 and lower HIF-1a genes compared to tumors of mice fed the
SC diet. So, a HC diet might play a role in angiogenesis (Table 2). This diet also induced tumor over-
expression of enzymes mRNA involved in glycolysis (HK2, PFKFB3 and PFKFB4) and a down-
expression of mRNA citrate cycle actors (SDHB and IDH-3a), characteristics of the “Warburg effect”
(Table 2). However, the PFKFB2 gene expression was decreased in the tumors of mice fed the HC
diet (Table 2). Adiponectin and lipid metabolisms were also regulated with the HC diet which
decreased both AdipoR1 and PPAR-a gene expression (Table 2). The HC diet played a role in tumor
stress response by increasing GPX-1 and decreasing GPX-2 and SOD-2 gene expressions respectively
(Table 2). Expression of f-Catenin mRNA was also down-regulated in tumors of mice fed with the

HC diet suggesting a decreased tumor cell adhesion (Table 2).
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The HC diet stimulates tumor proliferation and reduces tumor apoptosis and hormone receptor
expression.

Immunofluorescence analysis revealed a more Ki67 positive cells in the tumor of the HC fed
mice compared to the SC fed mice (Figure 4). Additionally, cleaved caspase 3 detection was decreased
in tumor of mice fed the HC diet (Figure 4). Expression of COX-2 was higher in the HCT group but
this difference was not statistically significant (p=0.27, Figure 4). Tumor IL-1R and IGF-1 expressions
were also unchanged whatever the diet (Figure 4). The HC diet regulated hormone response by
altering the expression of hormone receptors such as ER-f and PgR (Figure 4). However, it did not

modulate the ER-a expression (data not shown).
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Discussion

The relationship between HC feeding and breast cancer led to conflicting results [7,8,10]. The
objective of this study was to determine whether a HC diet, in obesity-resistant BALB/c nude mice,
stimulates human ER” mammary cancer growth and modulates NK cell cytotoxicity. The major result
was that a high energy intake, without affecting other nutrients (except for fat and carbohydrates) and
body weight, increased ER" mammary cancer growth. Even if the HC diet did not affect the mice body
weight, the body fat mass was slightly increased relative to that of control mice. Moreover, tumor
growth reduced body fat and lean mass only in the HCT group. Consequently, mice body weight of
the HCT group was decreased compared to HC and SCT mice after correction for differences in tumor
weight. In this experimental model, the HC diet increased solid tumor growth of MCF-7 human
mammary carcinoma cells in obesity-resistant BALB/c athymic nude mice. Experimental models of
HC diet are not systematically associated with enhanced body weight and visceral fat accumulation.
C57BL/6J mice are obesity prone while BALB/c mice are obesity resistant [22]. The resistance to
obesity of the BALB/c nude mouse strain in response to the HC diet might arise from increased
thermogenic capacity and improved fat catabolism as recently reported [30]. Fat mobilization results
not only from increased lipolysis and fatty acid oxidation but also from a leptin independent adipocyte
lipolysis control mediated by the adipose triglyceride lipolysis [30]. HC diets are generally rich in fat,
particularly in saturated lipids up to 60% [10,11,15]. In our experiment, the fat content of the diet was
only 36%.

NK cells belong to the innate immune system and are involved in anti-infectious and anti-
tumoral responses [31,32]. Thus, they play an important role in host defense against breast cancer cells
[33]. Our findings demonstrated that, a HC diet reduced splenic NK cell number. Additionally, tumor
associated with the HC diet decreased the percentage of blood NK cells and the cytotoxicity of splenic
NK cells against murine targets (YAC-1) whereas tumor stimulated NK cell lytic activity in mice fed
the SC diet. This reduction of NK cytotoxicity may partly explain the enhanced development of
mammary tumor in the HCT group. Apoptosis mediated by the TNF-a factor via Fas Ligand (Fas-L)
plays a role in the anti-tumor action of the NK cells after fixation on Fas death receptor expressed on
tumor cell surface [32,34]. In our experiment, Fas mRNA expression was decreased in tumor of mice
fed with the HC diet suggesting that, these tumors might be less sensitive to the NK cell cytotoxicity
mediated by Fas-L than tumors of the control mice. The GM-CSF is produced by various cell types
including macrophages, T lymphocytes, endothelial cells and NK cells [35-37]. Plasma level of GM-
CSF was reduced by the HC diet and tumor increased it only in controls. This cytokine, known to
stimulate indirectly the NK cell activity [38,39], could be involved in the depressed NK cell lytic
activity in the HCT group. Indeed, mice feeding a diet-induced obesity display a higher susceptibility
to influenza as a result of a significant reduction in splenic NK cell cytotoxicity against YAC-1 [40].

Moreover, altered phenotype of NK cells from obese rats can be normalized by transfer into lean
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animals, supporting the fact that NK functions depend on the surrounding metabolic and endocrine
environment [41]. Diet-induced obesity leads to altered distribution of NK cells in the periphery as
well as leptin resistance that is not caused by a decrease of Ob-R expression but by an abrogated
postreceptor signaling [41]. Impaired leptin-mediated NK cell activation by Jak-2 signaling inhibition
could be the mechanism responsible for NK cell dysfunction in rats with diet induced obesity [42]. In
addition, leptin is involved in the progression of breast cancer [43,44]. However, in our model, plasma
leptin level was unchanged whatever the diet and independently of the presence of tumor, suggesting
that others metabolic or endocrine factors were involved in the NK cell dysfunction.

Obesity is associated with altered lipid metabolism as shown by high circulating levels of
triglycerides, LDL and low concentrations of HDL characteristics of the metabolic syndrome [45,46].
In our experimental conditions, plasma level of HDL was increased in response to the HC diet.
Similarly to that observed for the SCT group, in patients, breast cancer induces lower levels of HDL
than in control subjects [47,48]. Such reduction was not observed in the HCT group. /n vitro studies
have shown that HDL stimulates the proliferation of ER" and ER” mammary tumor cell lines including
MCF-7 cells [49,50]. Thus, the elevated HDL concentration in mice fed the HC diet could enhance
tumor growth. Although HDL Ievel influenced breast cancer proliferation, total cholesterol was not
associated with breast cancer risk [51]. Consequently, variations of total cholesterol concentrations in
SCT and HCT groups might not influence the tumor growth. The peroxisome proliferator-activated
receptor-a. (PPAR-a) which regulate the lipid metabolism [52] is expressed in breast cancer cell lines
[53]. In addition to the activation of genes involved in fatty acid catabolism, PPAR-a regulates also the
expression of genes controlling the cell proliferation [54]. Indeed, PPAR-a agonists exert an anti-
proliferative effect in vitro against breast cancer cell lines [55,56]. At the tumor level, gene expression
of PPAR-o. was reduced in the HC group compared to the control one suggesting that, a
downregulation of tumor PPAR-o. by the HC diet could contribute to the enhanced tumor growth.

Tumor of mice fed the HC diet over-expressed enzymes mRNA involved in glycolysis (HK2,
PFKFB3 and PFKFB4) and down-expressed genes of citrate cycle actors (SDHB and IDH-3a).
Enhanced uptake of glucose with lactate production even under normal oxygen conditions is known as
the Warburg effect [57]. This aerobic glycolysis plays an important role in the tumor development by
remodeling the metabolic profile, which allows tumor cell survival under adverse conditions [58,59].
Therefore, a higher Warburg effect in tumors of mice fed HC diet could contribute to the increased
proliferation of these tumors. Hypoxia-inducible factor-1o (HIF-1a) has been shown to be involved in
the Warburg effect of breast cell lines including MCF-7 [60] but hypoxia is a late-occuring event
which is not the main actor in the switch to aerobic glycolysis [61]. Tumor HIF-1a mRNA expression
was lower in the HC fed group than in the control one suggesting that hypoxia could be reduced.
Because gene expression of VEGFR2 was increased in tumor of HCT group, we can speculate that

hypoxia was reduced in HCT tumors as a result of an enhanced angiogenesis. Indeed, HC diets have
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been shown to stimulate breast tumor angiogenesis [10,11]. B-catenin has a dual function in tumor
cells: in addition to act as a transcriptional factor via the Wnt signaling pathway [62], B-catenin is also
an adhesion molecule associated with E-cadherin and actin filaments at the cell membrane [63]. In
tumor of mice fed the HC diet, f-Catenin mRNA expression was downregulated suggesting that the
diet reduced tumor cell adhesion. Among the fatty acids, the docosahexaenoic acid, an n-3
polyunsatured fatty acid, has been shown to inhibit the protein PB-catenin expression in human
hepatocellular [64] and colorectal cancer cells [65]. Adiponectin mediates an antiproliferative response
in numerous breast cancer cells [43,44]. In our experimental model, the plasma adiponectin level was
unchanged whatever the diet and independently of the presence of tumor, however tumor AdipoR1
mRNA expression was reduced in the HC diet group compared to the control one. So tumors of mice
fed the HC diet were less sensitive to adiponectin. Oxidative stress and apoptosis can be induced by
decreasing the ability of cell to detoxify reactive oxygen species [66]. Manganese superoxide
dismutase (MnSOD), a mitochondrial enzyme encoded by the nuclear SOD2 gene is involved in the
dismutation of the superoxide radical into hydrogen peroxide (H,O,) and molecular oxygen (O,) [67].
Then H,0, is converted to water by several enzymes such as glutathione peroxidase 1 and 2 (GPX-1
and GPX-2) [67]. The HC diet induced the decrease in tumor gene expression of SOD-2 and GPX-2
and the increase of tumor GPX-1 mRNA expression. Low levels of MnSOD correlate to proliferation
of non metastatic breast cancer cells, such as MCF-7 [68]. Moreover, deficiency in GPX-2 renders
MCF-7 cells sensitive to the oxidative stress-induced apoptosis [69] whereas GPX-1 inhibits apoptosis
of breast cancer cell lines [70]. Thus, gene regulation of tumor antioxidant enzymes by the HC diet
could explain the higher tumor proliferation compared to the control group.

In an experimental model of a diet-induced obesity, the tumor expression of proteins involved
in proliferation (Ki67), survival (Bcl-2) and inflammation (COX-2) was increased [10,71]. In our mice
model, independently of the weight gain and tumor gene expression results, the HC diet increased
tumor proliferation and decreased apoptosis as shown by Ki67 and active caspase-3 immunostainings,
respectively. Moreover, the expression of COX-2, an enzyme involved in the inflammation, tended to
increase in tumor of mice fed the HC diet while the one of the IL-1R expression was not altered. The
HC diet induced overweight or obesity in mice leads to increased circulating levels of IGF-I [71,72].
Some studies have demonstrated that at the local level a high IGF-I production by the tumor stimulates
tumor growth whereas circulating IGF-I levels do not influence cancer progression [73,74]. In this
study, the tumor IGF-I gene expression was unchanged whatever the diet, indicating that IGF-I could
not contribute the enhanced tumor growth in response to the HC diet.

Obesity resulting from high fat diet feeding and low physical activity is an established risk
factor for breast cancer in postmenopausal women in particular for ER" tumors [13,14]. Estrogens are
involved in breast carcinogenesis via binding and activation of theirs own receptors. Increasing

evidence indicate that the ER-a may be primarily associated with regulation of cell proliferation, while
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the ER-B form has been linked with cell apoptosis regulation [75,76]. Additionally, the ER-o/ER-f3
ratio is elevated in proliferative pre-invasive mammary tumors compared to normal tissues [77]. In the
present study, tumor ER-a expression was unchanged whatever the diet whereas ER-B expression was
reduced in tumor of mice fed the HC diet. Thus, ER-o/ER-p ratio was higher in tumor of mice fed the
HC diet than in the control tumor. So a HC diet without inducing overweight, stimulated ER-positive
breast tumor growth by reducing ER-B expression. The expression of another hormonal receptor, the
progesterone receptor (PgR), was also reduced in tumor of mice fed HC diet. Both growth-stimulatory
and inhibitory actions of progesterone have been reported in cultured breast cancer cells and in animal
tumor models [78-80]. In MCF-7 cells, cell proliferation was inhibited by progesterone through PI3-
kinase/Akt pathway [81]. Therefore, the HC diet could also increase tumor growth by reducing tumor
PgR expression.

In summary, the results of this study demonstrate that a HC diet increased ER" mammary
cancer growth in the absence of overweight via the tumor overexpression of protein involved in
proliferation (Ki67) and the tumor downexpression of protein involved in apoptosis (cleaved caspases
3). The enhanced tumor growth might be associated also to a decrease of NK cell number and function
and to an altered tumor gene and hormonal receptor expression. Our results show that a HC diet
stimulates ER" breast cancer growth even in an obese resistant experimental model and that suggesting

that a reduction of the calorie intake by limiting fat might slow down breast cancer development.
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