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PREAMBULE

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) est un facteur de mauvais pronostic
qui désigne le passage d'un groupe de cellules épithéliales a une forme mésenchymateuse.
Les cellules cancéreuses qui subissent la TEM deviennent plus agressives, donnent des
métastases et développent des mécanismes pour mieux échapper a |'apoptose et au
systéme immunitaire. Les nombreuses études immunohistochimiques sur des biopsies de
tumeurs ont montré que la TEM est corrélée a l'invasivité tumorale, a la présence de
métastases, et a la mortalité des patients (Birchmeier and Behrens, 1994)(Mareel et al.,

1994).

L'introduction de cette these nous permettra dans un premier temps de revenir sur
les étapes principales de I'oncogenése et le réle de la TEM dans ce processus. Ensuite nous
décrirons les étapes successives de la TEM et notamment les différents facteurs de
transcription et les voies de signalisation impliquées dans la TEM. Dans un deuxiéme temps,
nous aborderons le sujet de la communication entre les cellules cancéreuses et les cellules
du systeme immunitaire. Dans cette partie, nous illustrerons les mécanismes moléculaires
conduisant a I'’échappement des cellules cancéreuses au systéme immunitaire et décrirons
les différentes molécules de point de contréle immunologique. Enfin, nous allons évoquer
les différentes voies de signalisation régulant I'expression de ces molécules, en s’intéressant

tout particulierement a PD-L1.

Dans la partie résultats de cette thése, nous allons tout d’abord induire la TEM par
stimulation avec les cytokines TNF-a et TGF-B sur la lignée du cancer du poumon A549.
Nous verrons ensuite comment cette lignée devenant mésenchymateuse transmet un signal

d'inhibition pour bloquer I'immunité.

Enfin, nous aborderons les perspectives de ce projet en discutant les résultats

obtenus.
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I. ONCOGENESE ET TEM

1. ONCOGENESE

L'oncogeneése (en grec « oncos » signifie « tumeur »), correspond a la transformation
de cellules normales en cellules tumorales. Cette modification entraine des changements
successifs comme une indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération, une insensibilité
aux signaux antiprolifératifs (transduction du signal et activation du cycle cellulaire), une
résistance a l'apoptose, une immortalité (réactivation de la télomérase), une capacité

d’induire I'angiogeneése, une capacité d’invasion tissulaire et une diffusion métastatique.

A) Les principales étapes de I'oncogenese

Dans Nature Medecine, Wan et ses collegues ont décrit quatre principales étapes de

I'oncogénese : I'initiation, la promotion, la progression et la survenue de métastases.

L'initiation: Elle correspond a I'altération d’une cellule au niveau de I’ADN (mutations
génétiques et dérégulations épigénétiques). Dans le cas des mutations génétiques, elles
doivent intervenir aussi bien sur les oncogénes (géne responsable de tumeur) et les génes
suppresseurs de tumeurs. Les dérégulations épigénétiques correspondent a des altérations
du mécanisme cellulaire modifiant I'expression des génes sans altérer I’ADN. Ces
modifications favorisent la progression tumorale en augmentant I'expression des oncogénes
tout en diminuant, voire supprimant, les genes suppresseurs de tumeurs. Les cellules
perdent alors plus ou moins leurs caractéristiques d’origine suivant le type de cancer

indifférencié, anaplasique ou différencié.

La promotion (de la cellule cancéreuse a la tumeur): Les cellules ainsi modifiées se

développent et proliferent en formant un groupe de cellules transformées identiques
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(population monoclonale). Certaines cellules de cette population peuvent elles-mémes subir
de nouvelles mutations, ce qui génere de nouvelles populations. Les mutations se font au
hasard et la population possédant les mutations les plus avantageuses acquiert alors un
avantage sélectif lors de la progression. C’'est a partir de cette population sélectionnée que

se poursuit 'oncogenése.

La progression: Une fois que les cellules ont acquis les caractéristiques d’une cellule
cancéreuse, elles se multiplient de fagon anarchique, parviennent a provoquer la formation
de nouveaux vaisseaux sanguins qui irrigueront la tumeur et I'alimenteront en oxygéne et en
nutriments (I’angiogenése). La progression comprend la phase d’invasion de

I’environnement de la tumeur primitive ainsi que la constitution des lésions a distance.

Métastase: Les cellules cancéreuses via le sang et la lymphe sont maintenant en
contact avec d’autres régions du corps formant les métastases. La propension métastatique
d'une tumeur est dépendante de l'origine de la cellule et des mutations génétiques. Les
mémes altérations oncogéniques a différents stades de différenciation, peuvent conduire a
des tumeurs métastatiques ayant des comportements différents. A I'inverse, la méme cellule
touchée par différentes mutations peut donner lieu a des tumeurs a potentiel métastatique
distinct. Quand la diffusion de métastase commence to6t, différents clones de cellules
tumorales sont ensemencées en paralléle dans différents organes ; ils restent dormants ou
se développent en métastase. Quand les cellules tumorales sont soumises a la sélection
clonale, les clones ayant acquis les mutations favorables a leur développement proliférent
de maniere dominante. Il en résulte un degré d'hétérogénéité génétique au sein des

tumeurs (Wan et al., 2013).
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Promotion et hétérogénéité tumorale

L'hétérogénéité inter-patients du microenvironnement tumoral peut é&tre
responsable des différences de réponses aux traitements. L'origine de la tumeur, les
polymorphismes des genes régulateurs du systéme immunitaire ou encore les facteurs
environnementaux sont autant de sources possibles de variabilités. Les modeéles suivants ont

été proposés pour expliquer I'arbre phylogénétique des tumeurs :

Cancer comme un systeme évolutif basé sur I'acquisition de mutations (Nowell,
1976) : Les tumeurs proviennent d'une seule cellule «mutée». La plupart des néoplasmes
(nouvelle formation, autrement dit tumeur) proviennent d'une seule cellule d'origine. Lors
de la progression, le clone d'origine a acquis une variabilité génétique, suivie d’'une sélection

des lignées plus agressives.

Cancer et microenvironnement (Merlo et al., 2006) : Dans une tumeur, les cellules
mutantes sont en compétition pour I'espace, les ressources et pour échapper au systéme

immunitaire. Elles peuvent méme coopérer avec l|’environnement pour linvasion et
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coloniser de nouveaux organes. Un autre parametre de I'environnement pouvant exercer
une pression de sélection sur I'évolution tumorale est I'hypoxie. Enfin, I'exposition a des
traitements peut induire grand nombre de résistance générant des mutations de plus en

plus variées, ce qui pose probléme pour le traitement de cette maladie.

Hétérogénéité intratumorale (Gerlinger et al., 2012) : Les récents progrés en Biologie
Moléculaire ont permis une résolution plus élevée et une analyse plus rapide des génomes
individuels des cancers au niveau d'un nucléotide et de montrer I’hétérogénéité
intratumorale avec des altérations somatiques limitées entre les tumeurs des mémes sous-
types histologiques. L’hétérogénéité intratumorale conduit a une sous-estimation du
paysage de la génomique des tumeurs fondée a partir d’une biopsie unique et par cette voie

entrave les stratégies thérapeutiques.

B) Proto-oncogénes et anti-oncogenes

Le groupe de genes mutés provoquant la transformation des cellules normales en
cellules cancéreuses est nommé proto-oncogénes (Adamson, 1987). Contre les oncogénes
pouvant provoquer un cancer, notre organisme possede des anti-oncogénes, nommés aussi
suppresseurs de tumeur, dont la fonction est d'empécher la dérégulation de la division

cellulaire, de la réparation de ’ADN et de I'apoptose.

Identification des oncogénes et génes suppresseurs de tumeurs

Le premier gene dont la mutation déclenche une forme de cancer appelée sarcome
de Rous, a été identifié chez le poulet en 1976 par Peyton Rous et sa découverte a été
récompensée par le prix Nobel de Médecine. En 1980, Geoffrey Cooper et Robert Weinberg
montrent que, dans les cellules saines, des genes appelés les proto-oncogenes, controlent le
rythme de la division cellulaire. Quand les proto-oncogenes subissent une accumulation de
mutations qui les transforme en oncogene, ils transforment une cellule saine en une cellule
maligne et les divisions cellulaires deviennent incontrélées, jusqu'a la formation de tumeurs.
L’étude précise que des mécanismes d’action permettent de distinguer plusieurs familles
d’oncogenes, se basant sur le réle physiologique de la protéine normale :
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- les oncogénes qui codent pour des facteurs de croissance : 'oncogéne v-int-1 et v-
int-2 (insertion du virus mammaire de souris MMTV) qui codent pour un FGF,
I’oncogéne v-sis (Simian Sarcoma Virus ou SSV) qui code PDGF.

- les oncogenes codant pour les récepteurs membranaires a activité protéine kinase:
I'oncogene v-erb-B, qui est homologue au EGFR.

- les protéine-kinases cytosoliques

- les protéines a activité nucléaire : fos, jun et c-myc

- les oncogenes codant pour les facteurs de transcription

- les G-protéines ou protéines membranaires liant le GTP : famille ras etc...

KRAS, NRAS, c-myc, etc. sont les principaux oncogenes identifiés pratiquement dans

tous les cancers humains.

Par ailleurs, il existe dans les cellules normales des génes dont I'activité
contrebalance celle des oncogénes activés, et qu'on appelle, pour cette raison, genes anti-
oncogenes ou encore genes suppresseurs de tumeurs. Par exemple, le transfert d'un
chromosome 11 humain normal dans une cellule tumorigéne dérivée d'une tumeur rénale
de Wilms lui fait perdre sa tumorigénicité. Le premier géne suppresseur de tumeur, Rb1l, a
été découvert dans le rétinoblastome, un cancer de I'eeil chez I'enfant. Par la suite, de
nombreux geénes suppresseurs ont été découverts. Certains génes suppresseurs sont
inactivés ou mutés dans des cancers trés spécifiques : BRCA1/2 dans les cancers du sein,
d'APC dans les cancers du colon, WT1 dans les cancers du rein. D’autres genes suppresseurs
de tumeurs ont un spectre d’inactivation plus large, comme p53 qui est inactivé dans un

grand nombre de cancer.

Mais la frontiere entre oncogene et anti-oncogéne est imprécise. Par exemple une
simple mutation du géne p53 entraine « le passage » de la catégorie d'anti-oncogene a celle
d'oncogene. De plus, la méme protéine peut agir comme un frein ou un accélérateur selon
les facteurs de croissance présents dans le milieu de culture (exemple : la surexpression de la
protéine Myc induit la prolifération ou la mort cellulaire). Des études expérimentales
montrent que la réintroduction d'un géne suppresseur de tumeur de type sauvage (par
exemple ceux codant pour p53, Rb, ou APC) dans des cellules cancéreuses humaines dans

lequel le gene endogene respectif était inactif, ont causé une inhibition marquée de la
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croissance, une induction de I'apoptose ou une inhibition de la tumorigénése chez la souris
(Weinstein, 2000). A l'inverse, I'inactivation ou les mutations de ce gene rend les cellules

cancereuses plus agressives via I'induction de la TEM (Wang et al., 2013).
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2. TEM

La TEM (Epithelial-Mesenchymal Transition) a été observée pour la premiére fois en
1980 par Elizabeth Hay, dans une ligne primitive d’embryons de poulet. La TEM caractérise
un processus dynamique au cours duquel les cellules perdent un nombre important de leurs
caractéristiques épitheliales pour gagner des propiétés de cellules mésenchymateuses, ce

qui nécessite des modifications architecturales et fonctionnelles complexes.

A) L’adhésion cellulaire

L'adhésion est un processus nécessaire au bon fonctionnement de I'organisme. Les
anomalies de ce processus peuvent causer différentes pathologies: la croissance tumorale,
I'invasion, les métastases, la transition épithelio-mésenchymateuse et influencer les
réponses immunitaires des cellules malignes. L'adhésion cellulaire se réalise en plusieurs
étapes: la phase d’approche, l'interaction primaire et la consolidation. Les grandes familles

de molécules participant a 'adhésion sont les suivantes :

o Les cadhérines
v Cadhérines classiques:
= E—cellules épithéliales et embryonnaires
= P —placenta et épidermes
= N -—neurones et muscles
= VE - cellules endothéliales vasculaires
v Cadhérines non classiques:
= Les cadhérines desmosomales
" Les proto-cadhérines
o Lasuperfamille des Ig impliquées dans le cancer

v" ICAM: Intercellular CAM
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VCAM: Vascular CAM
NCAM: Neural CAM
PECAM : Platelet-Endothelial CAM

SN NN

MadCAM : Mucosal adressin CAM
v CEA : Carcinoembryonic Antigen
o Lesintégrines (p.ex. LFA-1, MAC-1 et VLA-4)
o Lessélectines
v' CD62E : cellules endothéliales activées
v' CD62P: plaquettes
v' CD62L: leucocytes

o Les mucines membranaires (CD43, PSGL-1)

Le densité des molécules participant a I'adhésion, leur diffusion sur la membrane
plasmique, leur longueur et leur flexibilité influencent toutes les étapes de I'adhésion

(Cozens-Roberts et al., 1990).

Les cellules épithéliales sont intimement jointes entre elles par des structures
membranaires hautement spécialisées. La cohésion des tissus épithéliaux dépend
essentiellement de trois types de jonctions d’adhérence intercellulaires : les jonctions
serrées (ou «zonula occludens), les jonctions adhérentes (ou «zonula adherens») et les
desmosomes. Elles sont caractérisées par une polarisation apico-basale, une répartition
localisée des molécules d’adhésion (intégrines et cadhérines), une latéralisation des
jonctions intercellulaires, une polarisation des filaments d’actine et reposent sur une lame
basale au péle basal des cellules. Les cellules épithéliales disposent d’une certaine mobilité
qui leur permet de se déplacer au sein de la couche cellulaire a laquelle elles appartiennent,
mais elles ne peuvent pas, en temps normal, sortir de cette couche. Les cellules
mésenchymateuses, ne forment pas de couches organisées et n‘ont pas de polarisation
apico-basale. Ces cellules n’ont que de rares contacts focaux avec les autres cellules et ne
reposent pas sur une lame basale. En culture, elles sont trés mobiles avec une forme
ameubodale ou fibroblastique. La plasticité des cellules mésenchymateuses permet leur
migration qui requiert la sécrétion d’enzymes protéolytiques détruisant la matrice

extracellulaire afin d’envahir I'interstitium (Thiery and Sleeman, 2006).
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La transition d’'un phénotype cellulaire a un autre recouvre un large spectre de
modifications inter et intracellulaires rarement observées en totalité impliquant que la TEM
n’est pas nécessairement un changement complet de lignage cellulaire (Thiery and Sleeman,

2006).

B) Les étapes principales de la TEM

La déstabilisation de I'intégrité de I'épithélium et la perte de contact des cellules
entre elles en conséquence d’'une diminution de I'expression de la E-cadherine et de ZO-1
(zona occuldens protein 1) sont les premieres étapes de la TEM. La perte d’expression de la
E-cadherine libére la B-catenine dans le cytoplasme qui peut constituer un complexe
transcriptionnel avec LEF-1 (lymphoid enhancer-binding factor 1) ou Smad3 qui va alors
activer la transcription de genes impliqués dans la TEM. Ensuite, survient la réorganisation
du cytosquelette d’actine avec la formation de fibres de stress, la synthése de a-SMA (Alpha-
Smooth Muscle Actin) et la conversion des filaments intermédiaires d’'un type épithélial
(cytokératine) en un type mésenchymateux (vimentine). L’acquisition de I'a-SMA donne a la
cellule des propriétés contractiles qui lui permettent de migrer et c’est alors qu’elle devient
un myo-fibroblaste. La migration a travers la membrane basale tubulaire nécessite la
digestion préalable de deux de ses principaux constituants, le collagéne IV et la laminine, par
I'intermédiaire des protéases matricielles MMP2 et -9 (Matrix metalloproteinase), dont
I’expression est augmentée par le TGF-B (tumor growth factor). Enfin, les myofibroblastes
mobiles dans l'interstitium synthétisent des constituants de la matrice extracellulaire,

fibronectine, collagenes 1 et 3.
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Figure 2 : Les étapes principales de la TEM.

La TEM se compose de quatre étapes clés: 1) la perte d'adhérence des cellules épithéliales, 2) la
réorganisation de l'actine, 3) la perturbation de la membrane basale tubulaire, 4) 'augmentation de la
migration et I'invasion cellulaire. Le TGF-B1 est I'unique facteur capable d'induire les quatre étapes de la TEM
chez les cellules épithéliales. L'angiotensine Il ( Angll ) induit la TEM en favorisant I'expression de aSMA par
TGF- B1, mais il ne parvient pas a induire aSMA par lui-méme.

Au contraire, HGF (Hepatocyte growth factor) et BMP-7 (Bone morphogenetic protein) pourraient
antagoniser TGF- B1 et par conséquence inhiber l'initiation de la TEM. (I) Le blocage de Angll abolit son activité
en tant que promoteur de TEM et atténue la fibrose rénale (Il ). La préservation de |'intégrité de la TBM bloque
sélectivement la TEM dans la néphropathie obstructive (lll ). L'inhibition pharmacologique de ROCK (Rho-
associated kinase) inhibe la migration cellulaire et réduit la fibrose rénale (1V) (Liu, 2004).

C) Biomarqueurs de la TEM

La notion de TEM est trés vaste, en effet il y a plusieurs protéines surexprimées et
réprimées, ce qui rend difficile la définition précise du phénotype et une standardisation des

critéeres.

Protéines réprimées: E-cadhérine, B-cathénine, Cytokératine-18, Desmoplakine,
Muc-1, Syndécan, Z0O-1, Claudin 1/ 4, Occludines, Intégrine a6p4, 1g-CAMs, famille mir 200,
famille Let-7.

Protéines surexprimées: Vimentine, N-cadherine, al collagen, OB-cadhérine,
Intégrine a5B1, Intégrine aVP6, FGF-R, Ig-CAMs, a-SMA, Syndecan-1, Collagéne type 1/3,
E47/TCF3,ID1/1D2 Ets, FGF-1,2,3, Fibronectine, FSP1/S100A4, FTS binding protein, MMP-2/9,
PAI-1, RhoB, Scratch, Zeb1 (TCF8), SIP1(Zeb2), Snail, Slug(Snail2), Smuc(Snail3), Twist %, LEF-
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1, TGF-B, Thrombospondine, Rho GTPases, Laminine 5, Fibroblast Activation Protein, FGF,
Ets-1, E2-2 (TCF4), LEF1 (TCF1), FOX-C2, Goosecold, miR10b, miR21, miR661.

Protéines relocalisées : E-cadhérine, B-cathénine, B-actine, Myosine Il, Rho GTPases,

Tubuline, Snail, LEF1/TCF1, Smad 2/3

Switch des cadhérines pendant la TEM

La TEM se déroule en plusieurs étapes successives : la premiére étape se caractérise
par une disparition des contacts inter-cellulaires entrainant la perte de marqueurs
épithéliaux (E-cadhérine, cytokératines) et le gain de marqueurs mésenchymateux

(Vimentine, N-cadhérine).

Les cadhérines sont réprimées pendant la TEM

Toute une variété de biomarqueurs est utilisée pour caracteriser la TEM, mais la
perte d’expression de la E-cadhérine constitue un des événements majeurs de la TEM. La E-
cadhérine (Epithelial-cadherin) est une glycoprotéine transmembranaire de 120 kD,
composée de trois domaines permettant une interconnexion avec le cytosquelette d’actine
de deux cellules épithéliales voisines (Peinado et al.,, 2005a). La E-cadhérine est liée aux
caténines (a-, B-, y-, caténine /plakoglobin), qui relient la E-cadhérine au cytosquelette
d'actine. La répression d’E-cadhérine est suffisante pour déclencher de nombreuses voies de
signalisation conduisant a la TEM. Les études IHC sur des biopsies de tumeurs ont montré
que la perte de la E-cadhérine est corrélée a l'invasivité tumorale, a la présence de
métastases, et a la mortalité des patients (Birchmeier and Behrens, 1994)(Mareel et al.,
1994). L'interruption de la fonction de la E-cadhérine peut se produire par plusieurs
mécanismes, mais elle implique fréquemment la délétion ou la mutation du géne CDH1
(géne codant pour Ecadhérin) (Conacci-Sorrell et al., 2002). 84% des changements
d'expression des genes qui ont eu lieu aprés la perte d’E-cadhérine n’étaient pas dépendants
de la fonction B-caténine. Cela montre que d'autres régulateurs de transcription sont
impliqués dans la médiation des changements de transcription apres la perte de E-cadhérine
(Onder et al., 2008). Par contre les domaines libres issus du clivage de la E-cadhérine par les
MMPs bloquent directement la signalisation de la B-caténine (Crawford et al., 1999) et

favorisent I'invasion tissulaire (Noé et al., 2001). Quant a la surexpression de la E-cadhérine,
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cela diminue les capacités invasives de plusieurs lignées tumorales (Semb and Christofori,

1998).

Les fonctions de I'E-cadhérine ne se limitent pas a la seule adhésion intercellulaire,
elles interviennent aussi un réle dans la prolifération, le cycle cellulaire et I'apoptose. La E-
cadhérine est impliquée dans I'oncogenése et la TEM via des interactions avec des protéines
cytosoliques (APC, rho GTPases...) et transmembranaires (Wnt, ERBB2, EGF-R, TGF-B-R....)
(Perrais et al., 2007)(Stockinger et al., 2001).

Migratory and
Normal epithelium Initial invasion invasive behaviour

EMT signals

(TGFB, H-ras. )
3350 -2 !z," - - -

°

- -

E-cadherin A a4
S Cell motility
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Figure 3 : Participation des différents répresseurs d’E-cadhérine pendant l'invasion tumorale.

Plusieurs répresseurs comme Snail et SIP1(Smad interacting protein 1) jouent un réle dans la premiére
étape de la progression de la tumeur conduisant a l'initiation du processus invasif a travers la diminution de la
E-cadhérine et d'autres marqueurs épithéliaux, et l'induction de marqueurs mésenchymateux avec une
capacité pro-invasive. D'autres répresseurs, comme Slug ou E-47, contribuent au maintien du phénotype malin
en soutenant la répression d’E-cadhérine. (Peinado et al., 2004)

Il a été démontré que la fixation de la B-caténine assure une protection du domaine
cytoplasmique de la E-cadhérine contre la protéolyse. Dans une cellule épithéliale, la B-
caténine est sous- membranaire du fait de son interaction physique avec I'E-cadhérine au
niveau des jonctions adhérentes. Par contre, dans une cellule mésenchymateuse, elle est
dissociée des jonctions par la perte de I'expression de I'E-cadhérine. La beta-caténine se
localise alors dans le cytoplasme ou elle sera soit dégradée suite a sa phosphorylation par la
kinase GSK3 (Glycogen Synthétase Kinase 3), qui sert de signal d’ubiquitinilation et de

dégradation par le protéasome ; soit transloquée dans le noyau, ou elle s’associe avec les co-
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facteurs de transcription LEF/TCF afin d’induire ou de réprimer I’expression des génes cibles.
La B-caténine, libérée par 'interaction CagA/E-cadhérine, stabilisée par 'activation de la voie
Wnt et transloquée dans le noyau, devient un facteur de transcription associé aux co-

facteurs LEF/TCF (Huber and Weis, 2001).

Les cadhérines surexprimées pendant la TEM

En parallele de la perte de E-cadhérine par des cellules épithéliales, certaines
cadhérines comme celle de type N (CDH2) et P (CDH3) peuvent étre exprimées dans les
cellules subissant une TEM (Peralta Soler et al., 1999). Le passage d’un état pro-adhésif (lié a
I’expression de la E-cadhérine), a un état pro-migratoire (avec expression de cadhérines
spécifiques développant des interactions plus faibles et plus permissives a la mobilité) rend
I'invasion tumorale et les métastases possibles (Cavallaro and Christofori, 2004). La
vimentine est devenue un marqueur par excellence des phénoménes de TEM dans presque
tous les processus physiologiques ou pathologiques (Hay and Zuk, 1995). La vimentine est un
membre de la famille des filaments intermédiaires qui constitue le cytosquelette avec les
microtubules et les microfilaments d’actine. Mais la vimentine est une structure dynamique,
en différence de la plupart des filaments avec des structures stables. L'induction de la
vimentine est corrélée a des propriétés migratoires et invasive de nombreux cancers (Singh
et al., 2003)(Korsching et al., 2005) ; ainsi la perte d’expression de la vimentine réduit la
croissance tumorale(Zhang et al., 2009)(Wu et al., 2009a). L’expression de la vimentine est
corrélée a un mauvais pronostique dans des biopsies des carcinomes du sein, du poumon,
des ovaire, de la thyroide, du rein, de la prostate et de la peau (Leader et al.,

1987)(Domagala et al., 1990)(Kokkinos et al., 2007).

Le phénotype CSCs

Les CSCs (cellules souches du cancer) sont des cellules présentes dans de nombreuses
tumeurs capables d'auto-renouvellement pour initier la tumorigénese. Les CSCs sont liées a
la formation de métastases, l'invasion et la résistance aux traitements. CD44, CD133 et
CD166 sont des marqueurs de CSCs. Il y a une relation complexe entre la TEM, le phénotype
CSCs et le comportement agressif des cellules cancéreuses. L'induction de la TEM par

différents facteurs aboutit a I'enrichissement par les CSCs associé a l|'apparition de
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métastases. Grace a l'activation de la voie de signalisation RAS/MAPK, une lignée cellulaire
épithéliale mammaire non tumorigéne (CD44low et CD24high) peut évoluer vers un
phénotype souche (CD44high et CD24low) de type mésenchymateux qui s’observe par la
perte de I'E-cadhérine et I'expression de la Vimentine. Ainsi, la perte de E -cadhérine aboutit
a la TEM et induit une augmentation du nombre de cellules CD44high/CD24low
(Ginnebaugh et al., 2014).

C) Les types de TEM

On observe trois différents types de TEM dans les processus physiologiques et

pathologiques.

TEM physiologique

La TEM physiologique s’observe lors de |'embryogenése et le processus de

cicatrisation.

TEM de type 1 (Embryogenése)

Dés le stade de pré-implantation, I'apparition des cellules épithéliales et leurs
conversions en cellules mésenchymateuses est observée chez I'homme. Le mésoderme est
un mésenchyme primaire (du latin «mesenchyma» : «meso», milieu et «kenchyma», infusion)
issu de l'activation d’'un programme TEM dans les cellules de I'épithélium épiblastique.
Durant I'embryogenése, toutes les cellules mésenchymales ne dérivent pas du mésoderme.
Le développement embryonnaire, I'organisation tridimensionnelle de nombreux organes
nécessitent tres tot la migration coordonnée de groupes de cellules qui répondent a la
stimulation de signaux chimiques extracellulaires. Au cours de I'embryogeneése, la TEM est
impliquée dans la gastrulation, la formation de la créte neurale, des valves cardiaques etc.
(Meulemans and Bronner-Fraser, 2004)(Gershengorn et al., 2004)(Thiery and Sleeman,
2006). Ce type de TEM se fait sous le contrdle de signaux locaux et aboutit a des phénotypes
mésenchymateux transitoires et réversibles destinés a générer des épithéliums secondaires.

Le caractere réversible de la TEM par les processus de transitions mésenchymo-épithéliales
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(MET) est probablement apparu plus tard au cours de I'évolution. La TEM de type 1 permet
également des étapes de morphogeneéese pouvant intervenir dans ’homéostasie chez I'adulte

(glande mammaire, utérus, néo- angiogenése...) (Demir et al., 2004)

TEM de type 2 (Cicatrisation)

La TEM de type 2 est associée aux phénomeénes de cicatrisation et de régénération
tissulaire ainsi gu’aux pathologies fibrotiques. Cette TEM est initiée par des signaux
moléculaires pro-inflammatoires sécrétés par des cellules inflammatoires produites en
réaction a une lésion et cesse souvent des que l'inflammation transitoire s’atténue. La TEM
induite lors des processus de réparation cellulaire a des mécanismes trés similaires a ceux
impliqués dans I’embryogenése, mais les cellules générées sont des cellules non
multipotentes dont la différenciation est tres spécifique du tissu |ésé. Contrairement a la
TEM de type 1, les cellules qui se ré-épithélialisent reviennent a leur état d’origine sous

forme d’un épithélium différencié. (Kalluri and Neilson, 2003)(Radisky et al., 2007).

TEM pathologique

La TEM pathologique s’observe lors de néoplasie et de fibrose avec des modifications

morphologiques et géniques communs.

TEM de type 2 (Fibroses)

Le processus de cicatrisation peut aboutir a la production en exces de tissu conjonctif
pour remplacer le tissu original et générer une dysfonction organique. Ainsi, la TEM aboutit a
la fibrose dans certains organes possédant une organisation de type tubulo-lobulaire comme
poumon, foie, rein et glande mammaire (lwano et al., 2002). Dans certains cas, la fibrose
peut se prolonger et donner naissance a une inflammation continue, pouvant entrainer la

destruction de I'organe ou une transformation tumorale (Rastaldi et al., 2002).

TEM de type 3 (Tumorigenése)

La TEM de type 3 s’observe dans le contexte de la progression tumorale et I'invasion
métastatique. Les genes impliqués dans la TEM oncogénique présentent de nombreuses

similitudes avec les mécanismes intervenant dans la dispersion des cellules épithéliales
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primaires au cours de 'embryogenése, mais les cellules arborent de nombreuses altérations
génétiques et épigénétiques, notamment dans I'expression des oncogénes et/ou des génes

suppresseurs de tumeur (Kalluri and Weinberg, 2009).

Durant la TEM, les cellules cancéreuses perdent leurs propriétés adhésives et gagnent
des propriétés migratrices et protéolytiques nécessaires a la formation de métastases. Au
sein d’'une méme tumeur, le gain de marqueurs mésenchymateux et la perte de marqueurs
épithéliaux, sont corrélés avec la progression tumorale et un mauvais pronostique (Moreno-

Bueno et al., 2006) (Perl et al., 1998).

Epithelial plasticity
Transdifferentiation EMT by type (based on context)
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Figure 4 : Différents types de TEM.

La métaplasie représente un état de transdifférenciation entre deux types d’épithélium. Les 3
différents types de TEM. La TEM de type 1 (embryogenese) aboutit a la production de cellules
mésenchymateuses multipotentes capables de former de multiples tissus épithéliaux secondaires par MET.
Lors de la TEM de type 2 (de régénération), les cellules produites sont des fibroblastes différenciés qui
semblent revenir sous leur forme «originelle» en I'absence de signaux. La TEM de type 3 est impliquée dans la
progression tumorale et I'invasion métastatique (Zeisberg and Neilson, 2009).

Les « dérivés » in vivo de la TEM de type 3 peuvent étre de nature fibroblastique ou

mésenchymateuse. (Radisky et al., 2007) . Il est tres difficile de distinguer les cellules
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mésenchymateuses primaires et les fibroblastes au niveau moléculaire, en effet tous les
deux expriment la vimentine, sécretent de la fibronectine, du collagéne fibrillaire, des
protéases et différents facteurs de croissance. La différence fondamentale entre ces cellules
est leur état de différenciation. Les fibroblastes sont des cellules tres différenciées, mais les
cellules mésenchymateuses primaires expriment des marqueurs de pluripotence et sont
capables de donner naissance a de nombreux types cellulaires. Les fibroblastes sont
capables de migrer et de rejoindre la circulation sanguine ou lymphatique par intravasation,
mais leur survie est généralement de courte durée et ne donne pas lieu a la formation de

nodules métastatiques secondaires (Koop et al., 1996).
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II. PROCESSUS CELLULAIRE
CONDUISANT A LATEM

A.LES ACTIVATEURS DE LA TEM

La liste générale des candidats impliqués dans la régulation de la TEM est tres longue:
divers stimulis comme le TGF-B, le FGF, I'EGF, I'lGF, I'HGF, le PDGF, les oestrogenes, Wnt,
Shh, les cytokines inflammatoires, I’hypoxie, les oncogenes RasV12, ErbB2, p53 mutée etc
(Thiery et al., 2009). Les activateurs de la TEM comme le TGF-B, le TNF-a et I'HGF produits
par les cellules stromales ou par les cellules tumorales induisent I'activation de facteurs
transcriptionnels de la TEM (Thiery and Sleeman, 2006) comprennent les membres de la
famille bHLH (basic helip-loop-helix family), GSC (Goosecoid), ZFH (zing-finger E-box binding
homeobox) (Peinado et al., 2007). Au cours de cette thése, parmis divers activateurs de la
TEM, nous allons nous intéresser plus particulierement au réle du TGF-B et du TNF-a
(facteur lié a I'inflammation) dans I'induction de la TEM. En effet, dans notre projet, nous
avons utilisé la lignée de cancer pulmonaire A549 dont I'exposition aux cytokines TNF-a et

TGF-B permet I'induction de la TEM de maniere réversible.

TGF- B

La famille TGF-B comprend trois isoformes de TGF- B (TGF-B-1, -2, -3), et d'autres
cytokines impliquées dans la différenciation et la prolifération cellulaire comme les BMP
(bone morphogenetic proteins), les inhibines et les activines. (Xu et al., 2009). Les trois
isoformes du TGF-B sont codées par des genes distincts, qui conservent toutefois 70%
d’homologie entre eux (Massagué, 1998)(Derynck et al., 2001)(Chin et al., 2004)(Massagué,

2008). Les récepteurs du TGF- B sont composés de différentes sous-unités. Chez I'homme il
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existe sept sous unités de type | et cing sous unités de type Il. Le TGF-B se lie exclusivement
a un récepteur tétramérique composé de la sous-unité de type | TGF-BR1 (ALK5 et TBRI) et

de la sous-unité de type Il TGF-BR2 (Massagué, 2012).

Le TGF-B a des effets inhibiteurs et stimulant sur la prolifération des cellules, agissant
comme suppresseur de tumeur et oncogene. Dans le développement, le TGF-B favorise la
différenciation des cellules et inhibe la prolifération ; alors que durant la tumorigéneése le
TGF-B sécrété par les cellules tumorales perd souvent sa fonction inhibitrice en faveur de
son activité oncogénique (Siegel and Massagué, 2003)(Thiery, 2002)(Siegel and Massagué,
2003)(Dumont and Arteaga, 2003)(Yingling et al., 2004).

Le TGF-B est un polypeptide régulateur multifonctionnel qui contrdle plusieurs
aspects des fonctions cellulaires, comme la prolifération, la différentiation, la migration,
I'apoptose, I'adhésion, I'angiogeneése et I'immuno-surveillance. Le TGF-B est la clé du
renforcement de I'immuno-surveillance et les cellules tumorales qui secrétent du TGF-f en
forte quantité sont protégées de I'immuno-surveillance. Le TGF-B est la premiere voie de
signalisation décrite pour induire la TEM. La voie de signalisation du TGF-B est activée lors
de la liaison du TGF-B avec le complexe tétramérique membranaire composé des sous-unités
TBRIl et TBRI (SER/THR protéine kinases). La sous-unité TBRIIl active par phosphorylation
directe la sous-unité TPRI. Cette derniere induit la phosphorylation des facteurs de
transcription Smad2 et Smad3 qui se combinent avec Smad4 pour former un complexe
trimerique. Ce dernier régule I'expression de genes cibles, suite a sa translocation nucléaire.
La signalisation Smad régule ainsi I'expression de trois facteurs de transcription, Snail/Slug,
Zeb1/Zeb2, Twist qui sont impliqués dans le phénoméne de transition-éphitélio-

mésenchymateuse.

Dans le cas de la lignée A549, le TGF-B est capable d’induire la TEM avec la perte de
I’'E-cadherine et la réorganisation de F-actin. Cette TEM est améliorée par la présence des
cytokines IL-1 B, TNF-a et INF-y. L'IL-1P et le TNF-a seuls sont aussi capables d’augmenter la
TEM induite avec le TGF-B. La combinaison du TGF-B avec le TNF-a est capable de changer la
morphologie des cellules au bout de 48h et de former des cellules fibroblastiques. Pourtant,
le traitement seul avec le TGF-B méme au bout de 12 jours n’est pas capable d’avoir un tel

effet (Liu, 2008). La TEM induite par le TGF-B est aussi améliorée par la présence de
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RAW?264.7 qui secrete le TNF-a et cette TEM est bloquée lors du traitement avec I'inhibiteur
sélectif de NF-kB, dehydoxy methyl epoxyquinomicin (Kawata et al., 2012). L'inhibition de
Smad2 bloque aussi la TEM induite par le TGF-B ; ce qui montre que cette TEM se réalise par

une voie dépendante des Smads (Kasai et al., 2005).

Le TGF-B active également des voies de signalisation Smad-indépendantes impliquées
dans la TEM, comme par exemple les petites protéines GTPases (Rho, Rac et cdc42), la voie
des MAPKinases(mitogen-activated protein kinase) avec notamment les c-jun-N terminal
kinases, toutes deux impliquées dans la réorganisation du cytosquelette d’actine et la
plasticité cellulaire;ou bien la voie PI3K/Akt qui inhibe la glycogéne-synthase kinase 3
(GSK3p) et active la voie Wnt. L’activation de MAPK et de PI3K compléete et converge avec la
signalisation SMAD. Ces voies peuvent étre antagonistes des voies de signalisation intégrant
les protéines SMAD dans d'autres contextes.(Massagué, 2008)(Wu and Hill,
2009)(Moustakas and Heldin, 2009)(Holm et al., 2011). NF-kB (nuclear factor k-light chain-
enhancer of activated B cells), et PI3 kinase / AKT participent également a la signalisation du
TGF-B. Toutes ces voies de signalisation sont interconnectées. Par ailleurs, il existe des
signalisations croisées entre les différentes voies du TGF-p et d’autres voies de signalisation :
par exemple, I'activation des protéines Smad peut également activer le récepteur a I'EGF
(Epidermal Growth Factor) et induire la TEM (Gui et al.,, 2012) (Kang et al., 2012).
Néanmoins, il semble que la signalisation Smad-dépendante du TGF-f soit nécessaire a la
conversion phénotypique ; car la surexpression de Smad7, une Smad inhibitrice de Smad2,

bloque la TEM (Xu et al., 2009).

Les protéines Smad 1-8 sont des effecteurs de la voie de la signalisation du TGF-f.
Smad3 est le médiateur spécifique de I'action du TGF-f3, tandis que Smad 1, 2, 5 et 8 servent
souvent comme |'intermédiaire pour les actions des autres membres de famille TGF-B. Smad
6 and 7 sont les Smads inhibiteurs, qui régulent négativement la signalisation TGF-f / BMP.
Par exemple, Smad7 se lie avec SMURF pour former I'ubiquitine ligase E3 qui cible le
récepteur du TGF-B et induit sa dégradation (Kavsak et al., 2000). La liaison de Smad7 et de
SMURF au récepteur se traduit également par une inhibition compétitive de liaison de
Smad2/3 a TBRI (Bierie and Moses, 2006) (Inoue and Imamura, 2008). Les Smad 6 et 7

inhibent également la signalisation TGF-B/BMP dans le noyau en interagissant avec les
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répresseurs de la transcription, tels que les histones désacétylases, ou perturbent la

formation du complexe fonctionnel Smad-ADN induit par le TGF-B(Li et al., 2006).

Dans les cellules épithéliales les protéines SMAD activées par le TGF-B impliquent
I’expression des facteurs de transcription ATF3 (Activating Transcription Factor 3) et SNAIL,
et coopérent avec ces protéines pour réprimer I'expression de ID1 et de CDH1 (géne codant
E -cadherin). LEF1 (I'effecteur de voie WNT) et Smad4 se sont révélés étre nécessaires a la
régulation positive des marqueurs mésenchymateux comme la Vimentine et la Fibronectine
et cela indépendamment de la béta-caténine. Ainsi, LEF1 co-occupe le promoteur CDH1 avec
les protéines SMAD, fournissant un mécanisme moléculaire pour la coopération observée

pendant le TEM entre la voie WNT et le TGF-B (Nawshad et al., 2007).

Des niveaux accrus de TGF-B ou de son récepteur dans les cellules cancéreuses,
s’observent par une augmentation autocrine de la signalisation du TGF-B dans le
microenvironnement tumoral, et permettent aux cellules cancéreuses d'utiliser Ia
signalisation TGF-B comme une clé pour survivre et échapper en formant des métastases
(Massagué, 2008), (lkushima and Miyazono, 2010). Le TGF-B joue un réle majeur dans la
progression des cancers en induisant la TEM via |'acquisition de propriétés CSC (Mani et al.,
2008) (Morel et al., 2008) (Scheel et al.,, 2011). Les nouveaux mécanismes du controle
épigénétique de I'épissage alternatif, les miRs et les modifications post-traductionnelles
régulent également le TEM induite par le TGF-B. En effet, les voies de signalisation
impliquant le TGF-B activent directement I'expression de facteurs de transcription impliqués
dans la TEM, tels que Snail, Slug, ZEB1, ZEB2, et Twist (Peinado et al., 2007)(Moustakas and
Heldin, 2012).
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Figure 5 : TEM induite par TGF- B.

Le TGF-B induit la TEM par la voie Smad dependante et independante. La signalisation TGF- B
phosphoryle et active Smad2 et Smad3 qui forment un complexe avec Smad4 et régulent I'expression des
familles Snail/ Slug, ZEB1/2 et Twist. Zeb1 a son tour diminue I'expression de mir-200. TGF- B active également
d'autres voies de signalisation qui n’inclut pas les Smads, comme PI3K-Akt-mTOR(Katsuno et al., 2013).

Les divers miR jouent un réle important dans le programme induisant la TEM. Par
exemple I'expression de miR-200 est activée par le TGF-B. MiR-200 bloque Zeb1/Zeb2. Le
TGF-B induit I'expression de miR-155 via Smad4. A noter que la diminution de miR-155
inhibe la TEM induite par le TGF-B (Kong et al., 2008). Ainsi miR-302, miR-372 et miR-204
répriment I'expression de TPRII et inhibe la TEM (Subramanyam et al., 2011) (Wang et al.,
2010). L'expression de miR-23a est régulée par le TGF-B1 de maniere Smad-dépendante
dans la lignée cellulaire humaine A549. La surexpression de miR-23a supprime I’expression
de I'E-cadherine et stimule la TEM. Ainsi, I'inhibition de miR-23a supprime partiellement la
TEM induite par le TGF-B (Cao et al., 2012). Les BMP, qui sont connus pour induire
I’expression de miR-200 et miR-205, sont capables d’inhiber la TEM et de favoriser la MET
(Samavarchi-Tehrani et al., 2010).

Le TGF-B active directement I'expression de I'E3 ubiquitine ligase HDM2, par la liaison

du complexe Smad3/4 sur son promoteur. Il en résulte I'ubiquitylation et donc la
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dégradation de p53, cela concourant avec la progression de la TEM. Le TGF-f induit
I'expression de Mdm2 (antagoniste de p53) lors de la TEM (Araki et al.,, 2010). Le TGF-B
induit I'expression du facteur de transcription Sox4 qui est nécessaire a I'induction de la TEM

(Zhang et al., 2012a).

Les effets du TGF-B sont variés en fonction du type cellulaire et des conditions. Le
type cellulaire et I'’environnement cytokinique dicte la nature de la réponse. L'abondance et
la fonction des différents ligands, des récepteurs et des régulateurs du TGF-B déterminent la
nature et l'intensité du signal induit par le TGF-B. Un déterminant majeur comporte les
facteurs qui coopérent avec les protéines SMAD pour réguler la transcription. La disponibilité
des partenaires de SMAD détermine quels génes seront ciblés, activés ou réprimés.
L'environnement épigénétique de la cellule comprenant la méthylation de I’ADN, les
modifications des histones, le positionnement des nucléosomes, les ARN non-codants et
d'autres composants induit la formation de la chromatine et dicte quels sont les genes

ouverts pour l'expression et donc susceptible a la régulation (Massagué, 2012).

Le TGF-B est impliqué dans la suppression de l'activité anti-tumorale des LT, des NK,
des neutrophiles, des monocytes et des macrophages. Ces cellules sont connues pour jouer
un role important dans la régulation de la progression tumorale.(Li et al., 2006). Dans les
pathologies cancéreuses, le TGF-B1l est plus abondant que le TGF-B2 ou le TGF-f3.
L'expression du TGF-B1 est d’ailleurs souvent augmentée dans le cancer humain (Wojtowicz-
Praga, 2003) (Levy and Hill, 2006). Lorsque le TGF-B est exprimé et sécrété in vivo, il est
séquestré dans la matrice extracellulaire (ECM) et fait parti d'un complexe inactif jusqu'a son
activation (Stover et al., 2007). Une fois activé, le TGF-B se lie avec le récepteur TGF- de
type Il (TBRII, TGF-BRII) et le ligand lié au TPRRII est capable de transactiver efficacement le
récepteur de TGF-B de type de | (TBRI; TGF-BR1) (Derynck and Zhang, 2003)(Shi and
Massagué, 2003).

Le ligand du TGF-B1 est surexprimé dans les cancers du sein, du colon, de
I';esophage, de I'estomac, du foie, du pancréas, du poumon et de la prostate. Cependant, les
mutations et la perte des récepteurs du TGF-B de type | et de type Il ont été détectées dans
de nombreux cancers. La délétion, la mutation et la perte de I'expression de SMAD4 a été

rapportée dans le cancer des voies biliaire, le cancer de la vessie, le cancer du sein, le cancer
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du col de l'utérus, le cancer du colon, le cancer du foie, le cancer de l'intestin, le cancer de
I'cesophage, le cancer du poumon, le cancer de l'ovaire et les cancers pancréatiques. La
mutation ou la perte de SMAD?2 a été détectée dans le cancer du col de I'utérus, le cancer du
cOlon, le cancer du poumon et le cancer du foie. Cependant, SMAD3 a été maintenue dans la
plupart des cancers communs (Grady and Markowitz, 2002), (Levy and Hill, 2006), (Bierie
and Moses, 2006).

LE TGF-B favorise le développement tumoral. Le blocage de la voie de signalisation du
TGF-B spécifique des LT permet la génération d'une réponse immunitaire efficace et capable
d'éradiquer des tumeurs chez les souris (Gorelik and Flavell, 2001) . Dans le micro-
environnement tumoral les sources de TGF-B sont multiples. Il a été montré récemment que
les LTreg CD4 + CD25 + étaient une source majeure de TGF-B. D’apres cette étude, le TGF-
n‘inhiberait pas le développement de la population CTL CD8 +, mais favoriserait les fonctions
effectrices des CTL (Chen et al., 2005). A I'heure actuelle, un certain nombre d'études ont
clairement démontré que le TGF- B pouvait supprimer la différenciation des LT cytotoxiques
(Ahmadzadeh and Rosenberg, 2005), (Ranges et al., 1987). Le TGF-B empéche également
I'expression des granzyme A/B, des perforines, de FasL et de l'interféron-gamma qui

favorisent la cytotoxicité des CTL (Thomas and Massagué, 2005), (Bierie and Moses, 2010).

Le TGF-B peut supprimer la différenciation des lymphocytes Thl et Th2 et favoriser la
différenciation des LTreg. Il implique l'inhibition des cellules CTL Thl et Th2, tout en
favorisant I'expansion des Treg. Le TGF- est un puissant chimio-attractif pour les NK, les
monocytes et les MF. Il favorise la différenciation des monocytes en macrophages. Lorsqu!'il
est présent, le TGF-B favorise le développement des cancers associés aux cellules NK, aux

neutrophiles et aux MF (Bierie and Moses, 2010).

Le TGF-B supprime I'activité cytolytique des cellules NK et inhibe leur sensibilité a
I'interféron. Il réprime I'expression du CMH | et CMH Il dans certaines populations cellulaires.
La réduction de I'expression du CMH - | dépendante du TGF- entraine la réduction de la lyse
des cellules tumorales par les cellules NK (Ma and Niederkorn, 1995), (Bierie and Moses,
2010). La production de TGF- par les LTreg CD4 + CD25 + inhibe la cytotoxicité cellulaire des
cellules NK dépendante du récepteur NKG2D et favorise la croissance et la dissémination

tumorale (Ghiringhelli et al., 2005a)(Smyth et al., 2006). Une corrélation inverse a été établie
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entre la sécrétion de TGF-B1 et I'expression du récepteur NKG2D chez les patients atteints
d’un cancer. La faible expression du récepteur NKG2D, contribue a une réduction de la

cytotoxicité des lymphocytes NK et permet la progression de la maladie (Lee et al., 2004).

Finalement, le TGF-B est un facteur chimioattractif des polynucléaires neutrophiles. I
inhibe leur capacité a supprimer la croissance des cellules tumorales (Reibman et al., 1991).
Une fonction prédominante des neutrophiles dans le microenvironnement tumoral est la
reconnaissance et la destruction des cellules tumorales exprimant le FasL. L'expression de
FasL est une composante importante de l'inhibition des cancers, qui agit en induisant des
signaux de mort dans les cellules exprimant le récepteur de Fas (Hahne et al., 1996). Le TGF-
B bloque la différentiation des macrophages induite par I'INF-y, ce qui inhibent la capacité
des macrophages a tuer efficacement les cellules tumorales (Haak-Frendscho et al., 1990).
Les MDSC sont connues pour étre une source majeure de TGF- B et le recrutement accrue
des MDSC est en corrélation avec I'augmentation de la production de TGF-B in vivo (Yang et
al., 2008a). Le TGF-B stimule le recrutement des monocytes, des macrophages, des NK, des
DC et des LT, tout en inhibant leurs fonctions antitumorales (Li et al., 2006) (Wrzesinski et al.,

2007).

VEGF

Le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF) induit la prolifération des
cellules endothéliales, favorise la migration des cellules, et inhibe I'apoptose. In vivo, le VEGF
induit I'angiogenése ainsi que la perméabilisation des vaisseaux sanguins, et joue un réle
central dans la régulation de la vasculogénése. La dérégulation de I'expression du VEGF
contribue au développement des tumeurs solides par la promotion de I'angiogenese
tumorale. Par conséquent, l'inhibition de la signalisation du VEGF abroge le développement
d'une grande variété de tumeurs. Les différentes formes du VEGF se lient a deux récepteurs
de la tyrosine-kinase, VEGFR-1 (Flt-1) et VEGFR-2 (KDR/flk-1), qui sont exprimés presque
exclusivement dans les cellules endothéliales. Ces dernieres expriment en outre, les
corécepteurs neuropiline-1 et neuropiline-2, qui se lient sélectivement a la forme 165 du

VEGF. Le VEGF favorise aussi I'expression de Fas-L sur les cellules endothéliales et cela
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provoque "apoptose des LT CD8" lors du passage de la barriére endothéliale vers le tissu

tumoral (Lee et al., 2015).
ITNF-o

Le TNF-a (Tumor necrosis factor) joue un réle pro et anti-tumorale par rapport au
contexte. Le TNF-q, initialement découvert pour son activité antitumorale, a été montré
comme l'un des principaux médiateurs de l'inflammation. Induit par une large gamme de
stimulis pathogeénes, le TNF-a induit d'autres médiateurs de l'inflammation. Le TNF-a est

également produit par les tumeurs et peut agir comme un promoteur endogene de tumeur.

Le TNF-a est une cytokine multifonctionnelle qui joue un réle important dans divers
événements cellulaires tels que la survie cellulaire, la prolifération, la différenciation et la
mort. Le TNF-a exerce ses fonctions biologiques a travers l'activation de voies de
signalisation distinctes telles que NF-kB et JNK. NF-kB est un signal anti-apoptotique, tandis

gue JNK contribue a la mort cellulaire et leur balance détermine la réponse a TNF-a.

Le TNF-a a deux récepteurs: TNFR1 (p55) et TNFR2 (p75). Lors de la liaison du TNF-a,
qui est un homotrimere naturel, TNFR-1 forme un homotriméere pour recruter le TRADD
(TNFR-associated death domain). TRADD constitue une plateforme de recrutement pour les
protéines adaptatrices comme RIP (receptor interacting protein), TRAF-2 (TNFR-associated
factor 2), FADD (Fas-associated death domain) servant a recruter les molécules clés

responsables de la signalisation intracellulaire pour activer NF-kB et JNK.

Le TNF-a est impliqué dans I'angiogenése, l'invasion et les métastases des cancers. Le
TNF-a exogene ou produit par les macrophages accélere la TEM et ainsi contribue a la
progression et I'invasion. Le TNF-a améliore I'invasion des cancers via I'induction des MMP -
2, 3,9, 12, a2B1 intégrine et d'ICAM-1 (Bates and Mercurio, 2003)(Chuang et al., 2008)
ICAM-1 (Myers et al., 1992).
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ICAM-1

Je traiterais les caractéristiques d’'ICAM-1(InterCellular Adhesion Molecule), parmi
les différentes molécules induites par TNF-a, comme dans le cadre de notre travail, nous

avons observé son induction lors du traitement avec le TNF-a.

Structure d’ICAM-1: Le gene d’ICAM-1 (également connu sous le nom de CD54) se

trouve sur le chromosome 19. La protéine ICAM-1 est une protéine membranaire hautement
glycosylée de 80 a 114 kDa (selon le degré de glycosylation). Il se compose de cinqg domaines
extracellulaires, un domaine transmembranaire et une queue intracytoplasmique courte de
28 acides aminés (van de Stolpe and van der Saag, 1996). Cette glycoprotéine de surface
cellulaire sert de ligand pour les B2-intégrines, LFA-1 (CD11a/CD18) et Mac-1 (CD11b/CD18),
qui sont exprimés par les leucocytes (Marlin and Springer, 1987)(Diamond et al., 1990), et

pour la leucosialine (CD43) exprimée par les LT (Lymphocyte T) (Rosenstein et al., 1991).

Expression d'ICAM-1: ICAM-1 n’est pas exprimé dans les tissus normaux du cerveau,

des nerfs périphériques, du pancréas, de l'ovaire, du sein, de I'utérus, du col utérin, de la
prostate, du poumon, du larynx, de la moelle osseuse, du muscle strié, du coeur, du
mésothélium, de I'oesophage, de l'intestin gréle , du célon et du foie (Hayes and Seigel,
2009). Elle est surexprimée dans la rate et sur divers types de cellules: des globules blancs,
des fibroblastes, des cellules endothéliales, des cellules épithéliales et des cellules
cancéreuses. Les dommages dans la structure de la molécule d’ICAM-1 ou des anomalies de
son expression entrainent les mélanomes, les tumeurs lymphoides, myéloides, les désordres
neurologiques, le rejet d’organes transplantés, l'ischémie, |'artériosclérose, I’asthme
allergique, etc... (Grzelewska-Rzymowska and Pietrzkowicz, 2004)(Witkowska and Borawska,

2004).

Régulation et fonctions d’ICAM-1: ICAM-1 se retrouve sous forme de dimere a la

surface des cellules humaines. Son role principal est I'induction d’une interaction menant a
I'adhérence de deux cellules (Reilly et al., 1995). La queue intracytoplasmique d’ICAM-1
interagit avec des protéines associées au cytosquelette d’actine: I'a-actinine, l'ezrine,
I'actine. Le remaniement du réseau d’actine sous-membranaire participe étroitement a

I'activation des intégrines, dont le LFA-1 (Lymphocyte function-associated antigen 1).
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L’'engagement des molécules d’'ICAM-1 avec les intégrines mobiles entraine la formation des
petits ou des gros amas de LFA-1, et cela favorise la consolidation de I’adhésion (Carpén et

al., 1992)(Heiska et al., 1998).

Plusieurs signaux et facteurs de transcription : le NF-kB (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells), les JAK(Janus kinase) / STAT (Signal Transducers and
Activators of Transcription), I'IFN-y, I’AP-1 (activator protein-1), les MAPK (Mitogen-activated
protein kinase) et les PKC (Protein kinase C) sont impliquées dans la régulation d’ICAM-1
(Roebuck and Finnegan, 1999)(Rahman et al.,, 1999). Il existe une corrélation entre les
niveaux accrus d’NF-kB nucléaire et la diminution d’ICAM-1 dans le cas du cancer buccal. En
conséquence une résistance a la cytotoxicité médiée par les NK et les LT est observée dans
ces tumeurs. Par contre, NF-kB peut servir comme un régulateur positif et négatif de
I'expression d’'ICAM-1 selon les stimulis. Par exemple, quand les cellules tumorales HEp2
(Human epidermoid cancer cells) sont traitées avec le TNF-a (tumor necrosis factor alpha),
I'augmentation de I'expression d’ICAM-1 est diminuée lorsque NF-kB est bloquée. Par
contre, dans le cas de cellules traités avec I'IFN-y (interferon gamma), I'expression d’ICAM-1
est augmentée lorsque NF-kB est bloqué. Et le traitement des cellules tumorales avec la
combinaison de TNF-a et d’IFN-y conduit a une activation synergique d'ICAM-1. Cette
combinaison augmente également |’expression du CMH-I (major histocompatibility complex)
sur les cellules tumorales, ce qui conduit a l'inhibition de la fonction des cellules NK (Jewett

et al.,, 2003).

D’aprés Gorgoulis et ses collégues, I'inhibition de NF-kB n'empéche pas l'induction
d’ICAM-1 par p53 suite aux dommages de I'ADN. Cela montre que la régulation d’ICAM-1 par
p53 est NF-kB-indépendante. Aprés le traitement avec I'inhibiteur spécifique de p53 : PFT-a
,(pifithrin a) I'induction d'ICAM-1 est supprimée. En méme temps, I'expression d’ICAM-1 est
abrogée dans les lignées déficientes pour p53. Linduction artificielle de p53 augmente
I’expression d’ICAM-1 au niveau de 'ARNm et au niveau protéique, ainsi que |I'expression
des cibles classiques de p53 comme p21, MDM-2(mouse double minute 2 homolog). Lors du
séquencage d’'ICAM-1, trois éléments de réponse (dont deux fonctionnels) pour p53 situés
sur le premier et le deuxieéme intron d’ICAM1 ont été révélés (Gorgoulis et al., 2003). ICAM-1

est surexprimé dans les cellules sénescentes, les tissus agés (Minamino et al., 2002), et p53
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est aussi impliqué dans le processus de vieillissement (Tyner et al.,, 2002). La sénescence
cellulaire et le vieillissement peuvent représenter un lien supplémentaire entre p53 et ICAM-

1.

Allingham et ses collegues ont décrit le réle d’'ICAM-1 dans la migration des
leucocytes. L'engagement d’ICAM-1 dans les cellules endothéliales conduit a I'activation de
deux tyrosines kinases : Src et Pyk2 (proline-rich tyrosine kinase 2). Les formes actives de ces
kinases sont recrutées aux sites de liaison d'ICAM-1 et induisent la phosphorylation de la VE-
cadhérine aux tyrosines 658 et 731 correspondant aux sites de liaison de p120-caténine et
de B-caténine. Ainsi, 'engagement d’ICAM-1 aboutit a la diminution de la liaison de p120-
caténine et de B-caténine avec VE-cadhérine. Cette perte de liaison des caténines entraine
une perte locale de l'intégrité des jonctions, ce qui facilite le passage paracellulaire des
leucocytes. L'activation de Pyk2/Src endothélial, ainsi que la phosphorylation de la VE-
cadhérine au Y658 et Y731 sont donc nécessaires pour la migration transendothelial des

leucocytes (Allingham et al., 2007).

Il y a aussi des travaux qui décrivent I'expression d’ICAM-1 comme un facteur de
mauvais pronostique dans le cas des cancers. Selon ces études, les résidus tyrosines Y474 et
Y485, localisés dans la queue intracytoplasmique de I'lCAM-1, sont responsables du clivage
d’ICAM-1 par des protéases et entraine la présence d’ ICAM-1s (ICAM-1 soluble) dans la
circulation sanguine (Tsakadze et al., 2004). ICAM-1s inhibe Ila réponse immunitaire et
diminue la migration des leucocytes vers les tissus périphériques. La sécrétion élevée
d’ICAM-1s par les cellules cancéreuses bloque la reconnaissance de ces cellules par les LT et
leur permet d'échapper au systeme immunitaire. Donc, via cette immunosuppression, ICAM-
1s induit la progression du cancer et des métastases (Grothey et al., 1998). Les
concentrations élevées d’ICAM-1s circulant ont été associées a la présence de métastases
hépatiques dans le cancer de |'estomac, du célon, du pancréas, de la vésicule biliaire et a une
faible survie dans le mélanome malin (Velikova et al., 1997). Dans le cas de diverses
inflammations, des infections et des maladies malignes, on retrouve aussi des niveaux élevés

d’ICAM-1s dans le sérum des patients.

Voici un autre modele décrivant ICAM-1 comme un mauvais facteur. Les cellules de

tumeurs solides via MUC-1 (Mucin-1) se lient a ICAM-1 sur les cellules endothéliales. Cette
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liaison déclenche I'augmentation de I'expression d’ICAM-1 sur les tumeurs et favorise la
libération de substrats chimioattractifs pour les macrophages circulants. Ensuite, les
macrophages attirés se lient a ICAM-1 exprimé par les cellules tumorales, en provocant la
propagation d'autres cytokines et chimiokines qui recrutent les neutrophiles. Une adhérence
étroite entre les ligands des neutrophiles et I'lCAM-1 des tumeurs induit la dégranulation
des neutrophiles. Les élastases libérées suite a la dégranulation brisent les barrieres
endovasculaires et endolymphatiques, et permettent ainsi la migration transendothéliale
des cellules tumorales. Par conséquent, I'expression d’ICAM-1 par la cellule tumorale

conditionne leur potentiel métastatique (Roland et al., 2007) .
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Figure 6 : La migration trans-endothéliale des cellules tumorales.

(A) Les cellules tumorales circulantes se lient via MUC-1 a I'ICAM-1 des cellules endothéliales. (B)
Cette liaison libére du calcium qui induit la libération des cytokines et des chimiokines, qui elles attirent les
macrophages, et induit ainsi l'auto-régulation de I'lCAM-1 des tumeurs. (C) Les macrophages associés aux
tumeurs produisent des cytokines pour promouvoir l'expression d'ICAM-1 et ainsi attire les PMNs
(polymorphonuclear neutrophiles) qui s’adhérent fortement a I'lCAM-1 des cellules tumorales. (D) L'adhérence
étroite de LFA-1/Mac-1 (macrophage adhesion ligand-1) des PMNs avec ICAM-1 de tumeur permet le cross-
linking des ligands et active PMNs pour libérer des élastases. (E) Les élastases brisent les bariéress
endovasculaires et endolymphatiques (F) permettant la migration transendothéliale des cellules tumorales et
I'expression  élevée de TAM (tumor-associated macrophage) (Roland et al.,  2007).
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B. LES VOIES DE SIGNALISATION
IMPLIQUEES EN TEM

La capacité de transition des cellules épithéliales vers les cellules mésenchymateuses
d’une facon partielle ou totale illustre une plasticité inhérente au phénotype épithélial. Au
cours de la TEM, les cellules épithéliales perdent leurs jonctions et la polarité apicale-basale,
réorganisent leur cytosquelette, subissent un changement dans les programmes de
signalisation qui définissent la forme des cellules et reprogramment I'expression des genes.
Selon le tissu et les contextes de signalisation, les cellules épithéliales peuvent perdre
seulement quelques-unes de leurs caractéristiques et présenter des propriétés épithéliales
et mésenchymateuses en méme temps, ce qui est nommé TEM partielle (Lamouille et al.,
2014). L'implication des diverses voies de signalisation aboutissant a la surexpression ou a la
translocation nucléaire de facteur de transcription comme la B-caténine ou des molécules de

la famille de Snail, de Zeb, de la HBH etc. determine si la TEM sera partielle ou compléte.

Notch

La voie de signalisation Notch est impliquée dans 'induction de la TEM par I'hypoxie.
La voie Notch induit HFA-1a (hypoxia-inducible factor 1a) et le recrutement au niveau du
promoteur de la LOX; et I'augmentation de la LOX stabilise la protéine Snail-1 (Sahlgren et
al.,, 2008) (Sumual et al.,, 2010). La stimulation des récepteurs Notch dans les cellules
épithéliales du pancréas induit la TEM (Bao et al., 2011). Dans le cancer du sein et de la
prostate, I'expression de Notch-1 est trouvée dans les tumeurs invasives accompagnées de

I’expression de Vimentine et de Zeb1 (Sethi et al., 2010).
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Wnt

La voie canonique de Wnt est responsable de l'accumulation de B-caténine. La
transduction du signal Wnt commence avec des ligands se liant au récepteur du Fz (Frizzled).
Fz lie a LRP-5/6 (lipoprotein receptor-related proteins 5/6) et recrute la protéine DSH
(Dishevelled). DSH phosphoryle GSK3 qui permet I'accumulation de la B-caténine.Ensuite la
B-caténine passe dans le noyau ou elle se lie avec TCF / LEF (T-cell and lymphoid enhancer
factors). Le complexe TCF / LEF se fixe sur le promoteur de ZEB1. Dans la voie non-canonique
de Wnt, le récepteur du Fz lié au ligand recrute DSH qui forme un complexe avec DAAM1
(Dishevelled-associated activator of morphogenesis 1). DAAM1 active ensuite la protéine
Rho qui active ROCK. ROCK est un régulateur de la structure du cytosquelette et aboutit a un

changement au niveau de I'adhésion cellulaire (MacDonald et al., 2009).

Akt

AKT est un proto-oncogene et une kinase de sérine / thréonine associé a plusieurs
cancers. AKT inhibe des protéines et des enzymes clés dans les voies pro-apoptotiques, bad
et caspase- 9, augmentant ainsi la durée de vie cellulaire. Ces protéines protégent les
cellules de I'apoptose lors de mutations ou d'autres événements perturbant la signalisation
cellulaire. L'inhibition de ces protéines permet aux cellules d'échapper a l'apoptose et
d’augmenter leur potentiel néoplasique. Lors de la TEM, il peut étre possible d’observer une

activation d’AKT (Larue and Bellacosa, 2005).
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C. LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION
IMPLIQUES EN TEM

La perte fonctionnelle de la protéine des jonctions adhérentes I'E-cadhérine, est
caractéristique de la TEM. Les principaux groupes de facteurs de transcription qui se lient au
promoteur de I'E-cadhérine et répriment directement sa transcription sont Snail, ZEB,
(familles ZFH) et Twist (famille bHLH) (Kalluri and Weinberg, 2009)(Thiery et al., 2009). Mais
la famille GSC réprime l'expression de E-cadhérine via les autres facteurs de transcription

activant la TEM (Hartwell et al., 2006)(Thuault et al., 2006).

Zeb

Plusieurs voies de signalisation (TGF-B, Wnt, Notch, TNF-a / IL1b, récepteurs tyrosine
kinase, etc) induisant Snail et Twist activent également ZEB1 et ZEB2 (Dave et al., 2011). La
famille ZEB est constituée de deux membres : ZEB1 et ZEB2. lls contiennent plusieurs

domaines pour intéragir avec d'autres FT (Gheldof et al., 2012)(Sanchez-Till6 et al., 2011a).

Plusieurs travaux ont montré le réle de ZEB1 et de ZEB2 dans l'induction de TEM
(Grooteclaes and Frisch, 2000)(Comijn et al., 2001)(Aigner et al., 2007)(Vandewalle et al.,
2005). La protéine ZEB se lie a des co-répresseurs de CtBP (C-terminal-binding protein) qui a
leur tour recrutent des histone-désacétylases et méthyltransférases, polycomb et coREST(Liu
et al., 2008). Zeb1 et Zeb2 sont aussi capables d’induire la TEM via leur effet répresseur sur
les miRs. Les MiRs (micro RNA) régulent I'invasion et la formation de métastases en ciblant
un grand nombre de génes impliqués dans la régulation de TEM/ MET. Les membres de la
famille miR- 200 ( miR-200a/b/c , miR- 141 et miR -429 ) maintiennent un état épithélial par
I'inhibition de ZEB1 et de ZEB2 (Christoffersen et al., 2007)(Park et al., 2008)(Gregory et al.,
2008) (Brabletz and Brabletz, 2010). A son tour, Zebl réprime miR- 200; il existe donc une

double boucle négative qui maintient les cellules soit dans un état épithélial, soit dans un
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état mésenchymateux (Brabletz and Brabletz, 2010) (Burk et al., 2008)(Bracken et al.,
2008)(Mizuguchi et al.,, 2012). Les cellules cancéreuses qui forment des métastases
macroscopiques ont des niveaux plus élevés de miR-200 par rapport a celles qui envahissent
mais qui ne sont pas capables de coloniser et de former des métastases, suggérant un réle
important de la réversion de la TEM dans la formation de métastases macroscopiques.
Paradoxalement, la surexpression de miR-200 dans des lignées cellulaires de cancer du sein
chez la souris favorise la formation de métastases au niveau des poumons et du foie par
I'inhibition de Sec23a (sécrétome qui bloque la colonisation métastatique) (Dykxhoorn et al.,
2009)(Korpal et al., 2011). Dans les lignées épithéliales, I'expression de miR- 200 est éteinte
par hyperméthylation pendant la TEM induite par le TGF-B, mais revient a la MET par
déméthylation. De méme, les flots 50CpG de miR-200 sont hyperméthylés dans les
carcinomes primaires, mais restent non méthylés dans les cellules épithéliales de la

mugqueuse du colon normal.

La surexpression de miR-200a diminue significativement CD133/1+, la migration et
I'invasion des cellules. Le 3’-UTR (three prime untranslated region) du mRNA de Zebl
(represseur transcritionel de E cadherine) est directement régulé par miR-200a.Lors de
I'induction de miR-200a dans les cellules CD133+/1, I'expression de Zeb1 est diminuée au
niveau protéique et de I’ARNm, et aboutit donc a I'induction de E-cadherine. Ainsi, la perte
de miR-200a joue un role important dans la suppression de E-cadherine par Zeb et par ce

moyen augmente la migration et I'invasion des cellules CD133/1+ (Wu et al., 2011).

HIF-1a (Hypoxia-inducible factor 1-alpha), les cytokines inflammatoires, I'activation
des récepteurs de tyrosines kinases (Smit and Peeper, 2011)(Krishnamachary et al., 2006),
Ras-ERK2-FRA1, NF-kB, et JAK/STAT3 (Chua et al., 2007)(Shin et al., 2010)(Xiong et al., 2012),
les hormones de croissance et les stéroides (Chamberlain and Sanders, 1999)(Richer et al.,
2002)(Kumar et al., 2010) induisent ZEB1 et ZEB2. La voie Wnt canonique (Sanchez-Till6 et
al., 2011b), et la voie Notch activent également l'expression de ZEB1 (Wang et al.,
2009b)(Brabletz et al., 2011). L'induction de ZEB1 par la voie Notch implique NF-kB (Wang et
al., 2009b). ZEB1 est réprimée au niveau du promoteur par GRH-2 (Grainyhead -like 2) qui
est un facteur de transcription co-régulé avec la E-cadhérine (Cieply et al., 2012). Le géne

Six1 induit ZEB1 et la TEM par la répression de miR- 200 (Ono et al., 2012). En revanche, p53
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inhibe le phénotype mésenchymateux et la capacité invasive des cancer du sein, du pancréas
et des hépatocarcinomes par induction du miR- 200 et du miR- 192 pour réprimer ZEB1 et
ZEB2 (Chang et al., 2011a)(Kim et al., 2011b)(Pinho et al., 2011). Mais la forme mutée de p53
diminue le miR- 200 et augmente I'expression de ZEB1 (Chang et al., 2011a). ZEB réprime
miR- 183 et miR-203 , qui, avec miR- 200, inhibe I'expression de facteurs souches comme
Bmil , Sox2 et KIf4 (Wellner et al.,, 2009)(Shimono et al.,, 2009). miR -221 et miR- 222
diminuent TRPS1 (trichorhinophalangeal 1), qui a son tour inhibe ZEB2 (Stinson et al., 2011).
En revanche, dans les cellules endothéliales , ZEB2 est la cible directe de miR -221 (Chen et
al., 2010). L'hormone de croissance induit ZEB2 via NAT (natural antisense transcript) (Kumar
et al.,, 2010). Cela montre que les miRs peuvent avoir des fonctions différentes, voire

opposées, selon le type de cellule.

ZEB1 est fortement exprimé par les cellules cancéreuses invasives de nombreuses
tumeurs, comme le cancer colorectal (Pefia et al., 2005)(Pefia et al., 2006)(Aigner et al.,
2007)(Sanchez-Tillé et al., 2011b) (Spaderna et al., 2006) , le cancer du sein (Soini et al.,
2011) (Graham et al., 2010), I'hépatocarcinome (Zhou et al., 2012), le cancer gastrique
(Okugawa et al., 2012), le cancer de la vessie (Sayan et al.,, 2009)(McConkey et al.,
2009)(Kenney et al., 2011)(Choi et al., 2012), le cancer du poumon (Dohadwala et al., 2006)
(Gemmill et al., 2011), le cancer de la prostate (Graham et al., 2008), le cancer du pancréas
(Wellner et al., 2009) (Kurahara et al., 2012) (Arumugam et al., 2009), et le cancer de |'utérus
(Spoelstra et al., 2006) (Singh et al., 2008). L'expression augmentée de ZEB2 été detectée

dans la plupart des carcinomes exprimant ZEB1.

Twist

Le gene Twist encode pour les protéinés Twistl et Twist 2, dont I'expression est
impliquée dans la progression de nombreux cancers. Le domaine bHLH de Twist 1 et de Twist
2 sert a sa fixation sur I'ADN et a I'homo / hétéro-dimérisation. La fixation de Twist sur les
promoteurs de ses geénes cibles peut activer I’expression des protéines comme N-cadhérine ,
AKT2 ou Glil, mais peut aussi réprimer I'expression des protéines comme E-cadhérine

(Alexander et al., 2006)(Cheng et al., 2007a). Mais la régulation de I'expression de certains
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génes par Twist est dépendante de sa liaison avec d'autres régulateurs de la transcription.
Par exemple dans certains cas, la répression médiée par Twist consiste a sa liaison avec
d'autres facteurs de transcription pour inhiber leur activité (par exemple, Runx2 , myo-
génique bHLH , NF-kB , et p300/pCAF ). Pour la répression de la E-cadhérine, I'interaction de
Twistl avec le complexe NURD (Nucleosome Remodeling Deacetylase) est nécessaire (Fu et

al., 2011).

L'expression de Twist lui-méme peut étre influencée par divers facteurs : Twist est
induit par le TGF-B, Wnt , I'hypoxie, |'activation des récepteurs tyrosines kinases (Franco et
al., 2011) (Qin et al., 2012). EGF et IL6 induisent Twist1 via l'activation de la signalisation JAK
/ STAT et par la liaison directe de STAT3 au promoteur de Twistl (Lo et al., 2007)(Cheng et
al., 2008). NF-kB active Twist qui activé se lie a son tour aux promoteurs du TNF-a et de I'IL-
1B qui bloque I'activité transcriptionnelle de NF-kB. Il existe donc, une boucle de régulation
négative entre Twist et NF-kB (So$i¢ et al., 2003). L'induction de Twist1 par HIF -1 dans des
conditions hypoxiques joue un réle important dans l'invasion tumorale et I'angiogenese
(Yang et al., 2008b). La phosphorylation par PKA (protein kinase A) favorise
I’'hétérodimérisation de Twistl avec E12 et Hand2 et stabilise la protéine Twist 1 (Firulli et
al., 2005) (Lander et al., 2011). La surexpression de let -7d inhibe I'expression de Twist1 dans

les cancers oraux (Chang et al., 2011b).

Divers miRs peuvent aussi influencer I'expression de Twist. Twistl est inhibée par
miR- 29b , miR- 580 , miR- 214 (Nairismagi et al., 2012)(Ru et al., 2012)(Li et al., 2012a). A
son tour Twistl active I'expression de miR- 10b , miR- 199a et miR- 214 via la fixation sur

leurs promoteurs (Ma et al., 2007)(Lee et al., 2009).

Plusieurs études ont décrit Twist comme un facteur de transcription impliqué dans
I'induction de la TEM. Twist augmente la prolifération tumorale, la formation de métastases
et bloque la sénescence par lI'induction de la TEM (Yang et al., 2004)(Puisieux et al., 2006)
(Ansieau et al., 2008) (Weinberg, 2008) (Ansieau et al., 2010). L'incidence élevée de CTCs
(ciculating tumor cells) exprimant Twist et la Vimentine chez les patients au stade
métastatique par rapport a des cancers du sein de stade précoce confirme l'idée de

I'implication de la TEM dans le potentiel métastatique des CTCs (Kallergi et al., 2011).
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Certains effets de Twist1 sur la TEM sont médiés par I'activation de la transcription de
Snail 2 via la fixation de Twistl au promoteur de Snail2 (Casas et al., 2011). L'inhibition de
Snaill diminue Twist1 au niveau de la protéine et de ’ARNm (Dave et al., 2011). Par contre il
a aussi été montré que Snaill est capable de réprimer la transcription de Twist1 (Tran et al.,

2011).

L'expression de Twist est corrélée avec l'invasion, la formation de métastases,
I’agressivité des cancers et une faible survie (Tran et al., 2011) (Yang et al., 2009) (Terauchi
et al., 2007)(Song et al., 2006) (Kajiyama et al., 2006) (Hosono et al., 2007) (Niu et al., 2007)
(Yan-Qi et al., 2007) (Sasaki et al., 2009).Twistl est surexprimé par de nombreux cancers,
comme le cancer colorectal (Valdés-Mora et al., 2009), le cancer du sein (Yang et al., 2004)
(Soini et al., 2011) (Martin et al.,, 2005)(Ansieau et al., 2008)(Mironchik et al., 2005) les
hépato-carcinomes (Yang et al.,, 2009) (Niu et al., 2007) (Lee et al., 2006b), le cancer
gastrique (Yan-Qi et al., 2007)(Rosivatz et al., 2002), le cancer de la vessie (Zhang et al.,
2007), le cancer de la prostate (Kwok et al., 2005) (Yuen et al., 2007), le cancer endométrial
(Kyo et al., 2006), le cancer du pancréas (Ohuchida et al., 2007) et le cancer ovarien

(Kajiyama et al., 2006) (Hosono et al., 2007), le mélanome (Hoek et al., 2004).

Snail

Snail 1 et Snail 2 (Slug) reconnaissent les motifs « E-box » du promoteur de I'E-
cadhérine. Snaill est un facteur transcriptionnel responsable de la répression de la
transcription du géne codant pour E-cadhérine et ZO-1. L'expression forcée de Snail induit la
TEM. En plus de la E-cadhérine, Snail diminue d'autres marqueurs épithéliaux tels que
desmoplakin 15, la mucine épithéliale Muc-1 et la cytokératine-18. Ainsi, Snail induit les
marqueurs mésenchymateux tels que la vimentine et la fibronectine. Ces changements ne
peuvent pas étre la conséquence de la seule perte de I’'E-cadhérine, car la transfection avec
un cDNA codant pour I'E-cadhérine n'est pas suffisante pour induire un retour a une
morphologie épithéliale. Cela indique que Snail a des cibles supplémentaires indépendantes

de la E-cadhérine (Nieto, 2002).
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Des sites de liaison de Snaill sont détectés spécifiquement dans le promoteur d’E-
cadhérine, CLDN7 (claudin-7), KRT 8 (cytokeratin-8). En |'absence de LSD1, Snaill ne parvient
pas a réprimer E-cadhérine. Snail recrute une histone déméthylase LSD1 (KDM1A) au niveau
du promoteur des genes épithéliaux et LSD1 supprime la diméthylation de la lysine4 au
niveau de I'histone 3 (H3K4m?2). Les niveaux de H3K4m2 dans le promoteur de I'E-cadhérine
sont corrélés avec la transcription de I'E-cadhérine. L'expression de Snaill conduit a une
diminution spécifique de H3K4m2 au niveau de ses autres cibles. Ainsi, les promoteurs
CLDN7 et KRT8 exposent moins de H3K4m2 dans les cellules exprimant Snaill (Lin et al.,
2010).

L’'expression post-traductionnelle de Snail est sous controle de I'activité kinase de la
GSK3B qui induit I'ubiquitinylation et la dégradation de Snail par le protéasome. GSK3pB est
inhibée lors de l'activation des voies Akt et Wnt, ce qui aboutit a I'activation de Snail.
L’activation de la voie de signalisation Wnt canonique stabilise la B-caténine dans le
cytoplasme, ce qui la rend disponible pour une liaison avec les facteurs de transcription TCF /
LEF. Par la suite, cet ensemble subit la translocation vers le noyau ou il régule I'expression de
leurs génes cibles. Au contraire, des niveaux élevés d’E-cadhérine provoquent Ia
séquestration de la B-caténine pour former des complexes d'adhérence a la membrane
cellulaire. Ainsi, la signalisation FGF favorise la signalisation Wnt en diminuant les niveaux de
E-cadhérine par le maintien de I'expression de Snail (Nieto, 2002). Snail est aussi activé par la

voie TGF-B/Smad (Peinado et al., 2007).

DDX3 (DEAD box protein 3) favorise la rétention de Snail dans le noyau pour soutenir
son accumulation et par ce moyen induit la progression tumorale. DDX3 agit en s’associant
avec GSK3p (régulateur négatif de Snail). La diminution de I'expression de DDX3 diminue le
niveau basal de Snail et induit I'expression de E-cadherine ; sa surexpression induit la TEM.
Par conséquence, il y a augmentation de I'adhésion cellulaire et diminution de capacité

proliférative et migratoire des cellules (Sun et al., 2011).

L'expression de Snail est induite lors de traitements avec les inhibiteurs de HDAC
classe | et Il (TSA, VPA, NaBu), mais pas avec les inhibiteurs de HDAC Ill. Les inhibiteurs de
HDAC peuvent causer des dommages a I’ADN, ainsi I'expression de Snail peut étre influencée

par d’autres agents induisant des dommages a I'ADN comme la camptothécine. La
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camptothécine induit aussi l'augmentation du niveau nucléaire de p53, par contre
I’augmentation de I'expression de Snail par la camptothécine n’est pas médiée par p53 (Sun

etal., 2011).

Snaill avec Smad3/Smad4 réprime E-cadhérine (Vincent et al, 2009). La
surexpression de Snaill diminue la liaison d’AKT1 au promoteur de I'E -cadhérine (Villagrasa
et al., 2012). La phosphorylation de Snaill par GSK3f I'inactive fonctionnellement (Zhou et
al., 2004). U'interaction de Snaill avec LOXL2 (lysyl oxidase-like 2) et LOXL3 (lysyl oxidase-like
3) empéche sa dégradation induite par GSK3f (Peinado et al., 2005b), mais qui est favorisée
par la phosphorylation par CKle (casein kinase 1) (Xu et al., 2010). La dégradation des Snails
d'une maniere indépendante de la GSK3[ passe par sa liaison avec FBXL14 (F-box and
leucine-rich repeat protein 14) (Lander et al., 2011)(Vernon and LaBonne, 2006)(Vifias-
Castells et al., 2010), ou par l'ubiquitination par Mdm2 dans le cas de Snail2 (Wang et al.,
2009a).

Les facteurs de transcription Snails sont induits par TGF-B, Notch , TNF-a, EGF , FGF,
Wnt , Shh, SCF / c-kit , I'nypoxie , et les cestrogénes (Thiery et al., 2009). L’activation de
Snaill par TGF-B nécessite une interaction entre R-Smads et HMGA2 (high mobility group
AT-hook 2) (Thuault et al., 2008). Dans certains types de cancers, |'induction de Snaill par le
TGF-B nécessite simultanément la signalisation Ras (Horiguchi et al., 2009) et la signalisation
Notch qui conduisent a I'activation directe de son promoteur ; ainsi il peut stabiliser Snaill
par |'activation de LOX (lysyl oxidase) via HIF -1a (Sahlgren et al., 2008). L'hypoxie, les
cytokines inflammatoires, la voie NF-kB par AKT induisent I'activité transcriptionelle de
SNAILL. L'induction de NF-kB par les cytokines inflammatoires stabilise Snaill en inhibant
son ubiquitination par GSK3B (Wu et al., 2009b). L'engagement des récepteurs de tyrosine
kinases comme COX2/PGE2(Cyclooxygenase-2/Prostaglandin E2) induit également
I'expression de Snaill par l'inhibition de la GSK3B (Dohadwala et al., 2006). Snaill est activé
au niveau de la traduction par YB-1 (Y-box binding protein 1) (Evdokimova et al., 2009).Snaill

est également capable de réprimer sa propre transcription (Peird et al., 2006).

Snail peut aussi avoir des effets sur I'expression d’autres facteurs de transcription
impliqués en TEM. Snaill améliore la stabilité de TWIST1 et déclenche la translocation

nucléaire d’Etsl qui active le promoteur de ZEB1. Snaill réprime aussi miR-200, pour
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augmenter I'expression des ZEB (Dave et al., 2011) (Beltran et al., 2008) (Guaita et al., 2002)
(Shirakihara et al., 2007).

Quant au réle des miRs dans la régulation des Snails, I'expression de Snaill et Snail2
(et ZEB1) réprime la transcription de miR-34a/b/c, donc, Snail et mir34 forme une double
boucle négative (Siemens et al., 2011)(Kim et al., 2011a). miR34a inhibe les facteurs souches
comme Bmil, CD44, CD133 (Siemens et al., 2011). Les membres de la famille miR-30 ciblent
aussi Snaill (Kumarswamy et al., 2012) (Zhang et al., 2012b) et la surexpression de miR-30 et
de miR- 34 empéche la TEM induite par le TGF-B. miR-34 vise également plusieurs genes de
la voie Wnt comme Wntl, Wnt3, LEF1 et B-caténine, ce qui suggere que la perte d'activité
de p53 pourrait étre accompagnée de l'activation de la signalisation B-caténine/TCF. En
effet, p53 diminue I'expression de Snaill et Snail2 par I'induction de miR-34a/b/c. (Cha et
al., 2012). Let-7d (lethal-7d) et miR-29b diminue aussi I'expression de Snaill (Chang et al.,
2011b)(Ru et al., 2012). miR-1 et miR-200 inhibent I'expression de Snail2 et ils sont aussi
réprimés par la liaison de Snail2 a leurs promoteurs (Liu et al., 2013). Snail2 est également
inhibée par miR-203 qui est surexprimée dans les tumeurs primaires et inhibée ou éteinte

dans les lignées métastatiques par hyperméthylation (Zhang et al., 2011).

L'induction de Snail2 est essentielle pour I'induction de la TEM par Twistl. Une
diminution de Snail2 par phosphorylation bloque complétement la capacité de Twist2 a
réprimer la transcription de I'Ecadherine (Molina-Ortiz et al., 2012). Twist 1 a besoin de
Snail2 pour supprimer la branche épithéliale du programme de TEM et ainsi promouvoir la
TEM et la formation de métastases des cancers (Casas et al., 2011). Snail2 active également
ZEB1 par liaison directe a son promoteur (Wels et al., 2011). L'induction de Snail2 par le
TGF-B dépend de la régulation négative de KLF4 (kruppel-like factor 4) et FOXA1 (forkhead

box A1) qui forment une double boucle répressive avec Snail2 (Liu et al., 2012).

Snaill est surexprimé dans plusieurs types de cancers comme le cancer du sein
(Moody et al., 2005)(Cheng et al., 2001)(Zhou et al., 2004) (Soini et al., 2011) (Elloul et al.,
2005) (Come et al., 2006) (Martin et al., 2005)(Blanco et al., 2002) (Geradts et al., 2011), le
cancer colorectal (Franci et al., 2009)(Pefia et al., 2005)(Bezdekova et al., 2012)(Roy et al.,
2005), le cancer gastrique (Rosivatz et al., 2002), le cancer du poumon (Yanagawa et al.,

2009), le cancer ovarien (Imai et al., 2003) (Elloul et al., 2005) (Blechschmidt et al., 2008), le
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cancer du pancréas (Hotz et al., 2007), les hépatocarcinomes

(Miyoshi et al., 2005) et les sarcomes synoviaux (Saito et al., 2004).

(Sugimachi et al., 2003)

Snail2 est aussi surexprimée dans plusieurs types de cancers comme le cancer du sein

(Come et al., 2006) (Elloul et al., 2005)(Martin et al., 2005), le cancer colorectal (Shioiri et al.,

2006)(Peia et al., 2005)(Blechschmidt et al., 2008), le cancer gastrique (Castro Alves et al.,

2007), le cancer du poumon(Sivertsen et al., 2006) (Shih et al., 2005), le cancer ovarien

(Elloul et al., 2005) (Elloul et al., 2006), et le cancer du pancréas (Hotz et al., 2007).

Tableau 1 : Principaux FT de la TEM et leurs cibles.

Les cibles de Zeb

E-cadhérine

MMP1

Crumbs3

PAT)

HUGL2

Mucin

Marqueur épithélial

Occludin

Composants des jonctions cellulaires

Epiplakin & Periplakin

Remodelage du cytosquelette

Desmocollin-2

EpCAM

Molécule d'adhesion

famille de miR-200

Inhibiteur de la TEM

Répression

Vimentine

Marqueur mésenchymateux

Induction

(Sanchez-Till6 et al., 2011)

Les cibles de Snail

RKIP

PTEN

Suppresseur de tumeur

E-cadhérine

Occludine

Claudins

Mucine-1

Cytokeratin 18

Marqueur épithélial

Répression

ZEB-1

Facteur de transcrition de la TEM

Vimentine

Fibronectine

MMP-2/MMP-9

LEF-1

Marqueur mésenchymateux

Induction

(Kaufhold and Bonavida, 2014)

Les cibles de Twist

HS6ST2

LEPREL1

PDZK11P1

Croissance et prolifération cellulaire

PDZK1

ID4

Croissance et prolifération cellulaire, mort cellulaire et survie

KRT7

THRB

Croissance et prolifération cellulaire, motilité cellulaire

COL1A1

F2RL1

RHOB

Croissance et prolifération cellulaire, mort cellulaire et survie, motilité cellulaire

Induction

(Di Maro et al., 2014)
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E1f5

Le facteur de transcription EIf5 (E74-like factor 5) est un membre de la famille des Ets
(E twenty-six domain transcription factor). La perte d’Elf-5 conduit a la TEM et I'induction
des facteurs clés de ce processus comme Twistl, Twist2, Zebl, Zeb2 et Snail2. Le traitement
avec le TGF-B aboutit a la perte d’E-cadherine dans les cas de lignées qui n’expriment pas Elf-
5. L'expression forcée d’Elf-5 bloque l'induction de plusieurs génes et facteurs de
transcription mésenchymateux par le TGF-B comme la Vimentine, Slug, Twistl, Twist2,
Zebl, Zeb2. EIf5 a donc un réle inhibiteur de la TEM, qui renforce le phénotype épithélial.
Ainsi, la surexpression de EIf-5 induit I'expression de plusieurs marqueurs épithéliaux comme
I'E-cadhérine, la B-cathénine, ZO-1 et affecte négativement l'invasion, la formation de
métastases. La MET induite par EIf5 est médiée par la répression directe de Slug. Slug est un
des facteurs de transcription qui régule les propriétés des cellules souches acquises lors de la
formation des MaSCs (mammary stem cells) et des CSCs (cancer stem cells). La surexpression
de EIf5 diminue l'activité des MaSC, de maniére réversible par la surexpression de Slug

(Chakrabarti et al., 2012).

SIRT1

SIRT1 (silent information regulator 1) est recruté par ZEB1 pour réprimer le
promoteur de I'E-cadhérine. SIRT1 est aussi capable d’induire Zeb et Snail, mais il n’a pas
d’effet sur Twist (Byles et al., 2012). Il existe une boucle de rétrocontréle négative entre

SIRT1 et miR- 200a (qui inhibe ZEB) (Eades et al., 2011).

Sox4

Sox4 ( SRY(sex determining region Y)-related HMG-box ) est augmentée dans
plusieurs types de cancers et son induction contribue a la TEM. Sox4, via sa liaison avec la B-
caténine régule la signalisation Wnt. Sox4 régule d’une fagon directe I'expression de Ezh2 qui

code pour le H3K27Me3. L’ablation de I'expression de Ezh2 (Enhancer of zeste homolog 2)
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entrave l'induction de la TEM et son expression forcée restaure la TEM dans les cellules
déficientes pour Sox4. Sox4 dans le cancer du sein coopére avec I'oncogene Ras. Ezh2 peut
induire la TEM et augmente le potentiel métastatique dans le cancer de la prostate.
L’ablation de Sox4 s’observe avec la diminution de Snaill, Snail2, Zebl, Zeb2 et Twistl.
Pourtant les promoteurs de ces facteurs de transcription ne montrent aucun changement au
niveau de H3K27Me3 (tri-methylation of lysine 27 on histone H3) lors de la TEM et ils ne

sont pas affectés suite a la déplétion du Ezh1/2 (Tiwari et al., 2013).

71



D. REGULATIONS EPIGENETIQUES DANS
LA TEM

La reprogrammation épigénétique au cours de la TEM est médiée par de vastes
changements dans les modifications de la chromatine. Dans les cancers, E-cadhérine peut
étre réprimée par hyperméthylation, par implication de divers miRs, par modification de
I'expression de petites GTPases ou des récepteurs de la matrice extracellulaire, etc. Cela
aboutit a la TEM (lorio and Croce, 2012). Ainsi que, via des changements épigénétiques,
I'absence de signaux inducteurs de la TEM, la réexpression de certains ensembles de miRs et
la régulation négative de facteur de transcription activant la TEM, les cancers subissent la
MET pour pouvoir former une tumeur secondaire sur le site des micro-métastases (Brabletz

et al., 2001)(Brabletz, 2012) .

Les principaux modes de régulations épigénétiques

L’épigénétique est I'étude des changements de I'activité des genes, en I'absence de
modification de la séquence d’ADN, et pouvant étre transmis lors des divisions cellulaires
(Fincham, 1997). Contrairement aux mutations génétiques qui affectent la séquence d’ADN,
les modifications épigénétiques sont réversibles. La chromatine, double hélice d’ADN
enroulée autour de protéines de structure, telles que les histones, définit le degré de
compaction des chromosomes dans le noyau des cellules. L’accessibilité de I’ADN aux
facteurs de transcription dépend du niveau plus ou moins important de compaction de la
chromatine. Celle-ci peut étre soit ouverte (euchromatine), permettant ainsi I'acces a la
machinerie transcriptionnelle et a I'expression génique, soit fermée (hétérochromatine),
empéchant ainsi I'expression d'un géne. Le maintien de I’état chromatinien est dépendant

des (Cheung et al., 2000a) (Berger, 2007) :

— modifications post-traductionnelles des protéines d’histones,
— méthylations des cytosines de I’ADN,

— petits ARN d’interférence.
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Figure 7 : Mécanismes de régulation épigénétique.

Schéma des modulations épigénétiques représentées par la modification des histones, méthylation de
I'ADN et I'ARN interférence. Les modifications des histones via acétylation, méthylation, phosphorylation,
ubiquitination, sumoylation sont spécifiques au site et réversible (Ciechomska et al., 2014).

a)Les modifications post-traductionnelles des histones

Les histones sont des protéines (organisées en nucléosome) en structure octamére
autour desquelles s’enroule I’ADN. Un octameére d’histone est un complexe protéique
composé de doublets de molécules d’histone H2A, H2B, H3 et H4, sur lesquelles I’histone H1
vient se fixer aprés enroulement de I’ADN. La premiere structure de compaction de la
chromatine nommé « collier de perle » est obtenue via la succession des nucléosomes le
long de la molécule d’ADN. Les protéines histones elles-mémes sont sensibles a plusieurs

modifications post-traductionnelles:

— Meéthylation: I'action du groupe méthyle au niveau des résidus lysines pour les
positions K9 et K27 entraine généralement une fermeture de la chromatine en
favorisant I'enroulement de I'ADN autour des histones, mais la méthylation en

position K4 et K36 est associée a un état ouvert de la chromatine retrouvé au niveau
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des promoteurs de génes exprimés (Zhang and Reinberg, 2001)(Lachner and
Jenuwein, 2002).

Acétylation : l'action chimique sur les lysines entraine généralement une ouverture
de la chromatine, permettant ainsi la transcription. Mais elle est facilement
réversible grace a I'action des histones désacétylases (HDAC) (Roth et al., 2001).
Phosphorylation : l'addition d'un groupe phosphate chargé négativement peut
perturber les interactions électrostatiques entre les bases d’histones et le squelette
de I'ADN chargé négativement, et ainsi augmenter l'accessibilité du génome a des
facteurs nucléaires. Les multiples processus cellulaires sont associés avec la
phosphorylation des histones. Par exemple, la phosphorylation de H3, H2A.X, et H2B
est liée avec: la stimulation mitogéne (transcription), la condensation des
chromosomes (mitose), les dommages de I'ADN et I'apoptose en fonction des sites
de phosphorylation (Cheung et al., 2000b)

Ubiquitinylation : modification post-traductionnelle par I'ubiquitine qui joue un réle
central dans le ciblage des protéines pour la dégradation protéolytique par le
protéasome. L'ubiquitination peut servir aussi en tant que signal de reconnaissance
pour des facteurs fonctionnellement pertinents a la transcription. Elle peut aussi
fonctionner de maniére synergique en association avec d'autres modifications post-
traductionnelles telles que I'acétylation (Jason et al., 2002). Il existe aussi plusieurs
protéines analogues a l'ubiquitine, qui peuvent également se lier et modifier la
fonction des protéines, par exemple SUMO (small ubiquitin-related modifier).
SUMOylation: La sumoylation est une modification post-traductionnelle aboutissant
a la liaison covalente d'une ou plusieurs protéines SUMO sur une lysine acceptrice
d'une protéine cible. SUMOylation a été montré pour sa capacité a modifier de
maniére covalente un grand nombre de protéines avec des roles importants dans
I'expression génique, la structure de la chromatine, la transduction du signal, et le
maintien du génome. La machinerie enzymatique qui ajoute et supprime SUMO est

semblable, mais distincte de la machinerie d'ubiquitination (Gill, 2004).
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b)La méthylation de 1’ADN

La méthylation de I'’ADN est une modification chimique des carbones 5 des cytosines
de ’ADN. La méthylation des cytosines est associée a la répression de leur expression si elle
est localisée au niveau de la région promotrice des génes (Suzuki and Bird, 2008). La
méthylation des cytosines est catalysée par des enzymes appelées DNMT (DNA Methyl
Transferases). Certaines de ces enzymes, comme les DNMT3a/b, sont responsables de la
méthylation, tandis que d’autres, comme DNMT1, ont un r6le de maintien des profils de
méthylation (Reik et al., 2001). Chez I'Homme, la méthylation des cytosines est
indispensable au développement et a la survie des embryons par son implication dans des
processus de régulation majeurs tels que la régulation des geénes, linactivation du

chromosome X et les empreintes génétiques (Morgan et al., 2005).

c)Les petits ARN

Les petits ARN, de 20 a 29 nucléotides, agissent en séquestrant ou en dégradant les
ARN messagers, permettant une répression de l'expression des génes au niveau post-
transcriptionnel. Les petits ARN comme siRNA (small interfering RNA), miRNA (micro RNA),
PiRNA/ rasiRNA (PIWI-interacting RNA/ repeat associated small interfering RNA), endo-siRNA
(endogenous-siRNA) sont impliqués dans différentes voies de régulation, ainsi ils

interviennent pour cibler des modifications épigénétiques sur certaines séquences répétées.
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III. L'IMMORTALISATION DES
CELLULES CANCEREUSES

Comparée a une cellule normale, une cellule tumorale subit une sélection
préférentielle en terme de maintenance des télomeéres, de proliferation, de survie et de

résistance a la mort cellulaire induite par apoptose.

A) Activation de la télomérase.

La télomérase, I'enzyme qui ajoute les répétitions d’ADN télomérique aux extrémités
de chromosome, est un acteur clé de I'oncogenése. Le mécanisme de proliferation illimité
des cancers implique les téloméres qui protegent I'extremité des chromosomes des
phénomeénes de dégradation. L’activation de la télomérase dans les cellules cancéreuses est
requise pour permettre la croissance a long terme des cellules transformées et leur capacité

de réplication illimitée.

Télomérase

Les télomérases sont des ribonucléoprotéines (assemblage d'ARN et de protéines),
découverte par Elizabeth Blackburn et Carol Greider en 1985. Elles permettent le maintien
de la longueur des télomeres lors de la réplication de I'ADN en ajoutant des séquences

TTAGGG aux extrémités des chromosomes (Greider and Blackburn, 1985) (Morin, 1989).

La télomérase humaine se compose de deux sous-unités (Bollmann, 2013):

- hTERT (Telomerase reverse transcriptase): une enzyme a activité
transcriptase inverse, qui assure la synthese de la séquence télomérique en utilisant

I’ARN comme matrice.
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- hTERC (Telomerase RNA component) : un ARN structuré de 451 nucléotides
comportant plusieurs régions en tige et boucles et un pseudo-nceud. Une des boucles
de ce pseudo-nceud contient la séquence qui sert de matrice a la synthése de la

répétition télomérique.

Sans l'action des télomérases (qui remettent la partie perdue a chaque division
cellulaire), le chromosome perdrait les informations de ses genes au bout d'une quarantaine
de divisions et la cellule mourrait. Ainsi, quand les extrémités télomériques sont trop courtes
(limite d’Hayflick), les signaux de dommage a I’ADN des télomeres entrainent |'arrét des
divisions cellulaires et l'induction de I'apoptose. Par contre, les cellules capables de
maintenir une taille critique de leurs téloméres peuvent échapper a I'apoptose et devenir

immortelles (Hayflick, 1965) .

L'activité de la télomérase est constatée dans 80-90% des cellules cancéreuses en
accord avec son role dans l'immortalisation cellulaire et la tumorigénése. Environ 15% des
cancers et des lignées cellulaires cancéreuses dérivées ne montrent pas d'activité de
télomérase, mais ils utilisent une voie alternative d’allongement des télomeéres (Bollmann,
2013). Ainsi, certaines cellules cancéreuses contournent le mécanisme de sénescence par

I'inactivation des génes de point de contréle du cycle cellulaire, comme p53.

B) Perte de la sénescence.

Les télomeéres sont au cceur du contrdle de la sénescence. Le raccourcissement des
téloméres, et en particulier la taille des télomeéres les plus courts, est le moteur de la mise en

place de la sénescence.

Sénescence

La sénescence est une partie du programme de vieillissement cellulaire pouvant étre
divisée en 2 types : sénescence réplicative et sénescence précoce. La sénescence cellulaire

est un processus biologique normal pour supprimer les dommages irréversibles causés par
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des facteurs intrinséques et extrinseques. Par ce moyen, il empéche la transmission des

dommages aux cellules filles.

La sénescence est un processus positif médié par les voies impliquant des
suppresseurs p53, et pl6INK4A/pRb (Ferbeyre et al.,, 2002) (Narita et al., 2003). Le
phénotype de sénescence comprend I'expression de SA-B-galactosidase(SA-B-gal),
I'augmentation de I'expression de p16INK4a qui conduit a un arrét du cycle cellulaire et a
I’augmentation de la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires SASP (senescence-associated
secretory phenotype). Les cellules sénescentes ont été observées dans le vieillissement
normal et dans les cellules / tissus de diverses pathologies liées a I'dge (Sabin and Anderson,
2011). Lors d’une SASP, un certain nombre de chimiokines et de cytokines attirent et
activent les cellules du systéme immunitaire. Les cellules sénescentes expriment également
des ligands pour les cellules immunitaires cytotoxiques telles que les NK(natural killer), donc
le systéme immunitaire peut cibler spécifiqguement les cellules sénescentes et les tuer in vivo

(Campisi et al., 2011).
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Figure 8 : SASP peut favoriser un phénotype malin et la croissance tumorale.

Les cellules sénescentes et néoplasiques augmentent avec I'age dans de nombreux tissus. Lors de
SASP, les cellules sénescentes peuvent promouvoir a la fois les maladies dégénératives et néoplasiques du
vieillissement. La SASP peut également causer la prolifération des cellules précancéreuses voire favoriser la
transition vers un phénotype invasif (Campisi et al., 2011).

La SASP est un puissant inducteur de la TEM, une étape cruciale dans le
développement d'un carcinome invasif et métastatique. Cette activité est principalement
due aux facteurs composants de la SASP comme I'IL-6, I'IL-8 et GRO (growth- related

oncogene) (Campisi et al., 2011).
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La sénescence induite par AKT est dépendante de p53 et requiert mTORC1 qui

intervient directement dans la régulation de la translation, dans le controle de la

translocation nucléaire de p53 et l'inactivation de MDM2 (Astle et al., 2012).
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Sénescence réplicative, b) OIS
- (Oncogene-induced senescence), c) PICS
(PTEN loss-induced cellular senescence).

Bleu: les effecteurs en amont, Rouge :
transducteurs des dommages de I’ADN, Jaune : les
effecteurs en aval.

La sénescence réplicative est
entrainée par |'érosion des télomeéres et
peut aboutir a l'activation de INK4A
(également connu sous le nom de p16)
ou peut déclencher les voies de lésion de
I'ADN aboutissant a l'induction de p53
(a). En OIS, I'activation de la p53 passe
par deux mécanismes principaux. Tout
d'abord, il est stabilisé par la
phosphorylation par DDR (DNA damage
réponse) et ensuite par la stabilisation
mediée par ARF. La fleche en pointillé est
utilisée pour souligner le fait que, I'ARF
est un facteur important pour I'induction
de sénescence dans des cellules de
souris, il ne semble pas avoir un réle
crucial dans un contexte humain (b). En
revanche, lI'induction de p53 dans PICS
principalement médiée par des
mécanismes de translation contrblées
par mTOR. En plus, la voie ETS2 - INK4A
est également nécessaire pour
I'induction de sénescence. La
signalisation RAS-MAPK favorise

I"activité de ETS2.

dégradation de ETS2 par le APC/C-CDH1
(CDH1-containing anaphase-promoting
complex) (c). L'induction de sénescence
peut également étre atteint en ciblant
les inhibiteurs principaux de la
NWNIMWSICOMGI' sénescence. Par exemple, I'inactivation

de MYC peut conduire a la restauration de la voie TGF-B aboutissant a la sénescence. L'inhibition de SKP2 (la
phase S kinase -associated protein 2) en association avec les autres événements oncogéniques (par exemple,
I’activation de RAS ou la perte de PTEN) peuvent également conduire a la sénescence (Nardella et al., 2011).

79



Plusieurs études ont attribué la sénescence cellulaire a l'activation de p53. Par
exemple, la sénescence induite par la perte de PTEN a été abrogée chez les souris
déficientes en p53 et la sénescence induite par I'oncogéne Ras a été observée dans les

tumeurs hépatiques via la réactivation de p53 (Nardella et al., 2011)

C) Inactivation de p53.

La rupture des points de controle du cycle cellulaire est également un des
mécanismes conduisant a I'immortalisation des cellules. Dans les cellules normales, il y a une
forte probabilité pour que I'expression de TERT soit réprimée par des génes suppresseurs de
tumeur comme p53. Ainsi, l'inactivation de p53 qui est un régulateur négatif du cycle

cellulaire, aboutie au développement de différents cancers (Yao et al., 2012).

Comme mentionné précédemment, une autre caractéristique des cellules tumorales
est leur capacité a resister a 'apoptose.Comme la protéine p53 joue un réle majeur dans
I'induction de I'apoptose lors des mutations, alors la perte de fonctions de p53 aboutit a la

résistance des cellules cancéreuses a I'apoptose.

p53

Les dommages a I’ADN, I'hypoxie ou I'anoxie, I’activation d’oncogénes, un manque en
ribonucléotides, I'érosion des télomeres peuvent activer I'expression de p53 connue sous le
nom de « gardien du génome » (Evan and Vousden, 2001). Quand p53 est activée, elle agit
sur ses genes cibles, ce qui mene a I'arrét du cycle cellulaire, a 'apoptose, a la réparation de
I’ADN et a la sénescence (Dupont et al., 2004). La protéine p53 est une protéine anti-
oncogene, codée par un gene localisé sur le bras court du chromosome 17. La protéine p53 a
une durée de vie de 15 a 20 minutes pour éviter la mort des cellules saines. Mais suite aux

|ésions de I’ADN, il y a une accumulation temporaire de p53 (Chernov et al., 1998).
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Régulation de pb3:

MDM?2 est le principal régulateur négatif de p53. Il existe une boucle de rétrocontréle
entre MDM2 et p53. Mais p53 est un facteur de transcription pour MDM2 qui induit son
expression. En retour, MDM2 se fixe sur p53 et inhibe son activité transcriptionnelle ou
induit sa dégradation de maniéere ubiquitine-dépendante (Stommel and Wahl, 2005). Les
nutlines sont des analogues de cis-imidazoline découvertes par Vassiliev qui activent p53 en

inhibant l'interaction entre MDM2 et p53 (Vassilev et al., 2004).

L'expression ectopique des miR-25, miR-30d, miR-504, miR-33, miR-380, miR-1285
diminue I'expression de p53 au niveau protéique et aboutit a la diminution de I'apoptose et
a l'augmentation du potentiel souche. Il y a aussi des miRs dont I'expression aboutit a
I'induction de p53. L'expression ectopique de miR-449 active p53 par suppression de SIRT1.
miR-29 est inductible par p53 et il cible I'expression des régulateurs négatifs de p53 comme
CDC42 et p85a (sous-unités régulatrices de PI3K). p53 induit miR-192, miR-194 et miR-125
qui inhibent I'expression de son principal régulateur négatif MDM2 d’une facon directe

(Hermeking, 2012).

p53 mutée forme des hétérotétrameres avec p53wt et inhibe la capacité de p53 a
agir comme un suppresseur de tumeur. p53 mutée peut exécuter certaines fonctions par
régulation de I'expression des miRs aussi. La forme mutante de p53 diminue l'activité
transcriptionelle de miR-223 dans le cancer du sein et du colon dont I'expression est corrélée
a la mort induite par les traitements par chimiothérapie dans les cellules exprimant la p53

mutée (Masciarelli et al., 2014).

P53 et apoptose:

L’expression des récepteurs de mort DR4 et DR5 est régulée par p53. Le traitement
avec Nutlin-3 active le promoteur de DR5 et augmente son expression protéique. Lors de co-
traitements avec Nutlin3 et TRAIL, il y a induction de I'apoptose dans les cellules cancéreuses

exprimant p53wt (Hori et al., 2010).

Les cellules qui ont subi une TEM sont connues pour avoir une résistance accrue a

I'apoptose. CD95/Fas est un récepteur d'induction d'apoptose exprimé sur de nombreux
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tissus et cellules tumorales. Au cours de la progression tumorale, Fas est souvent diminué et
les cellules tumorales perdent la sensibilité a I'apoptose extrinseque. miR-200c sensibilise les
cellules a I'apoptose induite par Fas. L'inhibiteur d'apoptose FAP-1 est une cible pour miR-
200c. miR-200c inhibe I'expression de [linhibiteur d’apoptose FAP1 (FAS-associated
phosphatase 1), et donc régule I'expression membranaire de Fas. Cette inhibition est
responsable de la diminution de la sensibilité a I'apoptose médiée par Fas (Schickel et al.,

2010).

L'induction de Fas peut également étre dépendante de p53, en effet les éléments de
réponse de p53 ont été identifiés dans le premier intron du gene Fas (Miller et al., 1998)
(Munsch et al.,, 2000). L'inactivation de p53 bloque l'induction de Fas par certaines

chimiothérapies (Longley et al., 2004).

STAT1 est également un régulateur important de |'expression de Fas (Xu et al., 1998).
En revanche, aucun élément de réponse a STAT1 n'a été identifié dans le promoteur de Fas
(Cheng et al., 1995). L'induction de genes cibles de p53, tel que Fas, a été rapportée comme
étant réduite dans des cellules déficientes en STAT1 (Townsend et al., 2004). Le traitement
avec le CPT-11 ou le tomudex induit la phosphorylation de Statl dans les cellules négatives
pour p53, mais pas dans les cellules avec p53wt. La présence d’un siRNA anti-Statl empéche
I’expression membranaire de Fas en réponse au traitement avec le CPT-11 et le tomudex,
mais n’altere pas son expression au niveau du gene. Donc Statl pourrait réguler I'expression
de genes impliqués dans le trafic de Fas a la surface cellulaire en réponse au CPT-11 ou au

tomudex (McDermott et al., 2005).

p53 est aussi capable d’induire I'expression de NF-kB (Bohuslav et al.,,
2004)(Schneider et al., 2010). L'expression de p53 induit RSK1 (serine/threonine kinase
ribosomal S6 kinase 1) qui a son tour induit la phosphorylation de RelA a la sérine 536. La
transfection des cellules négatives pour p53 (Saos-2) avec la forme mutée et sauvage de p53
montre que p53wt active des génes dépendants de p53 et de RelA, par contre la p53 mutée
est capable d’activer uniqguement des genes dépendants de NF-kB et échoue a activer les
génes dépendant de p53. La capacité de p53 a activer NF-kB sans affecter la transcription
des génes dépendants de p53 montre que p53 s’engage directement dans la voie de

signalisation qui induit I'expression de NF-kB et n’affecte pas I'expression des IkBs (Bohuslav
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et al.,, 2004). La diminution de p53 bloque la fixation de RelA sur l'intron de DR5, ce qui
montre la coopération entre p53 et p65 dans la régulation de RelA. Aussi, le traitement avec
les inhibiteurs de HDAC active NF-kB et p53 et induit ainsi I'expression de DR5 (Shetty et al.,
2005). La sous-unités p52 de NF-kB est ou sont aussi capable(s) de moduler I'activité
promotrice des genes cibles de p53. Le recrutement de NF-kB2 est dépendant de p53, et NF-
kB2 coopére avec p53 pour réguler I'expression des cibles de p53 comme DR5, PUMA, Chk1,
Gadd45 a (Schumm et al., 2006).

DDX3 est un inhibiteur de I'apoptose extrinseque mediée par les DR. La surexpression
de DDX3 augmente I'accumulation de p53 dans le noyau suite aux dommages a ’ADN. DDX3
est aussi impliqué dans I'apoptose intrinseque, dans laquelle I'activation de la Caspase 7 est
régulée par DDX3 d’une fagon dépendante du statut de p53. La diminution de DDX3
s’accompagne d’une diminution de I'accumulation de p53 dans les cellules p53wt. Par
contre, la déplétion de DDX3 ne modifie pas I'accumulation de p53 stabilisée par I'inhibition

des protéases (Sun et al., 2013b).

P53 comme gardien du génome :

Les cinq principaux processus de réparation de 'ADN sont: le NER (Nucleotide-
Excision Repair), le BER (Base-Excision Repair), le MMR (Mis Match Repair), le NHEJ (Non-
Homologous End-Joining) et la recombinaison homologue HR ( Homologous Recombination).
La protéine p53 contrdle plusieurs de ces processus, ainsi, il n’est pas surprenant qu’une
perte de fonction de p53 résulte en une instabilité génomique (Sengupta and Harris, 2005).
Lorsque des mutations de I'ADN sont présentes en grand nombre dans une cellule, la
protéine p53 arréte momentanément le cycle cellulaire afin de permettre a la cellule de
réparer ses lésions. La protéine p21, activée par p53, controle la transition de la phase G1 a
la phase S du cycle. En se fixant sur les complexes cycline E/CDK2 et cycline D/CDK4(6), p21
inhibe leur activité en bloquant la progression du cycle cellulaire, tard en phase G1 et juste
avant I’entrée en phase S (Carvajal et al., 2005). Lorsque les mutations sont trop nombreuses
pour étre réparées, la protéine p53 oriente la cellule vers I'apoptose (Vassilev, 2005). Pour
faciliter la reconnaissance des corps apoptotiques par les phagocytes, la cellule signale son
état apoptotique a son environnement, par I'externalisation de phosphatidylsérines (Vance

and Steenbergen, 2005). Les principales voies de |'apoptose, intrinseque et extrinseque,
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menent a l'activation des caspases. La voie extrinseque de l'apoptose est initiée via les
récepteurs de mort qui possedent dans leur structure un domaine de mort (Death Domain)
qui permet la transmission du signal apoptotique (Vermeulen et al.,, 2005). La voie
intrinseque ou mitochondriale, implique plusieurs protéines de la famille Bcl-2. La famille
Bcl-2 comprend aussi bien des protéines pro-apoptotiques, telles que Bax, Bak, Bid, Bad et

Bcl-Xs, qu’anti-apoptotiques comme Bcl-2 et Bcl-XI (Yu and Zhang, 2005).
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Figure 10 : Interactions et diversités des voies de signalisation de I'apoptose.

La cascade des caspases peut étre activée par |'apoptosome, les récepteurs de mort ou par le
granzyme B. Les caspases initiatrices -8, -9 ou -10, directement ou par I'intermédiaire des protéines spécifiques,
déclenchent les caspases effectrices -3, -6 ou -7, ce qui conduit a la mort cellulaire (Kulbacka et al., 2012).

Il existe une autre voie d’apoptose additionnelle, la voie perforine-granzyme qui

implique une cytotoxicité mediée par les LT. Cette voie converge vers la méme voie
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terminale d’exécution que les voies extrinseque ou intrinseque. Les voies extrinséque,
intrinséque et perforine/granzyme nécessitent I'activation de leurs signaux initiateurs
propres (caspase 8, 9 et 10) pour démarrer la cascade d’événements moléculaires
conduisant a I'apoptose et a I'activation de la caspase 3. Seul le granzyme A fonctionne de

facon indépendante de la caspase 3 (Wang and El-Deiry, 2008)

p53 dans la TEM :

La diminution de p53 par shRNA ciblant p53 induit une TEM stable qui s’observe avec
I'augmentation de Zeb1, de Snail, de la Vimentine, de la N-cadhérine et la diminution de la E-
cadhérine (Chang et al., 2011a). La suppression de p53 augmente aussi la translocation
nucléaire de la beta-caténine (Cagatay and Ozturk, 2002), mais le blocage de la beta-
caténine avec XAV939 abroge I'induction de la TEM par la suppression de p53 (Wang et al.,
2013). Lors du traitement avec le TGF-B, la diminution de I'expression de p53 induit le
phénotype de TEM et les propriétés souches. Ainsi, 'augmentation de p53 dans ce modele
est suffisante pour réverser cette TEM. Mais, I'effet de la p53 sur la TEM est dépendant de
son stade. Par exemple, dans les modéles de TEM induite par Snail, I'expression ectopique

de p53 n’altére pas le cycle cellulaire ni la sénescence induite (Chang et al., 2011a).

p53 a une relation étroite avec plusieurs inducteurs de la TEM comme NRP2, Twist,
TGF-B, Zebl, Zeb2, Snail, Slug, c-met, DEK, AP-4.... Par exemple, p53 a un effet inhibiteur sur
la TEM induite par Twist. Twist, par interaction directe avec p53 s’oppose aussi aux fonctions
de p53 dans le cancer de la prostate et du sein (Shiota et al., 2008). La diminution de p53
dans les cellules NMuMG induit la TEM en réponse au TGF-B. La stabilisation de p53wt par
traitement avec la Nutline a un effet négatif sur I'induction de la TEM. Ainsi, I'activation de
p53 inhibe la TEM induite par le TGF-B (Termén et al., 2013). Les membres de la famille de
miR- 200 et de miR-192 activés par p53, diminuent I'expression de Zeb1 et de Zeb2 qui sont
les inducteurs de la TEM. La diminution de I'expression de ces miRs affecte la TEM par
I'altération de I'expression de Zeb1 et de Zeb2 (Kim et al., 2011b). La perte de p53 dans les
cellules épithéliales induit aussi la diminution de I'expression de miR-200 et active le
programme de la TEM qui est réversible (montré par la diminution de la N-cadhérine et de
BMI1) par l'activation de la voie p53-miR200c (Chang et al., 2011a). L'induction de p53

empéche la TEM induite par Snail en augmentant I'expression de miR-34 connu pour son
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role négatif sur Snail. La perte de p53 dans le cancer du c6lon, le cancer du sein et dans le
carcinome pulmonaire, active la TEM Snail-dépendante par diminution de miR-34 (Kim et al.,
2011a). L'expression ectopique de miR-34 est capable de réverser la TEM (Siemens et al.,
2011) par diminution de Snail et aussi d’empécher I'induction de la TEM par le TGF-B. miR-34
est aussi capable de diminuer I'expression de Slug et de Zebl, ainsi que I'expression des
facteurs souches comme BMI1, CD44, CD133, OLFM4 et de c-MYC. Mais Snail et Zeb1 sont
capables de se fixer sur les E-box du promoteur de miR-34 et ainsi de diminuer son
expression. (Wang et al., 2013). p53 est capable de dégrader Slug dans le cancer du poumon
grace a la formation de complexes p53-MDM2-Slug (Wang et al., 2009a). p53 mutée altere la
morphogenese des MDCK (Madin-Darby canine kidney) via la promotion de la TEM par
I’expression de c-met, qui s’"accompagne de I'augmentation de I'invasion (Zhang et al., 2013).
DEK avec les oncogenes E6 et E7 peut promouvoir la TEM in vitro et in vivo lorsqu'il est
surexprimé. Le réle oncogénique de DEK est médié par sa capacité a inhiber I'activité de p53.
Le statut de p53 est important dans la diminution de DEK en réponse a la Nutlin-3 ou a la
fludarabine (Wang et al., 2012). L’expression de AP4 est diminuée lors de dommages a I’ADN
par p53 d’une facon indirecte via les miR-15a et miR-16-1. AP4 est la cible directe de c-MYC
et l'inducteur de la TEM mediée par c-MYC dans les cancers colorectaux. L'expression
ectopique de miR-15a/16-1 est suffisante pour réverser la TEM (s’observe par l'induction de
E-cadhérine au niveau de I’ARN et de la protéine) via la diminution de I'expression de AP4 et
pour supprimer les métastases pulmonaires dans le modele des xénogreffes. Mais AP4 est
aussi capable de supprimer I'expression de miR-15a/16-1 d’une fagon directe. Cela montre
gu’il y a une double boucle de rétrocontréle négatif entre AP4 et miR-15a/16-1. AP4 est
aussi le répresseur de I'expression de p21. L'inactivation de p53 et de DLEU2 change
I’expression de AP4 et aboutit a I'induction de la TEM et a la formation des métastases. A
I'inverse, I'activation de p53 est suffisante pour diminuer I'expression de AP4. Mais I'analyse

CHIP-Seq révele que AP4 n’est pas la cible directe de p53 (Shi et al., 2014).
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Figure 11 : p53 empéche l'induction de la TEM via
divers miRs.

P53 induit les différents miRs, qui jouent un réle
négatif sur les facteurs impliqués dans I'induction de
la TEM. Par ces moyens, p53 renforce la stabilité de
I’expression de E-cadhérine, dont la répression est
suffisante pour déclencher de nombreuses voies de
signalisation conduisant a la TEM.
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miR-15a/16-1 sont aussi impliqués dans l'inhibition de la prolifération des cellules
souches dans le cancer du sein (Polytarchou et al., 2012) et la suppression de I'angiogenese
par ciblage du VEGF (Sun et al.,, 2013a). Dans les modeles de tumeurs, obtenus par la
diminution de p53, 'augmentation importante de la formation des vaisseaux sanguins a été
observée par rapport aux modeles de tumeurs gardant I'expression de p53. L'expression de
Semaphorin3F (SEMAS3F) est induite par p53 endogéne et exogene. La surexpression de

SEMAZ3F inhibe la croissance dans le cancer du poumon (Futamura et al., 2007).

Les homologues de pb3

20 ans apres la découverte de p53, ses premiers homologues p73 et p63 ont été
trouvés. P73 et p63 sont capables de se fixer sur les séquences spécifiques pour la p53 et
d’induire la transcription des génes cibles de p53 comme p21, MDM2, Bax and GADD45
(Arrowsmith, 1999). Il y a des études montrant que p73 et p63 sont impliquées dans la
tumorogénése et la réponse aux chimiothérapies et a la radiothérapie. Pourtant, les souris
homozygotes p63-/- (Yang et al., 1999) and p73-/-(Yang et al., 2000) manifestent diverses
anomalies de développement, mais elles ne développent pas de tumeurs. La délétion
hétérozygote de p63 et de p73 rend les souris plus sensibles au développement de diverses
tumeurs (Flores et al., 2005). L'expression de p63 et de p73 est plus élevée dans les tumeurs

avec p53 mutée (Zaika et al., 1999)(Soussi and Béroud, 2001). Les changements de
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conformation de p53 mutée sont réversibles dans une certaine mesure. Une ou plusieurs
mutations supplémentaires sur p53 mutée peuvent parfois restaurer sa fonction de type
sauvage. La suppression de la séquence de régulation négative en C-terminal améliore non
seulement la fonction de p53wt, mais restaure également une certaine activité chez p53
mutée. L'activation ou la libération de p73 ou de p63 par des cellules mutées pour p53
semble étre une voie alternative de reconstitution de p53 ou d’activité p53-like dans les

cellules tumorales (Selivanova et al., 1998).

88



3. IMMUNOSURVEILLANCE ET
EVASION TUMORALE

Comme nous l'avons exposé ci-dessus, de multiples méchanismes permettent de
prévenir I'apparition des cancers en induisant la sénescence ou I'apoptose.Toutefois, dans le
cas ou ce systéme échoue, les cellules cancereuses peuvent étre reconnues et éliminées par
les cellules du systéme immunitaire. Le systéme immunitaire est capable d’éliminer un
cancer ou de le maintenir dans un état dormant pendant de trés longues périodes. Mais, si
les cellules cancéreuses échappent a I'immunosurveillance, cela aboutie a la croissance d’un

cancer cliniquement apparent (Dunn et al., 2006).
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Figure 12 : Interactions entre le systéme immunitaire et le cancer.

Ces interactions peuvent avoir trois issues 1) élimination du cancer : reconnaissance et la destruction
des cellules tumorales, 2) équilibre : maitrise de I'expansion des cellules transformées, mais pas d'éradication,
3) échappement : les cellules tumorales possédent la capacité d'atténuer les réponses immunes (Dunn et al.,
2006).
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Echappement aux cellules immunitaires/PD-L1.

Les cellules du systéme immunitaire peuvent avoir la capacité de reconnaitre, infiltrer
et éliminer certaines cellules cancéreuses; pourtant, quelques unes de ces dernieres
échappent a la surveillance immunitaire et a la mort induite par le systéme immunitaire.
L'immunosurveillance implique les cellules du systeme immunitaire inné comme les
lymphocytes NK et les cellules du systéeme immunitaire adaptatif comme les CTL (Cytotoxic T

Lymphocytes), les LTh (Lymphocytes T helper).

Les tumeurs peuvent induire une tolérance ou résister a la destruction par les cellules
immunitaires effectrices via de multiples mécanismes: un certain nombre de tumeurs
répriment la modulation du systéeme immunitaire adaptatif, par exemple, via la réduction de
I'expression du CMH-I (Drake et al., 2006) et du systéeme immunitaire inné par exemple, via
la régulation négative de |'expression des ligands reconnus par les cellules NK tels que MICA
(ligand de du récepteur NKG2D-Natural Killer Group 2D) (Lee et al., 2004). Certaines cellules
tumorales pour éviter I'apoptose induite par Fas, diminuent son expression a leur surface.
De plus, les cellules tumorales peuvent sécréter le ligand de Fas, qui se lie a son récepteur
sur les CTL et les NK et initie I'apoptose dans les cellules du systéme immunitaire (Nagata,
1996)(Schimmer, 2004). Les cellules tumorales favorisent également un état anti-
inflammatoire qui aide a la croissance de la tumeur. Par exemple, les cellules tumorales
peuvent sécréter de I'lL-10 et du TGF-B, qui ont des effets immunosuppresseurs sur les LT
effecteurs et les macrophages (Rabinovich et al., 2007) (Zamarron and Chen, 2011). Les
cytokines sécrétées par les cellules tumorales peuvent également stimuler le recrutement
des macrophages, qui ont une activité anti-tumorale (M1) ou pro-tumorale (M2). Au début
du développement de la tumeur, les macrophages exposés a de I'IFN-y ont une activité anti-
tumorale (M1), mais les macrophages activés en réponse a des produits de cellules
tumorales (comme [I'IL-10) peuvent favoriser la croissance des tumeurs (M2). Certains
produits de macrophages comme I'IL-1, le TNF-a et I'IL-6 peuvent également favoriser la
progression des cancers (Mantovani and Sica, 2010). Le VEGF-A (Vascular endothelial growth
factor-A) secrété par les cellules tumorales en réponse a I’"hypoxie joue aussi un role crucial
dans 'immuno-évasion. Il induit les Treg (lymphocytes T régulateurs) et inhibe la maturation

des DC (dendritic cells). Les DC immature secretent du TGF-B, qui peut aussi a son tour
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favoriser la conversion de LT conventionnelle en Treg (Ghiringhelli et al., 2005b), (Belkaid

and Oldenhove, 2008).
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Figure 13 : Les mécanismes majeurs de |'évasion tumorale.

Pour ne pas étre reconnus par les cellules du systéme immunitaire, les cellules cancereuses utilisent
divers moyens comme :

- la libération de cytokines inhibitrices (comme le VEGF, I'lL-10 et le TGF-R),

- I'expression de molécules inhibitrices (comme PD-L1, Galectine 9),

- la perte des ligands solubles pour les récepteurs activateurs des cellules NK comme ULBPs (UL16
binding proteins), MICA (MHC class | polypeptide-related sequence A), MICB (MHC class | polypeptide-related
sequence B), FasL (Fas ligand),

-la diminution du CMH (CMH-I) ou des molécules de co-stimulation (comme CD80),

-I’échappement a l'apoptose par la régulation négative de I'expression des récepteurs de mort etc.
(Domagala-Kulawik et al., 2014).

La grande partie des défenses immunes contre les cellules tumorales se réalise dans
les ganglions, ol les LT rencontrent les antigénes tumoraux. Si cette rencontre aboutit a

I’activation des LT, ceux-ci vont aller au site tumoral ou ils peuvent reconnaitre et éliminer
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les cellules tumorales. Pour l'activation des LT deux signaux sont nécessaires. Le premier
c’est la reconnaissance entre le TCR (T cell receptor) et le CMH-I, et le second est transmis
par B7-1 ou B7-2 de I'APC (Antigen Presentating Cell) au CD28 des LT pour induire son
activation. Les DC stimulées en périphérie par des signaux de danger expriment
secondairement des molécules co-stimulatrices B7-1 et B7-2, qui servent pour l|'activation

des lymphocytes T (Dranoff, 2004) (Zielinski et al., 2013).

Un autre mécanisme de régulation négative des réponses immunes peut étre
I'induction sur les APC ou sur les cellules épithéliales de molécules inhibitrices (checkpoints
inhibiteurs du systéeme immunitaire) qui vont neutraliser les voies de signalisation de co-

stimulation du systeme immunitaire.

+

Les récepteurs qui régulent négativement la fonction des LT CD4" ou des LT CDS8
sont les suivants : CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4), PD-1 (programmed death 1),
LAG3 (lymphocyte activation gene 3 protein, connu comme CD223), 2B4 (connu comme
CD244), KLRG1 (killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1), CD160, BTLA (Band T
lymphocyte attenuator, connu comme CD272) et TIM3 (T cell membrane protein 3, connu
comme HAVcr2), ICOS (inducible T cell co-stimulator), VISTA (V-domain Ig suppressor of T
cell activation), KIR (killer cell immunoglobulin- like receptor), A2aR (adenosine A2a
receptor). Leurs ligands comprennent CD80, CD86, PD-L1 (programmed cell death protein 1
ligand 1), PD-L2, CMH-II, CD48, E-cadhérine, HVEM (herpesvirus entry mediator), GAL9
(galectine 9), PtdSer (phosphatidylserine), B7RP1 (B7-related protein 1), HMGB1 (high-
mobility group box 1 protein) et sont exprimés par les APC ou les cellules tumorales (Pardoll,

2012)(Nguyen and Ohashi, 2015) etc.
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PD-1 peut se lier a PD-L1 (B7-H1) et PD-L2 (B7- DC), ce qui entraine dans la plupart

des cas l'inhibition de I'activation des LT (Rabinovich et al., 2007). La combinaison des
traitements bloquant PD-1 et CTLA-4 augmente significativement I'immunité anti-tumorale
par rapport au blocage d’une seule voie de signalisation (Curran et al., 2010). Ainsi, les
travaux précliniques montrent les effets synergiques de la combinaison du traitement anti-
PD-1 avec les blocages des autres molécules de point de contréle immunologique comme
LAG-3(Woo et al., 2012) et TIM-3 (Sakuishi et al., 2010). LAG3 (CD223) est connu pour
améliorer la fonction des Treg, et ainsi inhiber les fonctions des LT effecteur CD8". Le seul
ligand connu de LAG3 est le CMH de classe Il ; il est induit dans certaines cellules épithéliales
(en générale en réponse a I'IFN-y), et est aussi exprimé par les DC et les TIM(tumour-
infiltrating macrophages) (Huang et al., 2004)(Grosso et al., 2007). Quant a LAG-3, il est
exprimé sur les LT activés, les NK, les LB, les pDC et cela joue un grand role dans la régulation

négative de la prolifération des LT via sa fixation d’haute affinité avec le CMH de classe Il
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(Shin and Ribas, 2015). TIM3 a été découvert comme une molécule exprimée sur les LT
secrétant de I'lFN-y, comme les Thl (CD4" T helper 1) et les TC1 ( CD8" T cytotoxic 1)
(Monney et al., 2002). TIM3 est connu pour inhiber la réponse Thl et les Ac anti-TIM3
favorisent I'immunité anti- tumorale. Le ligand de TIM3 est Galectin-9, il est exprimé
principalement sur les Treg, les MDSC et divers types de cancers (Zhu et al., 2005),
(Anderson, 2014). Dans les modéles animaux, le blocage de PD-1 et de TIM3 améliore les

réponses immunitaires anti-tumorales et le rejet de la tumeur (Sakuishi et al., 2010).

Les autres membres de la superfamille des immunoglobulines B7 sont B7-H3, B7-H4
et B7-H5. B7-H3 (B7 homologue 3, CD276) a 31% d'homologie de séquence avec B7- H1. Il
est fortement exprimé dans le cancer du sein, du pancréas, de la prostate, de I'ovaire et du
rein. La fonction de B7-H3 est controversée, car il a des propriétés de co-stimulateur et de
co-inhibiteur et son expression dans le cancer est associée soit a une survie prolongée, soit a
un mauvais pronostic. B7-H4 (B7 homologue 4) est aussi un inhibiteur de 'activation des LT
qui se lie a des récepteurs inconnus sur les LT. Au niveau protéique, il est exprimé par les
APC, ainsi que par les cellules tumorales. Une expression élevée de B7-H4 est de mauvais
pronostic dans le cancer ovarien, le cancer du sein, du pancréas, de la prostate, du rein, le
cancer gastrique et le gliome. B7-H5, connu comme VISTA ou un homologue de PD-1, est
aussi un régulateur négatif de points de controls immunologiques qui partagent des
homologies avec PD - L1. VISTA induit FOXP3 dans les LT. Dans les modéles murins, son
expression est positivement corrélée avec CD11b; dans les cellules tumorales, il favorise
I'invasion via I'induction de MMP (matrix métalloprotéinase type ). Ainsi le blocage de VISTA

améliore I'immunité anti-tumorale (Shin and Ribas, 2015).

PD-1L1 (B7-H1)

PD-L1 (Programmed death-ligand 1) ou CD274, également connu comme B7-H1, est
une molécule inhibitrice des LT, qui est impliquée dans la protection des cellules tumorales
contre une attaque immunitaire (Ilwai et al., 2002). Il s’agit d'une glycoprotéine de surface
connue pour &tre exprimée sur des cellules classiques CD4" et CD8, les cellules dendritiques

(DC), les macrophages, les cellules B, les Treg, les cellules épithéliales, les cellules
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endothéliales, les site privilégiés immunitairement telles que la barriére foeto-maternelle
(Kuipers et al., 2006) (Ghebeh et al., 2006) et sur une majorité de cellules tumorales (voir

tableau 2).

Tableau 2 : Expression de PD-L1 dans divers cancers.

Type de cancer % PD-L1+ Références

Mélanome 40-100 (Wang et al., 2011b)

(Hino et al., 2010)

(Dong et al., 2002)

NCLSC 35-95 (Wang et al., 2011b)

(Dong et al., 2002)

(Konishi et al., 2004)

Cancer du nasopharynx 68-100 (Yang et al., 2011)

(Hsu et al., 2010)

Glioblastome/ gliome mixte 100 (Wintterle et al., 2003)
Adénocarcinome du colon 53 (Dong et al., 2002)
Carcinome hépatocellulaire 45-93 (Wang et al., 2011a)

(Gao et al., 2009)

(Zzeng et al., 2011)

Cancer urothélial 28-100 (Nakanishi et al., 2007)

(Inman et al., 2007)

Le myélome multiple 93 (Liu et al., 2007a)

Cancer ovarien 33-80 (Dong et al., 2002)

(Hamanishi et al., 2007)

(Brown et al., 2003)

Carcinome Gastrique 42 (Wu et al., 2006)
Cancer de I'cesophage 42 (Ohigashi et al., 2005)
Le cancer du pancréas 39 (Nomi et al., 2007)
RCC 15-24 (Wang et al., 2011b)

(Krambeck et al., 2007)

(Thompson et al., 2006)

Le cancer du sein 31-34 (Dijkers et al., 2009)

(Ghebeh et al., 2006)

Lymphomes 17-94a (Xerri et al., 2008)

(Wilcox et al., 2009)
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Leucémies 11-42 (Tamura et al., 2005)

(Berthon et al., 2010)

(Kozako et al., 2009)

(Chen et al., 2008)

Les cellules cancéreuses relarguent des cytokines immunosuppressives telles que le
TGF-B, I'IFN-y et Fas ligand, qui induisent I'expression de PD-L1 et ainsi aide les cellules
tumorales a échapper aux réponses immunitaires (Liu et al., 2007a). L'expression de PD-L1 a
été associée aux facteurs clinico-pathologiques dans divers cancers: cancer du sein, de
I'ovaire, du poumon, du nasopharynx, de l'cesophage, du foie, du pancréas, cancer
gastrique, cancer colorectal, cancer rénal, mélanome, leucémie, col de I'utérus, gliome, etc.
(cf., tableau 2), (Zou and Chen, 2008), (Afreen and Dermime, 2014). La régulation positive de
PD-L1 peut permettre aux cancers d'échapper au systeme immunitaire de I'h6te, via la
formation du complexe PD-1 /PD-L1 transmetteur d’un signal d'inhibition qui réduit la

prolifération des LT CD8".

PD-L1 est une protéine transmembranaire qui joue aussi un role majeur dans la
suppression du systeme immunitaire lors d’une grossesse, d’allogreffes de tissus, de maladie

auto-immune etc.

PD-1 est exprimé sur les cellules myéloides, les LTregs, les LB, les LT CD4"/CD8"
activées par I'antigéne, les NK et une haute expression de PD-1 est souvent présente sur les
TILs (Raimondi et al., 2006). Des cellules du sang périphérique comme les CD4" et CD8" chez
les patients atteints d'un cancer peuvent également exprimer PD-1, ce qui rend peu
probable que les LT PD-1" représentent exclusivement des LT spécifiques de la tumeur
(Ahmadzadeh et al. 2009). La signalisation PD-1 dans les cellules NK régule négativement
leur fonction et le blocage de PD-1 augmente la production d’IFN-y par les NK (Nguyen and

Ohashi, 2015)
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Mécanismes d’induction et régulation dynamique de PD-LI.

Les types de cellules immunitaires telles que les LT, les LB, les cellules dendritiques,
les macrophages et les monocytes expriment constitutivement PD-L1(Keir et al., 2008). PD-
L1 exprimé dans divers types de cellules immunitaires peut aussi affecter I'immunité anti-
tumorale. Par exemple, I'expression de PD-L1 par les cellules non-tumorales comme les
MDSC (myeloid-derived suppressor cells) et les Treg est également susceptible d'étre un
médiateur important du dysfonctionnement des LT. PD-L1 exprimé sur les MDSC induit la
production d'IL-10 par ces cellules, ce qui supprime la prolifération des LT CD8", ainsi que la
production d’IFN-y et de médiateurs cytotoxiques tels que le Granzyme B (Huang et al.,
2014). PD-L1 exprimé par des APC a un rdle dans l'induction de Treg périphérique (pTreg) et
dans le maintien de la fonction suppressive des cellules pTreg (Francisco et al., 2009). La

signalisation par PD-L1 dans les DC se traduit par une inhibition de la maturation des DC.

Myeloic-
derived cell

Endothelial cell

Figure 15 : Mécanismes d'action de PD-1, PD-L1 et de PD-L2.

PD-1, PD-L1 et PD-L2 exprimés dans divers types de cellules peuvent affecter I'immunité anti-tumorale
comme illustré dans I'image ci-dessus. Le signe négatif indique que les interactions régulent négativement la
fonction des cellules et le point d'interrogation indique un effet inconnu (Nguyen and Ohashi, 2015).
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En revanche, PD-L1 peut étre aussi induit en réponse a divers stimuli. L'expression de
PD-L1 est souvent induite par les interférons, principalement par I'lFN-y, auquel peut étre
attribué la résistance immunitaire adaptative des cellules tumorales. Il y a des études
montrant une corrélation significative entre I'expression de PD-L1 et I'IFN-y dans le
microenvironnement tumoral. En effet, I'IFN-y joue un rdéle immunosuppresseur par
I'induction de IRF-1 (Interferon Regulatory Factor), qui a son tour se fixe sur le promoteur de
PD-L1 et induit son expression. D'autres cytokines, y compris IL-2, IL-7, IL-15, IL-21 et IFN de
type | ont également été démontrées pour induire I'expression de PD-L1 sur divers types de
cellules (Brown et al., 2003) (Kinter et al., 2008) (Kryczek et al., 2008). Le TNF-a est aussi
capable d’induire une expression de PD-L1. L'induction de PD-L1 par le TNF-a implique la
voie de NF-kB, qui se fixe directement sur le promoteur de PD-L1 et induit son expression. Il
y a aussi d’autres voies de signalisation impliquées dans I'induction de PD-L1. Par exemple,
dans le cancer du poumon PD-L1 est induit par STAT3 (Marzec et al., 2008) . Dans le cancer
du sein, une perte enchainée de PTEN (phosphatase and tensin homolog), de PI3K/AKT
(Phosphoinositide 3-kinase/ Protein kinase B) et de mTOR (mammalian target of rapamycin)
conduit a I'induction de PD-L1 (figure 15), (Parsa et al., 2007), (Pardoll, 2012), (Afreen and
Dermime, 2014). Lexpression de PD-L1 est corrélée avec |'activation de la voie PI3K dans le
cancer de la prostate (Crane et al.,, 2009). Il y a aussi des études montrant que PD-L1
favorise linduction et les fonctions suppressives des Treg via la diminution de mTOR et la
phosphorylation d’AKT (Francisco et al., 2009), (Ni et al., 2011). Ainsi, il été montré que les
voies ERK/p38-MAPK (Extracellular Signal-Related Kinase/p38 Mitogen-Activated Protein
Kinase) et PI3K sont impliquées dans I'induction de PD-L1 dans le MoDCs (monocyte-derived

Dendritic Cells) et cDCs(conventional Dendritic Cells) du sang (Karakhanova et al., 2010).
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Figure 16 : Comparaison de la réponse immunitaire classique dirigée contre les antigénes tumorales
par rapport a I'évasion immunitaire des cellules tumorales médiées par PD-L1.

(A) Réponse immunitaire classique dirigée contre les antigénes d'origine tumorale et la lyse des
cellules tumorales. (1) Les antigénes tumoraux libérés par les cellules tumorales sont capturés par les APC et
transformés en petits peptides pour la présentation par le CMH. La cellule T est activée par liaison du TCR avec
le complexe CMH-Ag (signal 1). Un signal de co-stimulation (Signal 2: interaction B7/CD28) est également
nécessaire pour une réponse immunitaire anti-tumorale efficace initiée par les LT. (2) Cela provoque la
libération des composés cytotoxiques (tels que les granzymes/perforines) par les LT qui attaquent (3) et
perturbent la membrane plasmique des cellules tumorales, ce qui provoque la mort/lyse des cellules
tumorales.

(B) La défaillance des LT pour induire une réponse immunitaire anti-tumorale efficace. (1) L'absence de
signal 2 conduit a la présentation prolongée de I’Ag. (2) La présentation cohérente de I'antigéne provoque
I'induction de PD-1 sur les LT, suivie par (3) la libération de cytokines inflammatoires, I'activation des voies
Stats et I'induction subséquentielle de PD-L1 sur les cellules tumorales. (4) La perte de la PTEN active les voies
PI3-K/Akt et mTOR qui conduisent également a la régulation positive de PD-L1 sur les cellules tumorales. (5) La
surexpression de PD-L1 et de PD-1 ainsi que leur interaction cause I"épuisement/lI'anergie/l'apoptose des
cellules T, ce qui permet aux cellules tumorales d'échapper efficacement au systéme immunitaire (Afreen et
Dermime, 2014).

PD-L1 est surexprimé dans les cellules tumorales via |'activation des voies clés de
I'oncogenese comme PI3K, NF-kB, MAPK ou plus fortement par I'IFN-y produit dans le
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microenvironnement tumoral par une réponse-T anti tumorale active (Chen et al., 2012a). Il
semble que les différents types de cellules utilisent des voies encore divergentes se
chevauchant pour réguler I'expression de PD-L1. Le promoteur PD-L1 a des sites de liaison
pour IRF-1 et NF-kB. L’ IFN-y par la voie JAK / STAT-1 / IRF-1 et le TLR par la voie MEK / ERK /
NF-kB peuvent induire I'expression de PD-L1. La signalisation par la voie PI3K/ Akt/ mTOR
généralement inhibée par PTEN, peut activer S6K1 (S6 kinase 1), qui régule la 50-UTR du PD-
L1 et augmente sa translation (Barach et al., 2011) (figure 16).
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Figure 17 : Régulation de PD-L1.

Le promoteur de PD-L1 a des sites de liaison pour les facteurs de transcription IRF-1 et NF-kB. L’ IFN-y
par la voie de signalisation JAK / STAT-1 / IRF-1 augmente la transcription du géne PD-L1. La signalisation via le
ligand de TLR, par la voie de signalisation MEK / ERK / NF-kB augmente la transcription du géne de PD-L1. La
signalisation par la voie PI3K /Akt/ mTOR, généralement inhibée par PTEN, peut activer S6K1, qui régule la 50-
UTR de PD-L1. Cela aboutit au recrutement des transcrits de PD-L1 a polysomes et a la translation de PD-L1. -
miR-513 empéche la translation de PD-L1 en se liant a la PD-L1 30-UTR et ce miR peut étre inhibé par la
signalisation de I' IFN-y (Yael S. Barach and al. 2011).
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Ciblage des inhibiteurs des points de contréles immunologiques dans

la thérapie des cancers.

L'augmentation de I'expression de PD-L1 a été démontrée dans de nombreux types de
cancers (par exemple, le mélanome (40% -100%) le NSCLC (non-small-cell lung carcinoma)
(35% -95%), et le MM (myélome multiple) (93%)). De plus, des niveaux élevés de PD-L1 sont
liés a un mauvais pronostic dans le cancer du sein, le cancer rénal, le cancer ovarien etc.
(Romero et al., 1998), (Muenst et al., 2014), (Thompson et al., 2004), (Hamanishi et al., 2007).
Il a été aussi montré que I'expression de PD-L1 peut augmenter la résistance des cellules
tumorales aux traitements (Noh et al., 2015). Les cellules de la moelle osseuse adhérent a la
surface des cellules tumorales a travers l'interaction avec un récepteur CD1lb. Cette
interaction active la voie de signalisation p38 et induit I'expression de PD-L1 par les cellules

tumorales (Noh et al., 2015).

Les Ac anti-PD-1 Nivolumab ou Pembrolizumab (MK-3475) bloquent la fixation de PD-
1 avec ses deux ligands PD-L1 (B7-H1, CD274) et PD-L2 (B7-DC, CD273). Le Nivolumab
(Opdivo; Bristol-Myers Squibb / Ono Pharmaceuticals) montre des réponses objectives dans
différents types des cancer (mélanome, cancer du rein et des poumons) et c’est le premier
anticorps anti-PD-1 a obtenir une autorisation de mise sur le marché au Japon dans le
mélanome avancé non résectable et les essais cliniques de Phase Il de Nivolumab sont
toujours en cours. Pembrolizumab (Keytruda; Merck & Co.) est un autre agent anti-PD-1
approuvé aux Etats-Unis, pour le traitement du mélanome métastatique. Il y a aussi des anti-
PD-L1 en phase clinique | montrant des réponses objectives comme BMS-936559 dans le
mélanome (17%), dans le NSLCS (10%), dans le cancer de I'ovaire (6%) et du rein (12%)
(Brahmer et al.,, 2012); et MPDL3280A dans le mélanome avancé (29%), le cancer du

rein (13%) et le NCLCS (23%) (Desbois et al., 2015) etc.

Les effets cliniques et immunologiques du ciblage de PD-1 dans le cancer du
poumon ont été étudiés. En effet, dans une étude clinique de Phase | incluant 38 patients
atteints de NSCLC, le traitement avec Pembrolizumab (10mg/kg chaque 3 semaines) a donné
21% de ORR (objective response rate), I'OS (overall survival) fut de 51 semaines et la PFS
(progression free survival) de 9,7 semaines. Dans une autre étude de Phase | incluant 129

patients atteint de NSCLC, le traitement avec Nivolumab (1-10mg/kg chaque 2 semaines,
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maximum 12 cycles) a donné 17% de ORR, I'OS a été de 9,5 semaines et la viabilité au bout

de 1 an présentait 42%.

Parmi les ligands de points de contréles immunologiques, PD-L1 est le plus étudié
dans le cancer de poumon, mais l'induction de PD-L2, B7-H3 et de B7-H4 a aussi été
rapportée (Zou and Chen, 2008) (Pardoll, 2012). Contrairement au ciblage de PD-1, le
ciblage de PD-L1 ne peut pas inhiber la réponse des LT dirigés vers les tumeurs qui expriment
de maniére constitutive des niveaux élevés de PD-L2 (Chen et al., 2012a). Par contre,
I'expression forcée de PD-L1 sur les cellules tumorales de souris inhibe les réponses
antitumorales locales mediées par les LT (lwai et al., 2002)(Konishi et al., 2004)(Dong et al.,

2002).
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IV. LES VOIES IMPLIQUEES DANS
LA REGULATION DE PD-L1

NUCLEAR FACTOR-KAPPA B

Structure de NF-XB

NF-kB est un facteur de transcription impliqué dans de nombreuses voies de
signalisation. Il est caractérisé comme un régulateur majeur des réponses aux pathogéenes et
aux virus (Li et al., 2012b). Des travaux plus récents montrent que NF-kB est activé dans
plusieurs cancers humain et associé a I'oncogenése via la régulation de I'expression de génes
liés au cycle cellulaire, a la survie, apoptose etc. La famille de NF-kB posséde 5 membres:
p65 (RelA), RelB, c-Rel, p100/52 (NF-kB2) et p105/p50 (NF-kB1) (Baldwin, 1996). Les
protéines p100/p52 et p105/p50 constituent la Classel, les autres membres de la famille NF-
KB : p65, Rel-B et c-Rel constituent la Classe2. Les deux classes de protéines contiennent un
domaine de liaison a ’ADN (DBD) qui sert a l'interaction de NF-kB avec les autres facteurs de
transcription et a la liaison avec IkBs. La partie C-terminale des protéines de classe 1 contient
une partie avec des domaines ankyrin répétés et possede une activité transrépressive. A
I'inverse, les protéines de classe2 possedent un domaine de transactivation (Zhong et al.,

2002)
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Figure 18 : Les différents domaines des unités de la voie NF-kB.

L’activation de NF-kB est assurée via la phosphorylation d’IkB par les kinases de la famille d’IKK. La
famille d’lkB est composée de 4 membres de protéines inhibitrices de NF-kB : IkBa, IkBj, IkBe et BCL-3. Ces
protéines sont caractérisées par la présence des zones répétées de type ankyrin qui interviennent dans la
liaison d’IkB aux protéines de NF-kB. D{ a la présence de zone répétée d’ankyrin p100 et p105 peuvent étre
inclus dans la famille d’IkB. En plus, IkBa et IkBB contiennent les domaines de PEST qui sont riches en proline,
glutamate, sérine et thréonine et sont requis pour le changement constitutif. BCL-3 contient les domaines TA
qui interviennent dans I'activité transcriptionnelle quand BCL-3 se lie a NF-kB (Hoesel and Schmid, 2013)
RHD=Rel-homology domain; TA1/2=Transactivation1/2 ; CC=coiled-coil domain; LZ=leucin-ziper-like-motif ;
DD=death domain; ANK=ankryrin repetition domain; HLH=helix loop helix; NBD=nemo binding domain;
ZF=zinc finger domain ; PEST= proline (P), glutamic acid (E), serine (S), and threonine (T).

Les structures cristallographiques d’lkB(nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells inhibitor)-a et IkB-B liées aux diméres p65/p50 ou p65/c-Rel

révelent que les protéines IkB ne masquent que le domaine NLS (nuclear localization
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sequence) de p65. La présence de NLS libre de p50 qui est lié avec le domaine NES (nuclear
export sequence) d’'lkBa, assure la stabilité des complexes d’IkB/NF-kB entre le cytoplasme
et le noyau. La balance dynamique entre la localisation cytoplasmique et le noyau est altérée
lors de la dégradation d’IkB. Ceci engendre une augmentation de la quantité de p65 avec des
domaines NLS libres et favorise la translocation nucléaire de NF-kB (Hayden and Ghosh,

2004)

Régulation de NF-kB :

L’activation de NF-kB passe par la libération de molécules d’IkB ou par le clivage des
zones répétées d’ankyrine de pl00 et pl05. Le clivage est réalisé par la dégradation
protéasomique des inhibiteurs ou par la dégradation partielle des précurseurs. Avant I'étape
de dégradation, IkB est ubiquitinylé par les membres de la famille d’ubiquitine-ligase de
Skp1-Culin-Roc1/Rbx/Hrt-1-F-box (SCF ou SRCF). Ces enzymes reconnaissent leurs substrats
par la présence de sites spécifiques de phosphorylation (Hayden and Ghosh, 2004) .
L’activation de NF-kB peut étre induite par différentes stimulations. Dans la voie canonique,
I'activation de NF-kB peut étre déclenchée par les molécules comme le LPS, le TNFRa, I'IL-1.
Ces ligands sont reconnus par TLRs, TNFR, IL-1R. La stimulation passant par ces récepteurs
active le complexe IKK, qui phosphoryle principalement IkBa par IKKB (Hoesel and Schmid,
2013). Mais en général, les IKK sont constituées de trois sous-unités : deux sous-unités de
kinase — IKKa, IKKB et une sous-unité régulatrice NEMO (NF-kB essential modifier) (Rothwarf

and Karin, 1999).

La voie non-canonique ou alterne de NF-kB est activée via d’autres récepteurs
membranaires incluant BAFFR (B-cell activating receptor), LTBR (lymphotoxin-B receptor),
CD40R, RANK (Receptor Activator of Nuclear Factor k B), TNFR (Tumor necrosis factor
receptor) et Fn14. Ces molécules stimulent NF-kB via I'activation de NIK (NF-kB-inducing
kinase) qui phosphoryle essentiellement IKKa. L'activité de cette derniére protéine induit la
phosphorylation de p100 et résulte dans la formation de p52 via sa dégradation partielle par

ubiquitinylation.

La derniere voie d’activation de NF-kB est une voie atypique, ou le complexe d’IKK est

activé aprés un stress génotoxique via la kinase ATM(ataxia telangiectasia mutated)
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conduisant l'ubiquitinylation de NEMO. Il y a différents types d’activation du complexe
d’IKK impliquant des kinases comme la caséine kinase 2 ou les tyrosines kinases. (Hoesel

and Schmid, 2013)
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Figure 19 : Les voies de signalisation de NF-kB.

Les voies de signalisation de NF-kB : canonique, non-canonique, atypique.
(A) Dans la voie canonique d’activation de NF-kB, LPS (lipopolysaccharide), TNF-a ou IlI-1 activent les TLRs
(Toll-like receptors), TNFR et IL-1R respectivement. Suite a cette interaction ligand-recepteur IKKB s’active et
phosphoryle IkBa dans les résidus de serine S32 et S36.
(B) Dans la voie non-canonique d’activation de NF-kB B-BAFFR, CD40, RANK ou LTbR aboutis a I'activation d’
IKKa via le NIK. IKKa peut phosphoryler p100 dans les résidus sérine S866 et S877. Cette phosphorylation méne
a l'ubiquitinylation de p100 et a sa maturation via le protéasome. A ce moment I3, les hétérodimeres peuvent
activer les génes cibles.
(C) Dans la voie atypique de signalisation de NF-kB, le stress génotoxique conduit a la translocation de NEMO
vers le noyau ou il est sumoylé et ubiquitinylé ultérieurement. Ce processus est médié via « ATM checkpoint
kinase ». Ensuite NEMO et ATM reviennent dans le cytoplasme ou ils activent IKKB (Hoesel and Schmid, 2013).

L’activité transcriptionnelle de plusieurs genes cibles est controlée via les facteurs de
transcription qui peuvent diminuer ou augmenter I'effet de NF-kB en déterminant un liant

avec les voies de signalisation qui activent les autres facteurs de transcription.
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Les derniéres études montrent le role de la modification post-traductionnelles de NF-
kB, surtout pour la sous-unité RelA, dans la transcription des genes cibles. Parmi ces
modifications, la phosphorylation des résidus sérine et thréonine est le plus souvent
observée. La phosphorylation de la sérine 276 (S 276) dans le domaine de RHD de RelA est

réalisée par PKAc qui est activée via le LPS.

Postranslational Modificatians

STATS
s . i .
e ﬁs’ — “‘1 Acetyltrams e ;| cep
mane X Ly
& % Rt =3 == e
& R = 5 o
AoldipEsl | — #esdenb) Auls phs  EE—
5 8 = == &
Hd 8 = Bo B
Phosphatass “{ Deacetylass m SIRT MDACH
NEDY
‘Meihyitransferase m
E] gf B
Feld (nos! o =
&g
Himase IHKs w2 KK RPSERAT K2
ELE EEE 23 EH
e I [ am=
B8 g
Ubslguitination m
Sumaylatian uscs

Figure 20 : Modifications post-traductionelles de RelA, IkBa et 1kB.

Les kinases PKCc, CKIl et ATM phosphorylent les résidus sérine S311, S529 et S547 respectivement. En
revanche, la kinase Chk-1 phosphoryle la thréonine 505 (T505). L’autre site de phosphorylation de RelA est le
résidu sérine en position 536. S536 est phosphorylée par différentes kinases comme TBK1 (TANK binding
kinase-1), RSK1 (ribosomal sub-unit kinase-1), et IKKs. La phosphorylation de S536 IKKs médiée est induite via
TNF-a, LPS, H. pylori et le protein TAX codé par le HTLV-1 (human T lymphotrophic virus-1). La phosphorylation
des résidus sérine de RelA n’est pas toujours associée a I'activation transcriptionnelle accrue de NF-kB, car, la
phosphorylation de certains résidus comme S468, régule par ailleurs négativement I'activité transcriptionnelle
de NF-kB. S468 de RelA peut étre phosphorylée via les différentes kinases GSK3pB et IKKs. (Huang et al., 2010),
(Hoesel and Schmid, 2013)
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Les différentes stimulations, comme TNF-a et TGF-B, peuvent aussi activer PKAc et
induire la phosphorylation de S276. Les kinases Msk-1(mitogen and stress activated protein
kinase-1) et Pim-1 phosphorylent aussi la S276 et stimulent I’activité transcriptionnelle de
RelA. MSK-1 phosphoryle S276 en réponse au TNF-a, a I'lL-13, au RSV (Respiratory Syncytial
Virus) et a I'infection par Helicobacter pylori. La phosphorylation de S276 via Msk-1 se fait
dans le noyau et augmente l'activité de NF-kB en induisant I'expression de différentes

cytokines, y compris I'lL-6 et I'IL-8.

La déphosphorylation de RelA sert au rétablissement de la réponse normale de NF-kB
apreés la fin de la transcription des génes cibles(Huang et al., 2010). Les phosphatases PP2A
(Protein phosphatase 2) et WIP1 déphosphorylent RelA directement au niveau du résidu
S536. L’'action de PP2A sur S536 inhibe I'activité transcriptionnelle de NF-kB. Une autre
phosphatase, PP4, a un réle inhibiteur via son action sur le résidu thréonine 435 (T435).
L'autre modification post-traductionnelle de NF-kB est I'acétylation. L’acétylation se produit
via les enzymes acétyle-transférases qui ajoutent le groupement acétyle sur les résidus
lysine. Il existe sept résidus de lysine qui subissent une acétylation via les enzymes acétyle-
transférases. La plupart des résidus lysine peuvent étre acétylés via p300/CBP, lorsque les
résidus comme K122 et K123 sont acétylés via PCAF (p300/CBP associated factor).
L'acétylation des différents résidus lysine peut également réguler I'activité transcriptionnelle
de NF-kB de différentes maniéres : soit en augmentant ou diminuant la liaison de NF-kB a
I’ADN, ou a IkB. Les enzymes désacétylases comme HDAC1, HDAC3 et SIRT1 sont impliquées
dans la régulation de ce processus. HDAC3 peut désacétyler la plupart des résidus lysine,
lorsque HDAC1 et SIRT1 désacétylent K310. La méthylation des lysines est également une
modification post-traductionnelle importante de NF-kB permettant de moduler I'activité
transcriptionnelle. Les résidus lysine peuvent étre mono-, bi- et tri-méthylés. Il existe deux
méthyltransférases SET9 (suppressor of variegation-enhancer of zeste-trithorax) et NSD1
(nuclear receptor binding SET domain protein 1). SET9 ajoute le groupement méthyle sur
les résidus lysine K37, K314 et K315, lorsque NSD1 ajoute un groupement méthyle a K218 et
deux groupement méthyle a K221. Les résidus lysine méthylés via NSD1 sont déméthylés via

FBXL11 (F-box and leucin-rich repeat protein) .
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Interactions de NF-xB avec d’autres voies de signalisation

NF-kB peut interagir avec de nombreuses voies de signalisation. L’activation de NF-kB
peut résulter de I'interaction avec plusieurs voies de signalisation liées a différentes kinases
comme MEKK1, MEKK2, MEKK3, TAK, NIK, GSK3B, PKAc, PIM1, CKII, TBK1,PKCc (Hayden and
Ghosh, 2004)

Les fonctions de NF-kB dépendent de son interaction avec plusieurs autres facteurs
de transcription. Ainsi, la coopération de NF-kB et STAT3 (signal transducters and activators
of transcription) régule différents génes cibles anti-apoptotiques, et du cycle cellulaire, ainsi
gue des génes codant les chimokines et cytokines. La coopération entre NF-kB et p53 est
nécessaire pour l'activation de NF-kB apres certaines stimulations, par exemple lors de

I’activation par le TNF-a. (Hoesel and Schmid, 2013)

Les recherches récentes sur les lignées de cancers de la prostate montrent une
corrélation entre I'activité accrue de NF-kB avec un autre facteur de transcription appelé
ERG (ETS(erythroblast transformation- specific)-related gene). ERG peut aussi jouer un role
dans I'expression de certains genes cibles de NF-kB — ICAM1 dans les cellules endothéliales
et dans les métastases en stimulant CXCR4/CXCL12 (Chemokine C-X-C motif

receptor/Chemokine ligand) (Cai et al., 2010)

NF-kB peut réguler I'expression des genes de certains miRNA : miR-9, miR-21, miR-
143, miR-146 et miR-224. NF-kB peut aussi induire la synthése de certaines protéines

impliquées dans la régulation des miRNA. (Hoesel and Schmid, 2013)
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Cytosol A. Kinases
MEKK1, MEKK2, MEKK3, TAK, NIK
GSK3P, PKAG, PIM1, CKII, TBK1, PKCC
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IkBat, A20, CYLD, ..: Negative feedback
XIAP. TNFa, IL-1R, .. : Positive feedback

Nucleus

B.Transcription factors C.miRNAs D. Target genes
STAT3, p53, ERG miR-9, miR-21, mif-43 miR-146, miR-224| | Anti-apoptotic genes: iAPs, Bel-2, .
miR-15a, miR-16, miR-223 Cytokines: IL-1, IL-6, IL-8, CCL2, ...
Adhesion factors: VCAM-1, ICAM-1, ..

Figure 21 : L'interaction entre la voie canonique de NF-kB et différents processus de signalisation.

(A) Différentes kinases peuvent phosphoryler et activer les sous-unités IKKa et IKKB du complexe d’IKK ou
augmenter 'activité transcriptionnelle de NF-kB comme: GSK3, Protein kinase B (PKB ou Akt), Protein kinase R
(PKR), PKC, Mitogen-Activated Type 3-Protein Kinase 7 (MAP3K7 ou TAK1), p38 MAP kinases ou JNKs (c-JUN N-
terminal kinases).

(B) Les différents facteurs de transcription comme p53, ERG ou STAT3 peuvent influencer I'activité
transcriptionnelle de NF-kB ou activer directement la transcription des genes régulés via NF-kB.

(C) Les miRNA peuvent étre les génes cibles des voies de la signalisation de NF-kB ou affecter I'expression des
membres de la famille de NF-kB ou les molécules effectrices de la voie de NF-kB.

(D) Les genes anti-apoptotiques appartiennent aux génes cibles de NF-kB, par exemple, les génes des protéines
BIRC (Baculoviral IAP(inhibitor of apoptosis) repeat-containing proteins) et de Bcl-2 (B-cell ymphoma 2). Aussi,
les cytokines comme IL-1, IL-6, IL-8 et les facteurs d’adhésion VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1),
ICAM-1 sont les génes cibles de NF-kB.

(E) Les mécanismes de rétrocontréle peuvent réguler I'activité de NF-kB positivement et négativement : les
molécules de rétrocontrole positif sont XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein), TNF-a et IL-1R, lorsque
les molécules de rétrocontréle négatif sont IkBa, CYLD (Cylidromatosis) et A20. (Hoesel and Schmid, 2013)

NF-kB régule ses inhibiteurs positivement pour générer un rétrocontréle négatif
dépendant par exemple de IkBa. Ainsi, dés que NF-kB exerce son activité transcriptionnelle,

IkBa entre dans le noyau, favorise le déplacement de la liaison a 'ADN et le transfert
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cytoplasmique de NF-kB. Par ailleurs, les régulateurs négatifs de la signalisation de NF-kB
comme A20 et CYLD sont régulés positivement par NF-kB. Les enzymes déubiquitinases sont
les régulateurs négatifs de NF-kB et ont un réle critique dans cette régulation. Par exemple,
I’ablation génétique de la protéine A20 cause une inflammation dans de multiples organes.
La mutation ou la délétion de TNFAIP3(tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3) qui
code A20 est associée a la dérégulation de la signalisation de NF-kB dans plusieurs
lymphomes. Les polymorphismes de TNFAIP3 sont associés au lupus érythémateux

systémique.

CYLD est aussi un suppresseur de tumeur qui régule négativement la signalisation de
NF-kB via dé-ubiqutinylation et la régulation de la distribution nucléaire ou cytoplasmique de
NF-kB. Certaines mutations causant la perte d’expression de CYLD sont impliquées dans les
carcinomes colorectaux, hépatocellulaires, rénaux et dans le myélome (Hoesel and Schmid,

2013).

La suppression d’IKKB dans les cellules épithéliales intestinales (IECS: intestinal
epithelial cells) renforce I'apoptose indépendante de p53/JNK dans des tumeurs précoces ce
qui conduit a I'élimination des entérocytes en voie de transformation et diminue I'incidence

des tumeurs (Egan et al., 2004).

Principales fonctions de NF-xB:

NF-kB est impliqué dans la régulation de nombreuses réponses biologiques. L'activité
de NF-kB est importante pour la régulation des réponses immunologiques, I'inflammation et
la régulation de la survie cellulaire. NF-kB a un role indispensable dans I'oncogenése en
régulant I'expression de génes impliqués dans différents processus comme la prolifération,

I'invasion, la métastase etc.
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Figure 22 : Les génes NF-kB dépendants.

La représentation des genes NF-kB-dépendants impliqués dans différents aspects de I'oncogénese.
(Kim et al., 2006)

NF-kB peut activer I’expression de certains génes impliqués dans la suppression de la
mort cellulaire via les deux mécanismes: intrinséque et extrinseque. La résistance a
I'apoptose peut impliquer I'activation d’expression des facteurs anti-apoptotique comme
Bcl-2, Bcl-XL(B-cell lymphoma-extra large) ou la perte d’expression ou la mutation des
facteurs pro-apoptotiques comme p53. NF-kB intervient dans la régulation des genes du
VEGF qui contribuent a l'angiogenése. NF-kB est aussi impliqué dans linvasion en
intervenant dans I'expression des genes des molécules d’adhésion et d’intégrines, et les

protéases extracellulaires comme MMP2 et MMP9.
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IKKe

I-kappa-B kinase epsilon (IKKe ou IKKi) est un membre de la famille des kinases d’IKK
contenant cing membres : IKKa, IKKB, IKKy, IKKe et TBK1 (Chau et al., 2008). IKKe est une
nouvelle kinase du complexe d’'lkB, décrit pour la premiere fois par Shimada et ses collegues
(Shimada et al., 1999). Elle est exprimée dans différents tissus comme le pancréas, la rate, le
thymus, les leucocytes et les LT (Shimada et al., 1999). Dans les autres types cellulaires
(comme les fibroblastes) IKKe est surexprimée rapidement via les cytokines (TNF, IL-1, IK6,
IFN-y), les produits microbiens (LPS, ARN viral) et la PMA, d’ou son nom d’IKK inducible (IKKi)
(Verhelst et al., 2013).

Structure d’IKKe

Le gene IKKe est localisé sur le chromosome 1 et est constitué de 26.638 bases de
nucléotides (start: 206.643.586bp, end: 206.670.223bp). L'analyse de la séquence
nucléotidique d’IKKe par Matlnspector montre les éléments majeurs du promoteur comme
TATA-box (de - 608 a - 592), CCAAT-box (de - 1732 a - 1722, de - 1606 a - 1596, de - 559 a -
549), GC - box (de - 1637 a - 1623, de - 892 a - 878, de - 887 a - 873, de - 510 a - 496) etc.
IKKe possede 2 isoformes d’épissage alternatif nommés Q14164-1 et Q14164-2 (d’apres
www.genecards.org). La protéine correspondante a I'isoforme 1 est constituée de 716 acides

aminés et celle de I'isoforme 2 de 631 acides aminés.
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=1876 GATGOG ATGCCCACCT TTACATCCTG AGCACACAGT GOCTGOCTCA TAGCAGGTGE TAGACACATG
=1810 GTAGTITCOT TIGAATGTGC TAMTATOCT GCOOAAAGAGA TTOACGGAGA GASGAAAGTA AGAGTECTGO
=B
=140 TGAGGACCCA GCAGOTTCAT CAGGGAAAAA AGCTGGOTAAR CATTACGOAT TOTCTAAGTT ATOTAGCAAAL
=1770 COTCGOTGOC CTAARGCAAC AAMGGCTGAT TTCTCACCAR AGCCANTGTIC CCTTIGTGGAC CAGCAGGGGA
CCAAT=Box
=1700 ACTCTGOTCA GOACAGTCAC TCAAGGACCC AGACTAACAS AATCACACTG CCAGAAAGCA GAGTTCIGLO
=1630 AGGGTCTTGC ATCAGGAAAT AAATGCITTG GTOGGGAACT CACATGCTCC CCCTATCACA AAGTAACTAG
GC=-Box EBP CCAAT-Box
=1560 GATGTGCAGT TCTCCCATGT GCCAGGCAGG CAGAAACCTG GOAAGACTAG GCTGOGTGCA GTGGCTCACG
=1490 CCTGTAATCC COGCACTITG GGAGACTGAG GCAGGTGGAT CAGGAGGTIC GGAGATCTAG ACCAACCTGE
=1420 TEARTOOASE TOACCARCOA CACAGTEANA COCCATOTOT ACTAARAATA CAARAAATTA GOCACTOGOT
=13150 CACGOOTGTA ATCOCGGOAC TTTGGGAGGE TOAGGCAGGT GOATCAGGAS GTTEOGAGAT CARGTOCAAC
=1280 CTOTTCAATC CACCTCACCA ACCACACAGT GARACCCCAT CTCTACTAAR AATACAAARA GTTAGOCGGO
=1210 CATGETOGTE CATECCTETA GTOCCAGATA CTTGGOAGGE TOASGOAGAR GAATCACTTS AACCCAGGAS
=1140 GTGGAGATTG CAGTOAGCTA ACATCATGOC ACTGCACTCC AGCCTGGOTG ACAGAGTGAG ACTCCATCTC
=1070 AARAAARAAAL AGCARGOTGE GAMGACTOGG TGOAACATGA GOATCTCAGE CACICAGGCA CATTCCICCT
=1000 GOTCOTGATE TOGAGANGTTG CAGCAACTCOC TOCAGCTGGA GOTGTTATOS GGASTTOTICT TTATCTGAGE
=830 ACTAGGCAGT TCTCAGCTCT GOTCCTGTTC TAGTGTCACT GTOGGAGGOG TGGGGCTOGC GGAGGAANCC
GC=-Box =B0X
=060 ACCASOTODE GOCATOGEAN AGTOOCTOCA ACATTOTATA GAAACATGOA ATTICOTOGT TTTAARCCATE
KB KB
=780 TCATATCCAL CTIGOCATCTC TGAGCTGACC AGAGCAGGAC AGACCCCTCC AGCCTCOTAG GACATTIGAT
=720 GTEGGECATC GASTOOTESC TOGGAAGTTS GCACCTOGOT GOCAGCCOCA GOAGTOTOTS AMGASCATGS
=650 GTARATTACT GAAGTOTGTG GGOCTCCATG CCTTCAATGE CTTTCTGTAA AATGOTTICC AMGCTOCCAA
TATA=Box
=580 ACAATTCCAAL ATATATCCAT GTCATCCANT CAACCCACAS AGTAGCTGTT ACTCTGOGGG TGAGTGAGCT
COAAT-Box
=510 GOCTGOGAGE GOCTOCATEC TGTOTGOTCA GOTCACACTE GAAGGCATCA GCTGAGTCOC COCGOTIGOT
GC=Hox
=440 CTCGEACCTC TOCAGGOCTC CTGOGAAGGET GACTCAGATC CAACTTCTAG GACTGGATCGS GCATAGCTCC
APl
=370 CACACITOOT TOGGOTTOOT GGGTOTOSGA GCCATGOACTT COCAGSCASE TTTOCACTTA GTTAACTTOE
*B C/EBP
=300 ECARCCTGOT CTOTTOACTC TOGOAAGAGE COTGARCTTC COTGOTCOAS TOARCTOTGH GAGATOCCAA
3] kB
=230 AACAGCACCD AGCTGCOCAT CAAGATIACC AGAAGGOCCC CAGTTCOTGE CTTCTCTOTG GOTCACACTC
=160 TGOTCCTATT GOCTACCCTT GGGARCICAG AGCATOCTCT TTCTCTTTIC TGCTGAGCTG GTOGCTGCAC
=30 CGAGTTGCCT CTGTCTCITT AAGAGAGAAA GAGAGAGCGA GAGACGGAAA TCAGGAAGTG CGAGAGAGCT
™ Th8
+1
=20 GAGAGOCAGE ACTCAGTEOT GAGCTTOATE TCOCACCGOD ACAAGEAGOC AGGGAAGARA COCACTASTC
451 CCAGCTCOTE GOGTGGCACA GACATTGCAAR CTEOCCCTGC CTOTGOGTCC TAGGOGOCCT TGOCTACCAG
4121 GAGGCTAAGA ACACTGOTCA TOAATGACAS TOAGCOCTGA AAGCTOTOO6 GETOTCACCS AGTCOCACAA
Intronl
4181 GOCTGCATOC COTGOAGTOS AGATOGE===mmm == CTC AGCTCOTGON COTOCCACAG ACAGRARGCA
Intron2
4251 TARCATACAC TCGOCAGGAR GAGCCTITGC CTOACTCAGE GCAGCTCAGA GTETOGG======mmm== GCA
4311 GARGETGASC AGCCAGOTCA mumaﬁ

Figure 23 : Séquence nucléotidique représentant le promoteur et la 5'UTR (Un Translated Region) du
geéne IKKe humain.

Le site du codon start est marqué +1. Les paires de bases avant le codon start sont marquées en
nombres négatifs, celles d’aprés sont marquées en tant que nombres positifs. Les éléments de réponse aux
cytokines (TNF-a, IL-1B) sont soulignés (Wang et al., 2005).

Les kinases des IkBs ont une organisation structurale protéique comprenant des

domaines KD(kinase domain), ULD (ubiquitin-like domain) et SDD (a-helical

scaffold/dimerisation domain) (Xu et al., 2011). Les kinases IKK-liées ont un domaine kinase
N-terminal, un domaine Leucine Zipper en C-terminal et un domaine HLH impliqué dans la
régulation de I'activité phosphotransferasique. Le domaine kinase d’IKKe posséde 33%

d’identité avec IKKa et 31% avec IKKB (Servant et al., 2010) et 27% d’identité avec chaque
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kinase pour sa séquence complete. IKKe et TBK1 partagent 64% d’identité et IKKa et IKKB

partagent 52% d’identité.
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Figure 24 : Alignement des séquences polypeptidiques d'IKKa, IKKB et IKKe.

Alignement des séquences peptidiques d’IKKa, IKKB et IKKe : les résidus identiques sont montrés en
noir, les parenthéses verticales indiquent les domaines kinases et les parenthéses horizontales indiquent la
boucle d’activation des IKKs. Les résidus sérine sont marqués par des points et les étoiles indiquent les résidus
importants de motif de Leucine Zipper d’IKKa et d’IKKB. Et le domaine de multimérisation d’IKKe (domaine
Coiled-coil) est souligné (Peters et al., 2000).

Dans cette figure, nous observons les différents domaines d’IKKe selon leur fonction.

Le domaine kinase représente la partie majeure de la structure 3D d’IKKe, qui correspond a

la séquence polypeptidique de 10 a 244 acides amines.
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Uniprot features:
Nucleotide binding 15 -23  ATP (By similrity).
Active ste 135 Proton acceptor (By smiarty]
] ATP (By simiarity).
172 Phos phoserire; by IKKB.
231 Glyeyl lysine sopeptice {Lys-Gly)
1 -85 Missing (in isoform 2)
ariant 128 E - K (in cbSNP:rs¢1286028)
L] MuTacen 38 K-=A: Loss of kirase activity ang loss of
[ ] MUTAGEN 168 E-»A: Slight decrease of kinase activity.
(] MUTAGEN 172 §->A: Loss of autophosphorylation and of
(] mutacen 172 S->E: Decrease ir kinase activity
E MUTAGEN zn K->R: Loss of sumoylation and loss of

CONFLICT 187 R ->Q (in Ref. 7; AAICS825).

Interpro annotation:
Pkinase 10- 244

Figure 25 : Structure 3D d’IKKe.

IKKa et IKKB sont les sous-unités catalytiques du complexe IKK (Israél, 2000). IKKa est
nécessaire a la maturation de la protéine p100 et joue un réle important dans la régulation
de I'activité transcriptionnelle de NF-kB en activant la phosphorylation de p65 (O’Mahony et
al., 2004). IKKPB est essentielle a I'activation du complexe IKK et a la phosphorylation d’IkB
par les cytokines pro-inflammatoires (Zandi and Karin, 1999). IKKy est la sous-unité
régulatrice du complexe IKK (Yamaoka et al., 1998). IKKe est un homologue d’'IKKa et d’IKKpB,

elle phosphoryle IkBa seulement sur la serine 36 (Peters et al., 2000).

Régulation et fonction d’IKKe

Le role d’'IKKe dans I'oncogenése, les réponses immunitaires, I'apoptose etc. est
assuré via son action sur ses cibles en impliquant différentes voies de signalisation. IKKe peut
étre induite par le LPS (Shimada et al., 1999), les cytokines pro-inflammatoires (Kravchenko
et al., 2003) etc. Il existe des nombreuses cibles d’IKKe, dont certaines sont communes avec
les autres IKK (IKKa et IKKB). Mais, STAT1, RelA/p65 et p100/p52 sont les cibles spécifiques
activées via IKKe (Servant et al., 2010). IKKe peux interagir avec plusieurs protéines comme
MAVS/IPS1, AZI2, SIKE1l, TICAM1/TRIF, IRF3, DDX58/RIG-l, TOPORS, CYLD
(www.genecards.org). IKKe a des interactions positives ou négatives avec plusieurs protéines
pour exercer son réle dans les différents processus biologiques. Les candidats les plus

connus pour l'interaction avec IKKe sont les suivants :

o IRF3: intervient dans l'activation des promoteurs d’ISRE (interferon-stimulated

response element). Il joue un réle dans I'activité antivirale.

116



TANK (TRAF family member associated NF-kB activator) fonctionne comme un
régulateur de TRAF en le gardant dans un état inactif.

IRF7 est un facteur de transcription impliqué dans I’activité antivirale et qui est activé
via phosphorylation en réponse aux infections.

TLR3 participe dans la réponse immunitaire innée aux agents microbiens et viraux. Il
agit via MYD88 et TRAF6, ce qui conduit a I'activation de NF-kB, a la sécrétion des
cytokines et a la réponse inflammatoire.

TICAM1 (Toll-IL-1-receptor Containing Adaptar Molecule 1) est impliqué dans
I'immunité innée contre les pathogenes. Il est impliqué dans I'activation d’IRF et de
NF-kB via TLR3 et TLR4, et dans I'apoptose.

TRAF3 est une protéine adaptatrice et traductrice de signal qui associe les membres
de la famille TNF aux différentes voies de signalisations. Elle est impliquée dans
I'activation de NF-kB et de JNK.

SIKE1 (suppressor of IKBKE1) est un suppresseur physiologique d’IKKe et de TBK1. Il
inhibe la voie d’activation d’IRF3 via les virus ou TLR3. Il s’agit d’'un rétrocontréle
négatif.

TBKBP1 (Tank BIinding Kinase 1 binding protein 1) est une protéine adaptatrice qui se
lie constitutivement a TBK1 et a IKBKE et joue un réle dans I'immunité innée
antivirale.

TBK1 est une protéine sérine/thréonine, et un homologue d’IKKe, qui joue un rdle
essentiel dans la transcription des genes induit via TNF-a.

DDX58 (DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58) est impliqué dans la défense
immunitaire innée contre les virus. L'interaction avec les ARNdb(double stranded
RNA) produits pendant la réplication virale, déclenche la traduction de la cascade
impliguant MAVS/IPS1 (Mitochondrial antiviral-signaling protein/ IFN-B promoter
stimulator 1), qui résulte en I'activation de NF-kB, de IRF3 et d’IRF7 et a I'induction
des cytokines antivirales comme IFN-B, CCL5/RANTES (Chemokine (C-C motif) ligand

5 / regulated on activation, normal T cell expressed and secreted).
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. SIKEL
=

TBKEP1

Figure 26 : Interactions possibles avec IKKe.

(www.string90.embl.de/).

Implication d’IKKe dans 1’activation de NF-kB

Il existe des nombreux agents capables d’activer NF-kB par le complexe IKK. Les
mieux caractérisés sont les TNF et IL-1f. La liaison de I'lL-1B a IL-1R conduit a la formation
d'un complexe entre I'lL-1R et IL-1RAcP, ce qui déclenche a son tour I'assemblage d'un
complexe de signalisation sous-membranaire contenant MyD88 , IRAK , et TRAF6 (Cao et al.,
1996). TRAF6 est un transducteur de signal dans la voie NF-kB qui va activer les IKK. Mais, la
traduction des signaux vers le complexe IKK par TRAF6 et autres n'est pas compris. En
revanche, on sait que IKK est activé par TRAF6 via un mécanisme impliquant les chaines de
polyUb K63-liés, mais pas la dégradation protéasomique (Deng et al., 2000). De plus, il a été
montré que l'ablation génétique de TRAF6 abolit complétement |'activation des IKK en

réponse aux IL-1B, CD40 et LPS (Lomaga et al., 1999).

L'activité kinase d’IKKa et d’IKKB est stimulée par TNF-a ou IL-1, par contre
I’'autophosphorylation d’IKKe et son activité kinase ne sont pas améliorées par ces cytokines.
D’apres Shimada, I'expression d’IKKe est principalement régulée au niveau des mARN, en

sachant que la surexpression d’IKKe est suffisante pour son autophosphorylation, comme
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pour 'activation de NF-kB. IKKe est donc considérée comme la seule IKK dont I'activité est
régulée par son expression (Shimada et al.,, 1999). En méme temps, il été montré que la
forme rendue inactive par mutation d’IKKe bloque I'induction de NF-kB par PMA (Phorbol

ester) ou lors de I'activation par le TCR, mais pas par le TNF-a ou I'lL-1 (Peters et al., 2000).

Le TNF induit I'activation de NF-kB via la voie canonique, par phosphorylation de
TRAF2 (Sérinel1) par I'intermédiaire de IKKe (Shen et al., 2012). IKKe joue aussi un role dans
I'activation de RelA par la voie non canonique. IKKe peut provoquer I'expression des genes
via transactivation de p52, mais ce processus est indirect et requiert la présence de RelA
phosphorylé via IKKe (Wietek et al., 2006). IKKe peux aussi activer NF-kB par phosphorylation
de la protéine associée a la CYLD. CYLD est une enzyme de désubiquitination impliquée dans
la régulation négative de l'activité de NF-kB. Cette régulation passe par la protéolyse
d’ubiquitine liée a K63 a partir de constituants de signalisations proximales de NF-kB tels que
le récepteur TRAF2, TRAF6, et IKKy. IKKe activée phosphoryle CYLD en S418, ce qui aboutit a
la diminution de son activité deubiquitinase (Hutti et al., 2009). Habituellement, CYLD inhibe
TRAF6, TRAF7 (Yoshida et al., 2005). Les souris déficientes en CYLD montrent une incidence
élevée de colites inflammatoires et de cancers colorectaux associés a cette inflammation,
probablement causée par une production accrue de NF-kB par les cytokines pro-

inflammatoires issues des macrophages (Zhang et al., 2006).

Implication d’IKKe dans l1’activation des STATs

STAT1 induit la mort des cellules tumorales via la régulation transcriptionnelle des
genes codants pour les protéines comme: les récepteurs de mort, les caspases, iNOS, Bcl-XL,
p21 (Bowman et al., 2000)(Bromberg and Darnell, 2000)(Kim et al., 2007). IKKe induit la
phosphorylation de STAT1 suite a son induction par I'IFN-B (Tenoever et al., 2007). IKKe a un
role régulateur des réponses a I'lIFN-I et I'IFN-II ainsi dans la balance entre I'immunité innée
et adaptative. Suite a une infection virale, I'IFN-I (IFN-a et IFN-B) induit la formation du
complexe ISGF3 (IFN-stimulated gene factor 3) composé de: STAT1, STAT2 et IRF9 via la
phosphorylation de STAT1 par IKKe. L'IFN-II est impliqué dans la formation du complexe GAF
(gamma-activated complex) impliqué dans I'activation de I'expression des genes antiviraux
via l'induction d’homodimérisation de STAT1. Mais, quand STAT1 est phosphorylé via IKKg,

I’état de phosphorylation de STAT1 inhibe I'homodimérisation de cette protéine et la
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formation du complexe GAF. Donc, I'activation d’IKKe via un virus ou/et I'lFN-I, supprime
I'expression des genes dépendant du complexe GAF et favorise I'expression des génes
nécessitant la présence du complexe ISGF3. Par conséquent, en cas d’absence d’IKKe la
transcription de GAF est augmenté et rend les cellules résistantes aux infections (Ng et al.,

2011a).

Implication d’IKKe dans 1l’activation des IRFs

IKKe et TBK1 (les kinases IKK-liées) sont des composants des kinases activées via le
TLRs, qui phosphorylent IRF-3 et IRF-7, ce qui permet de souligner son réle dans le
déclenchement de la réponse antivirale (Sharma et al., 2003). La phosphorylation d’IRF-3 et
d’IRF-7 se fait aux résidus C-terminal (Chau et al., 2008), (Sharma et al., 2003) (Joo et al.,
2007). La voie d’activation de TLR3 via les ARNdb et de TLR4 via le LPS abouti a I’expression
des genes IFN-induits et requiert la participation de TRIF mais pas de MYD88. En effet,
MYD88 est impliqué dans la voie de signalisation activant NF-kB. (Hemmi et al., 2004)
(Fitzgerald et al., 2003). La phosphorylation d’IRF3 et d’IRF7 via le complexe kinase
IKKe/TBK1 requiert aussi la présence de plusieurs protéines comme: NAP1 (or AZI2: 5-
azacytidine-induced protein 2), TANK, DDX3, SINTBAD(or TBKBP1 : tumor necrosis factor
family member-associated NF- kB activator binding kinase 1 binding protein) , IKKy, TRADD
(Tumor necrosis factor receptor type 1l-associated DEATH domain protein) et TRAF (Bowie
and Unterholzner, 2008) (Gatot et al., 2007). TRAF3/6 se lie directement avec TRIF (TIR-
domain-containing adapter-inducing interferon-g) apres son activation et induit la
phosphorylation d’IRF3 et d’IRF7 (Hacker et al., 2006). TRAF6 interagit avec TRIF via son
domaine TRAF et le N-terminale de TRIF contenant les motifs pour la liaison de TRAF6 (Sato
et al., 2003). NAP1 (TBK ou T2K) est une sous-unité régulatrice des kinases IKK-liées, elle joue
un rble dans I'activation de NF-kB (Fujita et al.,, 2003). Ainsi, elle participe a la
phosphorylation d’IRF3 lors de I’activation de TLR3 (Sasai et al., 2005). La phosphorylation et
I’activation d’IRF-7, via IKKe/TBK1, a un rble essentiel dans la régulation de I'immunité innée
et dans la transition de I'immunité innée a I'immunité adaptative (Honda et al., 2005). Une
autre voie qui résulte de I’ activation d’IRF-3, d’IRF-7 et de NF-kB via le complexe IKKe/TBK1
est la voie qui passe par RLRS (RIG-I (retinoic acid inducible gene 1)-like receptor) et
MAVS(Lazear et al., 2013). Les protéines DEAD box sont caractérisées via le motif Asp-Glu-
Ala-Asp (DEAD), et sont les ARN-hélicases impliquées dans plusieurs processus cellulaires qui
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entrainent la liaison a I’ARN et I’altération de la structure secondaire de I’ARN. RIG-I est codé
par le gene DDX58 et contient les motifs ARN-Helicases Dead Box et un domaine CARD
(caspase recrutement domain). RIG-1 est impliqué dans la reconnaissance de I’ARNdb viral et

dans la régulation des réponses immunitaires (www.ncbhi.nlm.nih.gov/gene).

SIKE est un suppresseur d’IKKe/TBK1. SIKE est associé a TBK1 dans les conditions
physiologiques, mais lors d’infections virales ou lors de stimulation TLR3, il y a dissociation
de SIKE et de TBK1. Dans la voie d’activation d’IRF3 par des virus ou par TLR3, la
surexpression de SIKE perturbe les interactions d’IKKe, ou celles de TBK1, avec les
composants de cette voie comme: TRIF, RIG-I, et IRF-3 (Huang et al., 2005). Au contraire des
cellules déficientes en TBK1, les cellules déficientes en IKKe produisent normalement I'lFN
(Hemmi et al., 2004). IKK a deux différents épissages alternatifs: IKKe sv1 et IKKe sv2. Aucun
des variants d’épissage n’active IRF3, ils forment des diméres avec IKKe WT et inhibent
I'activation de IRF3 par IKKe. IKKe svl active toujours NF-kB, par contre IKKe sv2 est

défectueux dans I'activation de NF-kB (Koop et al., 2011).

Implication d’IKKe dans 1’inactivation de FOXO3

Les protéines FOX (Forkhead box) sont une famille de régulateurs de transcription
définie par un domaine de liaison a I'ADN commun appelle « forkhead box ». Plusieurs sous-
familles de Fox tels que FoxO, FoxM, FoxP, FoxC et FoxA ont été liées a la tumorigenése et la
progression de certains cancers. |l y a quatre membres de la famille FoxO chez les humains,
FOXO1, FOX03, FOX04 et FOX06. Pourtant ces facteur de transcription sont encore trés peu

étudiés (Myatt and Lam, 2007).

FOXO3 (connu aussi comme FOX03a) est un facteur de transcription impliqué dans la
réparation des dommages de I’ADN, I'apoptose et le cycle cellulaire. FOXO3 est connu
comme le suppresseur de tumeur, et sa dérégulation est impliquée dans la tumorigenése. La
diminution de I'activité de FOXO3 est observée dans divers cancers et souvent liée a
I'augmentation de lI'activité Akt résultant de la perte de PTEN. En effet lors de la
phosphorylation par Akt, FOXO3 subi la translocation extra-nuclaire (Skurk et al., 2004)
(Finnberg and El-Deiry, 2004). FOXO3 joue aussi le role de déclencheur pour I'apoptose. En

effet, il augmente I'expression de genes important pour I'induction de la mort cellulaire
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comme Bim et PUMA et diminue des proteines anti-apoptotiques comme FLIP (FLICE-

inhibitory protein)(Ekoff et al., 2007)(Skurk et al., 2004).

IKKe phosphoryle et inactive FOXO3 (Forkhead box O3, facteur de transcription de la
survie cellulaire) en réponse aux agonistes de TLR4. Inversement, FOXO3 est aussi capable
d’antagoniser I'activité de NF-kB (surexpression de IkB directement ou indirectement) et IRFs
(INF regulator factor). La plupart des geénes impliqués dans la prolifération et la
régularisation du cycle cellulaire sont inhibés par FOX03. Ce processus n’est pas dépendant
de linteraction de FOXO3 avec I’ADN, mais plutét de son interaction avec un facteur de

transcription comme p53 et B-caténine.
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Figure 27 : Régulation et fonctions d'IKKe.

La surexpression d’IKKe dans les cellules tumorales induit la survie, la transformation et la prolifération
cellulaire via différents mécanismes impliquant la phosphorylation de substrats spécifiques par IKKe. IKKe
peut phosphoryler NF-kB directement ou indirectement (via phosphorylation et activation d’AKT), ce qui
résulte a I'expression des génes NF-kB dépendants. De méme, IKKe phosphoryle et inactive CYLD, en inhibant
sa capacité de deubiquitinase pour les substrats spécifiques, impliqués dans la voie de signalisation de NF-kB.
La phosphorylation de TRAF2 par IKKe active sa capacité E3-ubiquitine ligase. Donc, la phosphorylation de
CYLD et de TRAF2 par IKKe, augmente la signalisation de NF-kB d’une maniére ubiquitine dépendante. IKKe
augmente le potentiel inducteur de STAT1 pour ses génes cibles, par sa phosphorylation. Les kinases IKK-liées
(IKKe et TBK1) peuvent s’autoactiver et aussi étre activée via IKKa/B. L’activation canonique des kinases a lieu
via la liaison des ligands avec les récepteurs spécifiques (TNF-R1, IL-1R, TLR4, RIG-I), ce qui déclenche le
recrutement des protéines adaptatrices (Mal, MyD88, TRAM, TRIF, MAVS). Il en résulte la dégradation de
IkBa via les kinases IKKa/B et conduit a la libération des hétérodimeéres p50/p65, qui ensuite subissent la
translocation nucléaire. Il existe une réciprocité entre I'activation des voies canoniques et non—canoniques.
L’activation canonique d’IKKa/B peut activer IKKe qui a son tour est capable d’activer IKKa/B. L’autoactivation
d’IKKe/TBK1 est TRAF dépendante. En effet, la signalisation TRIF-dépendante pour TLR3 et TLR4, ainsi que la
signalisation dépendante de MAVS pour RIG-I, induit 'autoactivation d’IKKe/TBK1 via TRAF3. Ce processus
requiert l'interaction d’IKKe/TBK1 avec les différentes protéines chaperonnes (TANK, NAP1, SINTBAD). La
coopération d’IKKe/TBK1 avec les protéines chaperones est impliquée dans différentes activités :

v' IKKe/TBK1 peux étre impliquée dans I'activation de I'expression des génes cibles NF-kB dépendants
via la phosphorylation d’lkBa ou via la phosphorylation d’IKKa/B ;

v' IKKe/TBK1 peut phosphoryler IRF3 (aussi IRF7), en menant & son homodimérisation et a sa
translocation nucléaire ;

v' IKKe/TBK1 peut phosphoryler c-Jun en contribuant a la libération de NCoR (nuclear repressor
complex).
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Rb6le d’IKKe en cancérologie

Des études récentes montrent le role d’IKKe dans I'oncogenése, Eddy et ses colleégues
ont montré la surexpression d’IKKe pour la premiére fois dans le cancer du sein. Pourtant,
elle est exprimée faiblement par les cellules saine (Eddy et al., 2005). Ensuite, plusieurs
études ont montré le role d’IKKe dans I'oncogenése de divers cancers comme : le cancer de
sein (Boehm et al., 2007), le cancer de la prostate (Péant et al., 2009), le cancer ovarien (Hsu
et al., 2012)(Guo et al., 2009), le gliome (Li et al., 2012c) et I'adénocarcinome (Cheng et al.,
2011a). Il a été montré, dans le cancer du sein, que l'inhibition du géene IKKe par siARN inhibe
I'invasion et la prolifération des cellules cancéreuses (Qin and Cheng, 2010). IKKe induit
I'oncogenese des cancer de la prostate par la sécrétion de cytokines inflammatoires comme
IL-6 et IL-8 (Péant et al., 2009). IKKe augmente la progression et le développement des
cellules du cancer du sein via la signalisation médiée par ERa-36 (Li et al., 2013). Une
recherche plus récente a été réalisée en 2012 par Sarah et ses collegues, qui ont montré que
I'expression d’IKKe est corrélée avec l'invasion, les métastases, et le stade tumorale des
cancers ovariens (Hsu et al., 2012). On peut suggérer que la dérégulation de I'expression
d’IKKe se déroule au niveau transcriptionnel et/ou traductionnel. En effet, dans les cancers
I'augmentation de I'expression d’IKKe au niveau protéique est beaucoup plus importante

gue son amplification au niveau de I’ADN (Guo et al., 2009) (Guo et al., 2010).

IKKe et TBK1 sont impliqués dans la transformation oncogénique RAS-dépendante.
L'implication de TBK1 dans cette transformation requiert la présence d’un effecteur de Ras
nommé Ral-GEF (Ral-guanine nucleotide exchange factor). Lorsque la transformation est
induite par IKKe, cela passe par I'activation de la voie PI3K-Akt et implique un autre effecteur

de RAS nommé P110 (avec ses isoformes a, b, d et y).

Fonctions dans 1’apoptose

MacKelgan et ses collegues ont montré que I'inhibition d’IKKe induit I'apoptose dans
la lignée cellulaire Hela (MacKeigan et al., 2005). Ensuite, il a été montré I'impact de
I'inhibition d’IKKe via shARN pour ralentir la prolifération cellulaire des cellules du cancer
ovarien et des cellules Hela (Adli and Baldwin, 2006) (Guo et al., 2009). IKKe a aussi un

impact sur le cycle cellulaire, son inhibition via shARN induit I'arrét du cycle cellulaire a la
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phase GO/G1 a cause de la régulation négative de la cycline D1 (Qin and Cheng, 2010). Il a
été montré que la surexpression d’IKKe est corrélée a la résistance au cisplatine. Lors du
traitement d’une lignée de cancer ovarien, avec du cisplatine, une augmentation significative
de I'apoptose a été montrée sur les lignées bloquées pour IKKe par rapport aux cellules
controles (Guo et al.,, 2009), (Qin and Cheng, 2010). Au contraire la surexpression d’IKKe
mediée par un virus, provoque la libération mitochondriale du cytochrome-c et I'apoptose.
IKKe phosphoryle XIAP au Ser430 (antagoniste potentiel des caspases -3, -7 et -9) ce qui
conduit a sa dégradation protéasomique, et par conséquent, au déclenchement de
I'apoptose. La phosphorylation de XIAP régule son interaction avec IRF3, ce qui suggere son

réle dans I'apoptose médiée par IRF3-Bax (Nakhaei et al., 2012).

KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) est un proto-oncogéne
qui est muté dans de nombreux cancers, dont la plupart sont agressifs et répondent mal aux
traitements. La suppression de TBK1 induit spécifiguement I'apoptose dans les cancers qui
expriment k-Ras. Les signaux anti-apoptotiques de NF-kB, activé via TBK1, impliquent c-Rel
et Bcl-XI, et sont essentiels pour la survie. TBK1 et NF-kB sont essentiels dans les tumeurs k-
ras mutées et présentent une approche générale pour lidentification de voies co-

dépendantes dans les cancers (Zhu et al., 2014).

Depuis la découverte de TBK1 et d’IKKe, une caractérisation des voies de signalisation
conduisant a l'activation d’IRF-3 et d’IRF-7 a conduit a l'identification de plusieurs protéines
chaperonnes régulant l'activité phosphotransférase de ses deux kinases, dont DDX3 fait
partie. Induction de I'activité promotrice de DDX3 ramene a l’activation des voies TBK1/
IKKe/IRF3 et ainsi DDX3 stimule les réponses immunitaires innées par I'induction d’IFN-B via
TBK1/ IKKe (Soulat et al., 2008)(Choi et al., 2014). DDX3 joue aussi un role dans I'apoptose.En
effet DDX3 associé a p53 induit I'accumulation de p53 dans le noyau suite a un dommage a
I’ADN et régule positivement |'apoptose dans les cellules exprimant le p53 fonctionnel. Au
contraire, dans les cellules exprimant la forme mutée de p53, DDX3 inhibe I'activation de la
voie extrinseque de I'apoptose pour réduire I'activation de la caspase-7 (Sun et al., 2013b).
Le role de DDX3 dans I'induction de la TEM via Snail a été montré par la méme équipe (Sun

etal.,, 2011).
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OBJECTIFS

Les cellules du systéeme immunitaire sont programmeées pour reconnaitre et éliminer
les cellules cancéreuses, pourtant les cellules tumorales ont la capacité de mettre en ceuvre
les divers moyens pour échapper a la mort induite par les effecteurs du systéme
immunitaire. Au cours de cette thése, nous avons étudié plus particulierement PD-L1, qui est
impliqué dans la protection des cellules tumorales contre une attaque du systéme
immunitaire. Auparavant, plusieurs équipes ont montré l'induction de PD-L1 dans divers
cancers (cancer du poumon, cancer du colon, cancer ovarien, cancer du pancréas, cancer du
sein, mélanome, leucémie etc.) et que les niveaux élevés de PD-L1 sont liés a un mauvais

pronostique.

Cependant, aucune étude n’avait encore montré le lien entre I'induction de PD-L1 et
I'induction de la TEM. Ainsi, les objectifs de cette thése ont été I'analyse des mécanismes de

I'induction de PD-L1 au cours de la TEM.

Comme notre travail de thése s’est organisé sur I'étude du réle de la TEM dans
I'invasion tumorale, nous avons tout d’abord souhaité obtenir un modele réversible de TEM.
Le but de travailler avec un tel modele était de voir les modifications au cours de la TEM,
ainsi qu’au cours de la MET; ce qui nous permettrait de mettre en évidence les
changements spécifiques a la TEM et de comparer la reconnaissance des méme cellules dans
un aspect épithélial ou mésenchymateux par les effecteurs du systéeme immunitaire. Dans
notre projet, nous avons utilisé la lignée de cancer pulmonaire A549 dont I'exposition aux
cytokines inflammatoires permet I'induction de la TEM de maniére réversible, sachant que
dans l'organisme les cellules cancéreuses sont capables de rélarguer des cytokines
immunosuppressives et inductrices de la TEM. Nous avons ainsi validé ce modele in vitro de
TEM inductible avec la combinaison des cytokines TNF-a et TGF-B. Cela nous a permis de voir

au cours de la TEM l'induction de PD-L1 connu pour sa capacité a réduire la prolifération des
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LT CD8" via la formation du complexe PD-1 /PD-L1, qui va transmettre un signal d'inhibition.
Nos objectifs de travail étaient de voir par quels mécanismes les cellules cancéreuses

arrivent a induire I'expression de PD-L1 au cours de la TEM.
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INTRODUCTION A LA
PUBLICATION

Plusieurs études ont auparavant montré la TEM comme un facteur de mauvais
pronostique. Notre équipe s’intéressant particulierement aux liens entre la TEM et
I'immuno-évasion des cancers, nous avons commencé par |'étude des récepteurs de mort,
des divers ligands pour des récepteurs activateurs des cellules NK et des molécules
inhibitrices pour les LT dans le contexte de la TEM induite dans le cas du cancer du poumon.
Nous avons choisi d’explorer au cours de notre travail la régulation de PD-L1, dont
I'induction était plus flagrante au cours de la TEM induite avec la combinaison des cytokines
TNF-a et TGF-B. En parcourant la littérature relative a I’expression de PD-L1, nous avons vu
gue son induction était corrélée a un mauvais pronostique dans le cas de nombreux cancers,
tandis qu’aucune étude n’a montré le réle de la TEM dans son induction. Comme l'induction
de PD-L1 n’était pas observée dans le cas du traitement individuel avec les cytokines TNF-a
ou TGF-B, mais seulement dans le cas de I'induction de la TEM lors de la combinaison de ces
deux cytokines ; nous avons commencé par explorer le réle des facteurs de transcription
spécifiques de la TEM dans I'induction de PD-L1 grace a une technique de transfert de géne.
Les résultats obtenus nous montraient I'insuffisance de ces facteurs de transription dans
I'induction de PD-L1 dans ce modele. Nous avons, a partir de ce moment, réorienté notre
travail vers l'étude des mécanismes d’induction de PD-L1. Auparavant, des études
montraient déja I'implication directe d’'IRF1 et de NF-kB dans la régulation de PD-L1 via la
fixation sur son promoteur. Nos études se sont donc, naturellement penchées sur
I'implication de ces protéines dans le mécanisme générale d’induction de PD-L1. Nos travaux
ont montré que IRF1 et RelA ne semblent pas impliqués dans la régulation de PD-L1 lors de

la TEM. Nous avons ensuite analysé l'influence de IKKe, déja décrite comme un oncogéne
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dans le cas de nombreux cancers et sous-unité de la famille NF-kB. L'utilisation des
inhibiteurs pharmacologiques d’IKKe, ainsi que linduction d’IKKe par la technique de
transfert de gene nous témoigne de son implication dans la régulation de PD-L1. Ce travail

fait ’objet d’un article scientifique dans Journal of Experimental & Clinical Cancer Research
en 2015. (Asgarova et al., ”Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) regulates PD-L1

expression in non-small cell lung carcinoma: a role for IKKe”, en soumission.)

129



130



RESULTATS



132



Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) regulates PD-L1 expression in

non-small cell lung carcinoma: a role for IKKe.

Asgarova A7, Asgarov K'?, Galaine J'~, Guenat D', Mougey V -4 Queiroz L', Pallandre
JR'? Bouard A", Balland J'~, Adotevi O'?, Godet Y', Hervouet E>, Borg c'.

" INSERM unit 1098, 8 rue du Docteur J ean-Francois-Xavier Girod BP 1937 25020
Besancgon Cedex France.

? Clinical Investigation center-Biotherapy, 3 bd Fleming, F-25030 Besangon Cedex, France

3 University of Franche Comté, Besancon, France

* Etablissement Frangais du Sang, UMR1098, 8 rue du Docteur Jean-Francois-Xavier Girod
BP 1937 25020 Besangon Cedex France.

> University Hospital of Besangon, Department of Medical Oncology, 3 bd Fleming, F-25030
Besangon Cedex, France

Corresponding author: Christophe Borg, 8, rue du Docteur Jean-Francois-Xavier Girod BP
1937 25020 Besangon Cedex France. Tel : 33 3 81 66 93 21 ; fax : 33 3 81 66 97 08 ; email :
christophe.borg@efs.sante.fr

Keywords: epithelial-mesenchymal transition; IKKe; NF-kB; death receptors; PD-L1; A549;

lung cancer, cancer

Figure 1. A549 model.

Figure 2. Regulation of death receptors and immune checkpoint inhibitors on A549 during EMT.
Figure 3. TNF-a and TGF-B1 cooperate to promote PD-L1 expression during EMT(reversible).
Figure 4. PD-L1 expression is not regulated by conventional EMT transcriptional regulators in A549.
Figure 5. Influence of TNF-a and TGF-B1-mediated EMT on NFk-B signaling.

Figure 6. Role of IKKe in the regulation of PD-L1 by EMT in A549.
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Abstract:

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a factor of poor prognosis in several
cancers. Tumor cells, which undergo EMT acquire increased capacities of proliferation,
invasion and have the ability to generate metastases. Invading cells must escape the immune
system during their systemic migration, before metastasis initiation. To escape the immune
system, cancer cells may induce tolerance or resist destruction by immune effectors via
multiple mechanisms such as: release of inhibitory proteins (IL-10, TGF, HLA-G), expression
of immune checkpoint inhibitors (PDL-1, Gal-9), loss of NK cell receptor activating ligands
(ULBPs, MICA/B) or Major Histocompatibility Complex, decrease of death receptors (DR4,
DRS, Fas). We hypothesized that EMT might control immune checkpoint inhibitors, then
promoting immune evasion. In the current study, we investigated the regulation of PD-LI
during EMT in non-small cell lung carcinoma (NSCLC). EMT was generated in A549
NSCLC cell line by exposition to TNF-a and TGF-B1. Death receptor (DR4, DRS and Fas)
and ligands (FasL and TRAIL) expression were not modified during EMT process. Similarly,
EMT did not influence the levels of NK cell activating or inhibitory molecules. By contrast,
PD-L1 but not PD-L2 nor galectin 9 expressions was up-regulated during cytokine-driven
EMT in a reversible manner. The EMT-related transcription factors Snail and Zebl were not
involved in PD-L1 regulation. Then, we analyzed the role of NF-«f. The induction of EMT in
A549 enhanced the expression of IKKe in a TNF-a dependent fashion. Using two different
pharmacological inhibitors and IKKe siRNA, we evidenced a role of this molecular pathway
in PD-L1 regulation.
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Introduction

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a highly conserved cellular process that allows
epithelial cells to convert to mesenchymal cells (Kalluri and Weinberg, 2009). The loss of E-
cadherin expression is a crucial step in EMT and a hallmark of mesenchymal phenotype,
whereas Vimentin is a canonical marker for detecting fully transitioned epithelial cells and
acquisition of fibroblastic-like phenotype. EMT is involved in different physio-pathological
contexts including: embryonic and organ development (type 1 EMT), tissue regeneration and
fibrosis (type 2 EMT), or carcinoma progression (type 3 EMT) (Kalluri and Weinberg, 2009).
Several signaling pathways contribute to EMT regulation (Thiery et al., 2009). Oncogenesis,
hypoxia or exposition to chronic inflammation are the main environmental conditions
promoting the ability of tumor cells to undergo EMT (Lopez-Novoa and Nieto, 2009). TGF-
B1, TNF-a, HGF, EGF, PDGF, Wnt or NOTCH ligands are soluble factors which can control
mesenchymal phenotype acquisition during cancer progression (Thiery and Sleeman, 2006)
(Heldin et al., 2012). The acquisition of a complete mesenchymal program relies on the
expression of specific transcription factors such as Zeb, Snail, Slug, Twist, which repress E-
cadherin, induce the transcription of molecules involved in cytoskeleton regulation and
promote secretion of metalloproteinase and invasion (Garg, 2013). Tumor cells, which
undergo EMT, acquire capacities of proliferation, migration and resistance to apoptosis. By
co-opting a program involved in embryonic development, carcinoma cells are able to invade
normal tissues and to induce metastases. EMT also confers to carcinoma cells, stem cell like
properties indispensable to clonal expansion and initiation of metastases (Scheel and
Weinberg, 2012). Altogether, EMT is one of the major molecular mechanisms carried out
during oncogenesis to enable cancer progression. One crucial step of oncogenesis is the
acquisition by cancer cells of the ability to evade the immune system (Hanahan and
Weinberg, 2011) (Gajewski et al., 2013). Recent clinical advances in immunotherapy
demonstrated that some cancers with established lymphocyte infiltrates, express immune
checkpoint inhibitory molecules, such as PD-L1, to allow their progression. Several studies
suggested that PD-L1 status may be a new predictor of poor prognosis for patients with lung
cancers (Chen et al., 2009), (Chen et al., 2012c), (Shi et al., 2013). In these patients, treatment
with anti-PD-L1 or anti-PD-1 restored effective antitumor immunity and induced long lasting
objective responses, demonstrating the pivotal role of such immune inhibitory signaling in

oncogenesis.
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Then, we hypothesized that the expression of immune checkpoint inhibitors might be
specifically regulated during EMT to allow invasion and immune escape. To investigate this
issue, we selected a model of reversible EMT based on TNF-a and TGF-B1 treatment of the
cell line A549. Expression of death receptors or ligands, NK cell activating or inhibitory
molecules, as well as immune checkpoint inhibitors were analyzed according the EMT status.
We observed that induced EMT in NSCLC does not modify NK cell activating or inhibitory
molecules as well as death receptors or ligands. By contrast, we showed that PD-L1 was up-
regulated during EMT in a reversible manner. PD-L1 expression was not correlated to EMT
specific transcription factors, STATI or canonical NF-kf pathways. By contrast, we

evidenced that the control of PD-L1 expression during EMT involved IKKe.

136



Results

Regulation of death receptors and NK cell-activating molecules on A549 during EMT.

In order to assess how EMT influences the recognition of tumor cells by lymphocytes during
invasion, we selected a reversible model of EMT. In vitro induction of epithelial-
mesenchymal transition in A549 cell line has been reported previously (Kasai et al., 2005),
(Liu, 2008), (Yamauchi et al., 2010), (Kawata et al., 2012), (Saito et al., 2013). For this
purpose, A549 cell line was exposed to TNF-a and TGF-B1 during 5 days. This treatment
allowed this epithelial cell line to acquire the feature of mesenchymal tumor cells (Figure 1A).
Removal of TNF-a and TGF-f1 led to the restoration of an epithelial phenotype within 5 days
(Figure 1A). The EMT status was confirmed by western blotting showing that TNF-a and
TGF-B1 treatment repressed E-cadherin and induced overexpression of Vimentin (Figure 1B).
Losses of E-cadherin and of the membrane distribution of B-catenin were also confirmed by
confocal microscopy (Figure 1C). Similarly, TNF-a and TGF-B1 induced a reversible loss of
EPCAM (Figure 1D). EMT phenotype conferred by exposition to cytokine combination was
also associated with an enhanced invasive capacity of A549 compared to the invasion ability
of A549 exposed to TNF-a or TGF-B1 alone (Figure 1E).

Effector immune cells can eliminate carcinoma cells throughout different mechanisms: one of
these mechanisms is the production of pro-apoptotic ligands, which belong to the tumor-
necrosis factor (TNF) superfamily. TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) and Fas
ligand (FasL) are two of these pro-apoptotic ligands. They trigger extrinsic apoptosis through
the activation of “death receptors”, Death Receptor 4 (DR4) / Death Receptor (DRS5) and Fas,
respectively. Then, we first assessed the expression of DR4, DRS5 and Fas on A549 exposed
or not to TNF-a and TGF-B1. We could observe that DR and Fas expressions were not
significantly modified during the acquisition of mesenchymal phenotype by A549 (Figure

2A). Another mechanism involved in the eradication of tumor cells during
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immunosurveillance is the recognition of NKG2D-ligand by CD8 T lymphocytes or NK cells
(Deng et al., 2015), (Diefenbach et al., 2000), (Diefenbach et al., 2001), (Groh et al., 2002).
(Diefenbach et al., 2003). Accordingly, previous experiments were reproduced and the
expression of NKG2D ligands was assessed by flow cytometry. TNF-a and TGF-B1 did not
influence the expression of the NKG2D ligands MICA, MICB, ULBP1-3 (Figure 2B). Of
note, we did not observe in these experiments any significant modification in MHC class I
(Figure 2B) or HLA-G expression (Figure S1A). Moreover, the modulation of molecules
regulating the recognition of tumor cells by NK was unlikely. Indeed, a 5 days TNF-a and
TGF-B1 treatment of A549 during 5 days did not hampered the capacity of activated NK to
recognize and kill A549 nor to produce IFN-y following cocultures with this cell line (Figure
S1B).

Role of Cytokine-mediated EMT in immune checkpoint inhibitor regulation on A549.

The next set of experiments was performed to investigate the modulation of TIM03 and PD-1
ligands in A549 according to EMT status. Flow cytometry experiments showed that TNF-a
and TGF-B1 treatment did not influence the expression of the TIMO03 ligands Galectine 9 or
CEACAMI1 (CD66), while EMT induction, as monitored by the loss of EPCAM, led to the
up-regulation of PD-L1 (Figure 3A). PD-L2 was not expressed in this model (Figure 3A). PD-
L1 expression disappeared after removal of TNF-a and TGF-B1 (Figure 3A). The regulation
of PD-L1 by exposition to TNF-a and TGF-B1 involved pdll transcription as confirmed using
RT-PCR (Figure 3B). These results indicate that cytokine-mediated EMT promotes the
expression of PD-L1.

TNF-o0. and TGF-S1 cooperate to promote PD-L1 expression during EMT

We next sought to determine which of TNF-a or TGF-B1 signaling contributes to the

regulation of PD-L1. For this purpose, A549 cells were treated with TNF-a, TGF-B1 or with
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the combination during 5 days. As previously described (Liu, 2008),(Yamauchi et al., 2010),
(Saito et al., 2013), TNF-a or TGF-B1 treatment alone failed to drive the mesenchymal
transformation of A549 in short term cultures (Figure 3C). Moreover, treatment with each
cytokine alone, used during 5-14 days, was not able to induce PD-L1 expression. By contrast,
only cytokine combination promoted significant PD-L1 expression (Figure 3C).

PD-L1 expression is not regulated by conventional EMT transcriptional regulators in A549

The increased transcription of PD-L1 during cytokine-induced EMT, prompted us to
characterize the expression of EMT-related transcriptional regulators in A549. Western
blotting experiments showed an increased expression of main transcription factors of EMT,
Zebl and Snail in A549 treated by TNF-o and TGF-B1(Figure 4A). RT-PCR analyses
confirmed the expression of Snail and Zebl in A549 (Figure 4B). Of note, TNF-o alone
increased Zebl while TGF-B1 exposition enhanced Snail expression ruling out a direct role of
these transcriptional modulators in PD-L1 regulation (Figure 4A). Moreover, Snail
transfection in A549 did not induce PD-L1 even when this cell line was exposed to TNF-a or
TGF-B1 (Figure 4C).

Influence of TNF-o. and TGF-f1-mediated EMT on NFk-f signaling

In order to decipher the mechanisms implicated in the control of PD-L1 during cytokine-
induced EMT, we first analyzed the transcription factor DNA binding sites within PD-L1
promoter using matinspector. NF-k was the main transcription factor, previously described
as promoting EMT (Huber et al., 2004), (Radisky and Bissell, 2007), (Cheng et al., 2011b),
(Li et al., 2012b), (Kumar et al., 2013) and displaying a binding site in PD-L1 promoter.
Then, we decided to characterize NF-kf3 unit expression during cytokine-induced EMT in
A549. We could observe an increase of p52 NF-kf sub-unit in mesenchymal cells while RelA
expression was not significantly modified. We also identified an increase of the non-canonical

IKKe proteins (Figure 5A). Of note, we also observed that exposition to TNF-a and TGF-B1
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did not promote RelA nuclear translocation (Figure S2A). Consequently, the next set of
experiments was designed to investigate the role of p52 NF-kf3 sub-unit in the control of PD-
L1 during EMT. JSH23, a pharmacological inhibitor of p52, was used to prevent p52
expression in A549 cells treated with TNF-a and TGF-B1. JSH-23 selectively blocks nuclear
translocation of active NF-kB without affecting the process of IkB degradation and suppress
its binding to the DNA consensus sequence (Shin et al., 2004), (Kumar et al., 2011). As
previously described, JSH23 inhibited the induction of NF-kf} in A549 following cytokine-
induced EMT (Figure 5B). Nevertheless, JSH23 did not prevent PD-L1 expression in these
experiments (Figure 5C). A potential role of p52 NF-kf subunit was also excluded since
transfection of p52 (Figure 5D) did not modify the expression of PD-L1 in A549 cultured in
complete medium, as well as in cultures containing TNF-a or TGF-Bl (Figure 5E).
Altogether, these experiments ruled out a potential role of p52 NF-kf subunit in PD-LI
regulation during cytokine-mediated EMT.

Role of IKK¢ in the regulation of PD-L1 by EMT in A549

Since previous experiments unraveled an increased expression of IKKe in A549 treated with
TNF-a and TGF-B1, the role of this signaling pathway in PD-L1 expression was investigated.
Accordingly, IKKe was genetically transferred into A549 cancer cell lines (Figure 6A).
Overexpression of IKKe sustained the up-regulation of PD-L1 in A549 treated with TNF-a
but not in steady state conditions and not after exposition to TGF-B1 (Figure 6B). The precise
role of IKKe was further analyzed using two different IKKe pharmacological inhibitors. A549
cells were treated with BX795 and MRT67307 before exposition to TNF-o and TGF-$1
during 5 days. Both IKKe pharmacological inhibitors prevented PD-L1 expression after TNF-
o and TGF-B1 treatment (Figure 6C). Moreover, similar results were achieved using IKKe

specific siRNA (Figure 6D).
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Discussion

EMT is a complex reprogramming of epithelial cells playing a pivotal role in tumor invasion,
acquisition of stemness properties and metastasis development. In the present study, we
questioned the influence of EMT in PD-L1 regulation.

EMT is controlled by transcriptional repressors recruited to the E-box elements of E-cadherin
promoter. We selected a model were EMT can be induced in a reversible manner in order to
mimic the invasion phase leading to metastasis formation. As previously described, we
observed that TNF-a and TGF-B1 synergized to promote EMT of A549. In this model,
(Kumar et al., 2013) Snail and Zebl were overexpressed in A549 following TGF-B1 used
alone or in combination with TNF-a (Figure 4A and B). In the present study, we showed that
EMT phenotype conferred by TGF-f1 and TNF-a to A549 was associated with the up-
regulation of PD-L1, in line with the requirement for an invading tumor cell to evade the
immune system. Of note, exposition to TNF-a or TGF-B1 alone did not induce a significant
expression of PD-L1. Moreover, snail transfection did not promote PD-L1 on AS549,
suggesting that a synergism between TGF-1 and TNF-a signalling rather than a direct impact
of EMT-derived transcription factors might be required to control PD-L1 in this setting.
Hypoxia, interactions with stromal cells such as cancer associated fibroblasts and
mesenchymal stem cells, or inflammation are elements of the tumor microenvironment
promoting EMT (Thiery and Sleeman, 2006). Among growth-factors and cytokines involved
in this dedifferentiation process, TGF-B1 was shown to be of particular importance (Xu et al.,
2009), (Korkaya et al., 2011). Indeed, TGF-B1 controls the expression of EMT-related
transcription factors such as SNAIL, ZEB and TWIST1 (Xu et al., 2009).

TNF-a is another cytokine produced by hematopoietic cells such as M2 macrophages within

tumor microenvironment and exerting a promoting role on EMT (Gao et al., 2012) (Scheel et
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al., 2011). TNF-a stimulates nuclear factor kappa f (NF-kB) in cancer cells and potentiates
the ability of TGF-B1 to induce EMT (Scheel et al., 2011) (Kawata et al., 2012).

NF-kB transcription factor family is composed of 5 subunits: RelA, RelB, c-Rel, NF-xB1
(p105/p50), NF-kB2 (p100/p52). NF-kB signaling is an important component of the
molecular network induced by inflammation in cancer cells (Karin, 2006). Indeed, Huber MA
et al showed that NF-kB signaling is required for initiation and maintenance of TGF-$1
driven EMT in breast carcinoma (Huber et al., 2004). In this model, IkkB promotes TWIST1
expression leading to the acquisition of EMT phenotype and cancer stem cell properties. It
was also previously reported in A549 model, that mesenchymal NSCLC display a
constitutively active NF-kB signaling (Kumar et al., 2013). Then, the role of NF-kB in PD-L1
regulation was addressed. We first observed that cytokine-driven EMT increased NF-kB2
(p100/p52) in A549, but not RelA (Figure 5). Nevertheless, NF-kB2 pharmacological
inhibition or genetic transfer did not influence the regulation of PD-L1 (Figure 5).

IxB kinase ¢ is a non-canonical IKK, which plays a pivotal role as a regulator of innate
immunity. Known functions of IKKe include the modulation of NF-kB and interferon
signaling after pattern recognition receptor activation (Ng et al., 2011b). Moreover, IKKe
activation might also results from Toll-like receptor independent mechanisms (Hutti et al.,
2009) and contributes to bridge inflammation and oncogenesis (Shen and Hahn, 2011). IKKeg
was overexpressed in cytokine-induced EMT in our study (Figure 5).

It was previously established that the role of IKKe in antiviral responses requires serine 708
phosphorylation of STAT1 (Tenoever et al., 2007). It was further evidenced that IKKe
phosphorylates serine residues of IRF1 and IRF3 to promote their nuclear translocation and
transcriptional activity (Fitzgerald et al., 2003) (Hemmi et al., 2004).

The regulation of PD-L1 expression became an issue of growing importance regarding the

clinical results achieved with anti-PD-1/PD-L1 immunotherapy (Pardoll, 2012), (Brahmer et
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al., 2012), (Topalian et al., 2012), (Drake et al., 2014) (Nguyen and Ohashi, 2015). While PD-
L2 is mostly expressed on dendritic cells and macrophages, PD-L1 expression was reported
on tumor cells (Dong et al., 1999), (Freeman et al., 2000) (Tseng et al., 2001) (Latchman et
al., 2001) but also on myeloid cells infiltrating cancer microenvironment (Noman et al.,
2014). PD-L1 promoter contains hypoxia-response element and HIF-la but not HIF-2a
promotes PD-L1 expression in tumor microenvironment (Noman et al., 2014). The
transcription of PD-L1 is also up-regulated by IFN-y in a STAT1/3 dependent fashion (Loke
and Allison, 2003). Furthermore, IRF-1 is required for the constitutive and IFN-y inducible
PD-L1 expression (Lee et al., 2006a).

Silencing of IRF-1 transcription inhibits PD-L1 and PD-L2 induction during DC maturation,
while leaving unaltered MHC class II and levels of costimulatory molecules (Martinez et al.,
2014).

Here, we did not observe any influence of EMT on the expression or nuclear localization of
STATI1 or IRF1, 3 in A549 exposed to TNF-o and TGF-B1 (data not shown). It was
previously reported that IKKe phosphorylates the COOH terminal domain of IRF1 (Sgarbanti
et al., 2014). IRF1 phosphorylation was shown to prevent its interactions with the RelA
subunit of NF-kB. In our study, EMT of A549 mediated by cytokines did not increase the
levels and nuclear localization of IRF1 following TNF-a and TGF-B1 exposition.

ERK/p38 MAP-kinases and PI3K are other signaling pathways, which were demonstrated as
involved in PD-L1 regulation in DC. In multiple myeloma, blocking ERK1/2 but not p38
MAP-kinases, PI3K nor NF-kB influenced PD-L1 regulation (Liu et al., 2007b). In addition,
while IFN-y upregulates both PD-L1 and MHC class I on tumor cells, ERK1/2 inhibitors
increase tumor-specific cytotoxic lymphocyte activity through MHC class I modulation
without affecting PD-L1 expression (Mimura et al., 2014). In A549, ERK1/2 inhibition did

not affect TNF-a and TGF-B1 driven EMT and PD-L1 expression (data not shown).
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Mesenchymal cells are endowed with properties of proliferation and invasion, but are also
able to resist to extrinsic apoptosis triggered by DR4, DRS and Fas activation. Few studies
(Knutson et al., 2006 ; Kudo-Saito et al., 2009 ; Santisteban CR 2009 ; Reiman -review- JM
et al 2010 ) have already suggested that EMT foster cancer progression also by acting on
immunosuppression and immunoresistance mechanisms allowing tumors to escape immune
surveillance. A previous work has demonstrated that EMT is involved in the induction of
immunosuppression (Kuto-Saido Can Cell 2009): mesenchymal cells are able to induce
regulatory T cells and to impair dendritic cells in vitro and in vivo partly through TSPI
production. Inversely, elements of the immune system can act as inducers of EMT
(Santisteban Can Res 2009): CD8 T cells can stimulate mammary epithelial tumor cells to
undergo EMT. In the present study, we established another link between EMT and immune
escape through the ability to evade immune functions by PD-L1 expression on tumour cells.
The regulation of PD-L1 on cancer cells might depend on inflammatory stimuli since
cytokine-mediated EMT but not Snail-mediated EMT promoted PD-L1 expression. In this

process, IKKe sustains the crucial role of inflammation during EMT to control PD-L1.
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Methods

Cell culture: The lung cancer cell line A549 was obtained from the American Type Cell
Culture Collection (ATCC) and was cultured in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium,
Lonza, Paris, France) supplemented with 10% inactivated fetal calf serum (FCS) (Invitrogen,
Cergy-Pontoise, France) and 1% Penicillin-Streptomycin (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France).
Cell culture was incubated in 5% CO, at 37 °C. |dentification of A549 after transfections is

controlled by analyzing the short tandem repeats following to recommendations of ATCC.

Cell treatments: The cytokines TNF-a and TGF-B were purchased from Peprotech (Neuilly-
sur-Seine, France) and were used at the concentration of 20ng/ml and 4ng/ml, respectively.
JSH-23 (catalog #481408) was obtained from Calbiochem (Lezennes, France) and was used at
25uM. The IKKe inhibitors Bx795 (catalog #702675-74-9) and MRT67307 (catalog #1190378-
57-4) were used at 1 uM, which was obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,

France).

Plasmides: A549 cells were transfected by plasmids encoding Snail-pBabe puro (plasmid
23347, Addgene, Cambridge, USA), NF-kB2-p52-cFlag-pcDNA3 (plasmid 20019, Addgene,
Cambridge, USA), pBabe-Puro-Flag-IKBKE (plasmid 15292, Addgene , Cambridge, USA),
psiRNA-h7SKGFPzeo (plasmid ksirn4-gz21, Invivogen, San Diego, USA), pcDNA3-IKKE-K38A-
flag (plasmid 26202, Addgene, Cambridge, USA) and Ecadherin-pcDNA3.1-GFP (plasmid
28009, Addgene, Cambridge, USA) to obtain stable A549°"21PBabe A5 gNFBRS2-PCDNAS A 5 g glkKe-
pBabe ,  AGAQSIKKENTSK = A5 gK3BAPCDNAS = g ggEcadnerin-pcDNASL a|1s - respectively. In parallel,
transfections with the empty vectors were realized as a control. All transfections were
performed using the Lipofectamine® 3000 Reagent (Life Technologies, Saint Aubin, France)
following the manufacturer's instructions and four days after transfection the cells undergo
selection by geneticin at 1mg/mL (# 10131-027, Life Technologies, New York, USA), by
puromycin (#ant-pr-1, Invivogen, San Diego, USA) at 2ug/ml or by Zeocyne (#P/N46-0509,

Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) at 500ug/ml according to vector.
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Flow Cytometer: For membrane staining, cells were incubated with corresponding antibody
for 30 min at 4°C then washed with PBS (phosphate buffered saline) and centrifuged for 10
minutes at 300 G. Ten thousand cells from each sample were evaluated for fluorescence
detection using BD FACSCanto cytometer. (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) and
analysed in FACS Diva software. The overlay graphs are made with the Flow Jo software.

Antibody used for Flow Cytometer: EpCAM, PD-L1, PD-L2 was obtained from BD Biosciences
(Le Pont de Claix, France), DR4, DR5, MICB, TRAIL, Fas from Dicalone (Gen-Probe, Besancon,
France), Fas-L, Galectin-9 from Biolegend (San Diego, USA), MICA, ULBP1, ULBP3 from RD
Systems (Lille, France), HLAG from eBiosciences, (Paris, France) and CD66 was produced in

our laboratory.

Western Blot: Cellular proteins were separated by electrophoresis (SDS-PAGE) in a
polyacrylamide gel in presence of sodium dodecylsulfate (SDS) according to their molecular
weight, then transferred to a polyvinylidene difluoride film (PVDF) for staining by specific
antibody and then detection by secondary antibody coupled to peroxidase.

Antibody used for Western Blot: E-Cadhérine, Vimentine, Snail, Slug, Zeb1, Glil, Gli2, RelA,
RelB, c-Rel, NF-kB1, NF-kB2, p100/p52, IKKe was obtained from Cell Signaling (Ozyme,
Montigny-le-Bretonneux, France), Zeb2 (SIP1) from Clinisciences (Nanterre, France), Beta-
actine, Alpha-tubuline from Sigma Aldrich ( Saint Quentin, France), Lamin B1 from Abcam

(Cambridge, United Kingdom).

Confocal Microscopy: Cells were cultured in Labteck chamber slides (Sigma-Aldrich, Lyon,
France). Cells were fixed with 4% paraformaldehyde and then permeabilized with 0.1%
Triton X100. After wash, cells were stained with appropriate antibodies. Cell nuclei were
counterstained with DAPI (4’, 6-diamidino-2-phenylindole). Stacks of confocal images were
collected with an Olympus FV1000 laser scanning confocal microscope.

Antibody used for Confocal Microscopy: Beta Catenin, E-cadherin was obtained from

Clinisciences ( Ozyme, Montigny-le-Bretonneux, France).

gRT-PCR : Total RNA was isolated using RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Reverse
transcription were performed using M-MLV (Sigma-Aldrich, M-1302 according to

manufacturer’s instructions (Sigma-Aldrich). Quantitative PCR (qPCR) were done in duplicate
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using the StepOne Real-Time PCR system (Applied Biosystems), Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, 4367659), according to manufacturer’s instructions.
Expression level was normalized to that of glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase

(GAPDH).

Invasion test: Cell invasion assay was performed using cell culture inserts with 8 um pore
size coated with Matrigel. A549 cells (180.000 cells/well) resuspended with 100ul DMEM
were seeded in the upper side of the chamber. In the lower side of the chamber, 500ul
DMEM was added. TGF-B and/or TNF-a were added into both sides of the chamber. After 24
h, cells on the lower surface of the chamber were trypsinized, resuspended in DMEM and
counted with a trypan blue. The experiments were performed with duplicate, and repeated

3 times.

ELISA assay: Cells were cultured in 25 cm’ dishes and treated with TNF-a, TGF-B or
combination of these two cytokines. IFNy production was measured by using IFNy ELISA kit
(Diaclone, France) with 100 ul of supernatant of treated cells in according to manufacturer’s

instructions.
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Figure 1 / Validation of EMT model. (A) After 5 days of treatment with TNF-a and
TGF-B1, the epithelial cell line A549 loses its cell polarity, cell-cell adhesion and acquire
mesenchymal structure. But this EMT is not stable. After removing cytokines, these cells
undergo MET and become epithelial. (B) Loss of epithelial marker E-cadherin, and acquisition
of mesenchymal marker Vimentin in A549 after treatment with TNF-a and TGF-B1 in
Western Blotting. After the removal of cytokines, in one week, expressions of E-cadherin and
Vimentin return to their original state. (C) Image of nuclear translocation of B-cathenin by
confocal microscopy after treatment with TNF-a and TGF-B1. Also extra-nuclear
translocation of B-cathenin is observed during MET. (D) Loss of EPCAM (Epithelial Cell
Adhesion Molecule) staining measured by fluorescence-activated cell sorting (FACS) after
treatment with TNF-a and TGF-B1. The cancer cells undergoing MET after the removal of
cytokines TNF-a and TGF-B1 also restore the expression of EPCAM. (E) The A549 undergoing
EMT acquires more important invasive capacity, which return to initial state during MET.
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Figure 2 / Regulation of death receptors and NK cell activation ligands during EMT.
(A) FACS analysis of variations of death receptors TRAILR1 (DR4), TRAILR2 (DR5) and CD95
(Fas) were not significant after treatment with TNF-a+TGF-B1 of A549 cells. (B) No changes
observed in expression of different ligands induced by stress and implicated in the activation
of NK cells, as MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-3, MHC-1 by FACS over A549 and
A549°MT(undergoing EMT). Decrease of MHC-1 wasn'’t significant after treatment with the
combination of TNF-a+TGF-B1.
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Figure 3.
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Figure 3 / TNF-a and TGF-B1 cooperate to promote PD-L1 expression during EMT.
(A) The expression of immune-checkpoint inhibitors as Galectin-9, CEACAM1, PD-L1, PD-L2
before and after induction of EMT on A549 cells. Only PD-L1 showed an increased expression
after treatment with TNF-a+TGF-B1 and his expression return to initial state during MET. (B)
Increase of PD-L1 in mRNA levels by qRT-PCR, (C) in membrane expression levels by FACS.
Measurements were independently repeated at least three times.
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Figure 4/ PD-L1 expression is not regulated by conventional EMT transcriptional
regulators in A549. (A) Changes in protein levels of several transcription factors of EMT as
Zebl, Zeb2, Snail, Slug, Glil, Gli2, Twist after treatment of A549 cells with TNF-a and TGF-j,
by Westen Blot. This manipulation was realized three times and actin was used as a
housekeeping gene. (B) qRT-PCR analysis shows increased expression of transcription factors
of EMT in mRNA levels after treatment with TNF-a, TGF-B or both cytokines. GAPDH was
used as a housekeeping gene. (C) In Western Blot the expression of Vimentin and E-cadherin
were not changed after transfection with Snail. (D) PD-L1 expression during treatment with
TNF-a and TGF-B in A549 cancer cells transfected with Snail or control vector.
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Figure 5/ PD-L1 regulations during EMT is p52 independent on A549. (A) Changes on
expressions of different subunits of NF-kB by Western Blotting: RelA, RelB, c-Rel, NF-kB1 and
NF-kB2 revealed increase of NF-kB2 in EMT model, established by treatment with TNF-a and
TGF-B. These cells also show increased IKKe expression (B) Treatment with JSH-23 (inhibitor
of NF-kB) decreases the expression of different subunits of NF-kB in protein levels. (C)
Combination of JSH-23 with TNF-a and TGF-B doesn’t impact the expression of EPCAM or
PD-L1 during EMT. (D) Transfection efficiency of A549 with NF-kBp52 by Western Blot. (E)
NF-kB2 transfection doesn’t impact PD-L1 expression with or without TNF-a and TGF-B on
A549 cells.
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Figure 6/ Role of IKKe in the regulation of PD-L1 by EMT in A549. (A) A549 cells were
transfected with plasmid expressing IKKe. After transfection the expression of IKKe was
measured by WB at protein level. (B) FACS carried on A5491KKe cells after treatment with
TNF-a and TGF-B for the expression of PD-L1 and EPCAM. (C) PD-L1 and EPCAM expression in
A549 cells treated with TNF-a+TGF-B and with Bx795 or MRT67307 (inhibitors of IKKe). (D)
PD-L1 expression in A549 cells transfected with siRNA IKKe treated with TNF-a and TGF-f.
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S1A. HLAG expression in A549 cells treated with TNF-a or TGF-f or both.
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S1B. (a) CD107A staining in NK cells after 24h co-culture with A549 cells.

(b) IFNy measurement by ELISA assay.
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S2A. Nuclear expression of RelA by Western blotting.
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S3A. TRAIL and Fas-L staining.
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La dissémination métastatique est une étonnante aventure cellulaire, au cours de
laquelle les cellules cancéreuses subissent premiérement la TEM pour pouvoir rentrer dans
le systéeme sanguin et se propager. Ensuite, elles subissent la MET pour revenir dans leur état
basal, ce qui leur permettra de former des colonies sur les sites envahis (Tam and Weinberg,
2013) Mais pour pouvoir former des métastases, les cellules cancéreuses ont besoin en
premier lieu d’échapper au systeme immunitaire pour éviter la mort. Pendant nos travaux,
nous avons essayé de découvrir l'influence de la TEM sur PD-L1, qui sert aux cellules

tumorales comme un outil d’échappement au SI.

Pour étudier le role de la TEM dans I'échappement tumoral, nous avons décidé
d’utiliser un modele réversible de la TEM. L'induction de la TEM sur la lignées A549 avec des
cytokines a déja été décrit et utilisé comme modele par plusieures équipes (Kasai et al.,
2005), (Liu, 2008), (Yamauchi et al., 2010), (Kawata et al., 2012), (Saito et al., 2013). Le
traitement avec la cytokine TGF-B1 induit la réduction de I'E-cadhérine, mais ne change pas
I'aspect morphologique des cellules, par contre la stimulation avec la cytokine TNF-a induit
I'apparence fibroblastique, montrant une faible immunoréactivité pour E-cadhérine
(Yamauchi et al., 2010). A cet effet, dans notre étude la lignée cellulaire A549 a été exposée
au traitement avec la combinaison des cytokines TNF-a + TGF-B1 pendant 5 jours. Cette
combinaison a permis de convertir les cellules épithéliales A549 en cellules
mésenchymateuses. De plus, I’élimination de ces cytokines, conduit a la restauration d'un
phénotype épithélial dans les 5 jours suivants. Ce modele inductible de TEM et de MET in
vitro, nous a permis de mettre en évidence les changements spécifiques a la TEM et de
comparer la reconnaissance des cellules épithéliales et mésenchymateuses par les effecteurs

du SI.

Les cellules du systéme immunitaire innées comme les NK et les cellules du systéme
immunitaire adaptatif comme les CTL peuvent avoir la capacité de reconnaitre, infiltrer et
éliminer les cellules cancéreuses. Mais pour résister a cette destruction par le SI, les cellules
tumorales déploient de multiples mécanismes. Elles perdent I'expression des ULBPs, de
MICA/MICB, qui sont les ligands pour des récepteurs activateurs des cellules NK. Elles
libérent des cytokines inhibitrices comme le TGF-3, et expriment des molécules inhibitrices

comme PD-L1, Galectine-9. Les cellules tumorales peuvent aussi prévenir I'activation des
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cellules du SI par diminution de I'expression du CMH-I, qui assure la présentation de
I'antigéne au cellules du SI (Nagata, 1996)(Schimmer, 2004) (Domagala-Kulawik et al., 2014).
Mais les cellules tumorales peuvent aussi sécréter les ligands des récepteurs de mort, qui
vont se lier a leurs récepteurs sur les CTL et les NK et induire la mort de ces cellules. Pendant
nos travaux de thése, nous nous sommes intéressés plus particulierement a I'induction de

PD-L1.

Comme décrit dans l'introduction, les facteurs de transcription comme Zeb, Snail,
Slug, Twist, Glil, Gli2 jouent un réle majeur dans l'induction de la TEM et ses facteurs
peuvent étre induits par les cytokines comme TNF-a ou TGF-B, produits par les cellules
stromales ou par les cellules tumorales (Thiery and Sleeman, 2006). Lors de nos travaux tout
premierement, nous nous sommes interrogés sur I'augmentation de PD-L1 dans notre
modeéle de TEM induit par les cytokines TNF-a + TGF-B ; afin de savoir si cela peut étre liée
aux FA-TEM ; mais cette piste a tres vite été exclue. En effet, I'augmentation de PD-L1 a été
observée seulement lors du traitement avec la combinaison de TNF-a + TGF-B3 aboutissant a
la TEM, par contre pour induire I’expression des divers FA-TEM le traitement avec TGF-B seul
a été suffisant. Les FA-TEM sont déja décrits pour leur capacité a se fixer sur I'E-box du
promoteur de I'E-cadhérine et a bloquer son expression. Ainsi, la transfection avec ses FA-
TEM aboutit a la diminution d’E-cadhérine. Malgré tout, la transfection avec les FA-TEM n’a
pas été suffisante pour induire une TEM compléte, et il n'y a pas eu d’augmentation de PD-
L1 lors de la transfection. Cette observation montre que l'induction de PD-L1 n’était pas

générée par les FA-TEM.

Dans un deuxieme temps, nous avons testé la voie NF-kB connue comme une voie de
signalisation jouant un role majeur dans l'induction de la prolifération des cellules
cancéreuses, ainsi décrit pour sa capacité de se fixer sur le promoteur de PD-L1 et induire
son expression. L'induction d’'une TEM par le traitement TNF-a + TGF-3, change I’expression
de la sous-unité NF-kB2 et d’IKKe connu comme un oncogenes dans un large spectre de
cancer. Mais le traitement avec TNF-a seul est aussi suffisant pour induire I'expression
d’IKKe et de NF-kB2. La transfection avec la sous-unité NF-kB2 a montré encore une fois que
I'induction de PD - L1 n’était pas liée d’une maniére directe a I'expression de NF-kB. Comme

nous avons observé l'induction d’IKKe lors du traitement, cette piste aussi a été explorée.
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Lors de la transfection avec IKKg, le traitement avec TNF-a seul est suffisant pour induire PD-
L1; et de la méme maniere lors de la transfection avec silkKe, l'augmentation de
I’expression de PD-L1 lors du traitement avec TNF-a + TGF-3 est moins important. Tout cela

montre I'implication d’IKKe dans I'augmentation de PD-L1.

Avant d’étre d’écrit comme un oncogéne, IKKe est connu surtout pour son effet
régulateur dans I'activité transcriptionelle de STAT1, STAT3, IRF3, IRF7, en plus de celle de
NF-kB. Lors de I'induction de la TEM avec les cytokines TNF-a + TGF-B, il y a 'augmentation
de I'expression d’IRF1 et d’IRF7, mais aucune augmentation de STAT1, ni de STAT3 et de
IRF3. Il nous reste donc deux pistes a explorer pour savoir par quelle voie IKKe peut induire

I’expression de PD-L1.

Auparavant I'expression de PD-L1 était associée aux facteurs clinico-pathologiques
dans divers types des cancers et dans notre étude nous I'avons montré comme un nouveau
mécanisme d’échappement induit par la TEM dans le cancer du poumon. Il y a actuellement
en clinique des anticorps ciblant les diverses molécules de I'immune checkpoint et parmi les
ligands de ces points de contréle immunologique, PD-L1 est le plus étudié dans le cancer de
poumon. La production d‘anticorps antagonistes ciblant les cytokines (anti- TNF-a, anti- TGF-
B, anti-IL-10) et d’anticorps bloquant les voies inhibitrices ( anti CTLA-4, anti PD-L1) est
actuellement parmi les stratégies connues pour réactiver le systéeme immunitaire (Dougan

and Dranoff, 2009), (Mellman et al., 2011), (Scott et al., 2012), (lleana et al., 2013).

L’IFN-y induit I’expression de PD-L1 :

L'IFN-y est connu pour sa capacité a promouvoir l'activité des cellules NK et la
présentation de I’Ag via l'induction du CMH. Mais I'lFN- y, produit et sécrété par les cellules
inflammatoires dans le micro-environnement tumoral, est le principal inducteur de
I'expression de PD-L1 dans les cellules tumorales (Iwai et al., 2002)(Muhlbauer et al., 2006),
(Cheng et al., 2007b) (Chen et al., 2012b). L'induction de |'expression de PD-L1 a la surface
des cellules cancéreuses par I'IFN- y est un effet commun. Pourtant, ceci est contraire aux
activités anti-cancéreuses de [I'IFN- y comme inhibiteur de la prolifération des cellules
cancéreuses et de l'invasion (Nicolini et al., 2006). Le traitement de la lignée A549 avec cette

cytokine aboutit effectivement a I'induction de PD-L1 et de CMH-I d’aprés nos résultats.
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Figure 28: L'INF- y induit I'expression de PD-L1.

Une forte expression d’E-cadhérine empéche I'induction de PD-L1 :

La lignée A549 exprime a la base E-cadhérine de maniére faible ; et I'augmentation

forcée de I'expression d’E-cadhérine par transfection empéche l'induction de PD - L1 suite au

traitement avec les cytokines TNF-a + TGF-f dans cette lignée. La transfection avec le

vecteur exprimant le géne codant pour E-cadhérine a montré encore une fois le lien entre la

TEM et I'expression de PD-L1 dans la lignée A549. Ainsi que ce traitement n’est pas capable

d’induire la TEM dans le cas des lignées avec une forte expression d’E-cadherin.
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Figure 29: E-cadhérine empéche l'induction de PD-L1.
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Le TGF-B est préliminaire dans la régulation de PD-L1 :

Nous avons montré dans la partie résultats I'implication d’IKKe dans la régulation de

PD-L1. L'expression d’IKKe a déja été observée lors du traitement avec le TNF-a seul,

pourtant celui-ci n’est pas suffisant pour induire I'expression de PD-L1. Mais lors du

traitement de lignées transfectées avec IKKg, le traitement avec le TNF-a seul est suffisant

pour induire | ‘expression de PD-L1. Toutes ses observations peuvent emmener a une

guestion : « Si I'expression d’IKKe est induite avec le TNF-a et que c’est IKKe qui induit

I’expression de PD-L1 via IRF ; pourquoi avons nous besoin du TGF-f ? »

On suppose qu'’il existe des signalisations croisées entre les différentes voies du TGF-

B et du TNF-a. Ainsi, lors du blocage de la voie de signalisation du TGF-B, il n’y a ni

I'induction de la TEM, ni I'augmentation de PD-L1.
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Figure 30: Le TGF- B est préliminaire dans la régulation de PD-L1.
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L’augmentation de I'expression d’ICAM-1 avec le TNF-a.

Lors du traitement de la lignée A549 avec le TNF-q, il y a I'augmentation de

I’expression d’'ICAM-1.
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Figure 31: L'augmentation de I'expression d'ICAM-1 avec le TNF- a.

Dans le cas de diverses inflammations, on retrouve des niveaux élevés d’ICAM-1s
(ICAM1 soluble) dans le sérum des patients, mais il est aussi décrit comme un facteur de

mauvais pronostique dans le cas des cancers.

- L'expression d’ICAM-1 par la cellule tumorale conditionne leur potentiel

métastatique (Roland et al., 2007) .

- La sécrétion élevée d’'ICAM-1s par les cellules cancéreuses bloque la reconnaissance par

les LT (Tsakadze et al., 2004),(Grothey et al., 1998).

Les STATs:

PD-L1 est surexprimé dans les cellules tumorales via I'activation des voies clés de
I’oncogenese. Comme nous I'avons indiqué auparavant le promoteur de PD-L1 a des sites de
liaison pour IRF-1 et NF-kB. L'IFN-y par la voie de signalisation JAK / STAT-1 / IRF-1, les
ligands de TLR par la voie de signalisation MEK / ERK / NF-kB augmentent la transcription du
géne de PD-L1. Nous avons exploré I'implication de NF-kB et d’IRF-1 dans la régulation de
PD-L1 pendant notre travail. Mais il y a aussi une étude montrant I'induction de PD-L1 par
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STAT3 dans le cancer du poumon (Marzec et al., 2008) . En s’appuyant sur cette étude, nous
avons testé I'expression des différentes STAT dans le but de voir les changements subi lors
du traitement avec les cytokines TNF-a et TGF-B. Sachant qu’IKKe est connu pour induire la
phosphorylation de STAT1 et de STAT3, nous avons aussi testé leur forme phosphorylée
apres le traitement avec les cytokines TNF-a et TGF-B. STAT1, STAT3, ni leur forme
phosphorylée n’a été augmenté lors du traitement avec TNF-a + TGF-B. Par contre, il y avait

une légére augmentation de STAT2.
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Figure 32: La TEM n’induit par I’expression des STATs.

En conclusion, nos travaux montrent que le programme de la TEM utilisé lors de la
phase d’invasion des cellules tumorales, induit I’expression de PD-L1. Nous avons observé
que ce processus est spécifique car les autres voies de signalisation de 1I’échappement au
systéme immunitaire explorées, ne sont pas modulées lors de la TEM induite par les cytokines

dans A549. Enfin, nous avons mis en évidence le role de la protéine IKKe dans ce modéle.
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