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Abréviations 

Ac: Anticorps 

ADCC: Cytotoxicité dépendante des 

anticorps 

AFIP: Armed forces institute of pathology  

AJCC: Amercian Joint Commitee on Cancer 

ALK: Anaplasic lymphoma kinase 

AP1: Activator protein 1 

APC: Cellules présentatrices d'antigène 

ARNm: ARN messager 

ATP: Adénosine triphosphate 

B2m: Bêta2 microglobuline 

B7-H6: B7 homolog 6 

BAG6: BCL2-associated athanogene 6  

BIRC2/3: Baculoviral IAP Repeat 

Containing 2/3 

CAR: Chimeric antigen receptor 

CBNPC: Cancer Bronchique Non à Petites 

Cellules 

cFLIP: cellular FLICE-like inhibitory protein 

cIAP1/2: cellular inhibitor of apoptosis 

protein-1/2 

CIS: Cytokine-induced SH2 domain-

containing protein 

CLEC9A: C-Type Lectin Domain Family 9 

Member A 

CLP: Progéniteur lymphoïde commun 

CMH: Complexe Majeur 

d'Histocompatibilité 

CMP: Progéniteur myéloïde commun 

CSC: Cellules Souches Cancéreuses 

Ct: Seuil de cycle 

CTA: Cancer testis antigen 

CTL: Lymphocyte T cytotoxique 

CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte-

Associated protein 4  

DAP10/12: DNAX-activation protein 10/12 

DBA: Diméthylbenzothracène 

DC: Cellules dendritique 

DEX: Exosome dérivé des cellules 

dendritiques 

DNAM-1: DNAX accessory molecule-1 

EBV: Virus d'Epstein-Barr 

EGFR: Epidermal growth factor receptor  

EpCAM: Epithelial cell adhesion molecule 

FADD: Fas-associated death domain 

FasL: Fas-ligand 
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Fc: Fragment constant 

FGF: Fibroblast growth factor 

Flt3-L: Fibromyalgia syndrome-like 

tyrosine kinase-3 ligand 

GAS: Interferon-gamma-activated site 

GIST: Tumeurs stromales 

gastrointestinales 

GM-CSF: Granulocyte-macrophage-colony-

stimulating factor  

GPI: Glycosylphosphatidylinositol 

HA: Hémagglutinine 

HCMV: Cytomégalovirus humain 

HDACi: Inhibiteur des histones 

désacétylsases 

HER2: Human epidermal growth factor 

receptor 2  

HLA: Human Leukocyte Antigen 

HPC: Cellule précuseur hématopoïétique 

HPV: Papillomavirus humain 

HSC: Cellule souche hématopoïétique 

HSP70: Heat shock protein 70 

ICAM-1: Intercellular adhesion molecule-1  

IDO: Indoleamine 2,3-dioxigénase 

IFNGR: Interferon gamma receptor 

IFNɶ: IŶteƌfĠƌoŶ gaŵŵa 

IgG: Immunoglobuline G 

IKK: Inhibitor of I kappa B kinase 

IL-1: Interleukine-1 

IL-10: Interleukine-10 

IL-12: Interleukine-12 

IL-12R: Interleukin-12 receptor 

IL-15: Interleukine-15 

IL-15Rα: Interleukin-15 receptor subunit 

alpha 

IL-17: Interleukine-17 

IL-18: Interleukine-18 

IL-2: Interleukine-2 

IL-21: Interleukine-21 

IL-3: Interleukine-3 

IL-33: Interleukine-33 

IL-7: Interleukine-7 

IL-7Rα: Interleukin-7 receptor subunit 

alpha 

IL-8: Interleukine-8 

ILC: Cellule lymphoÏde innée 

IM: Imatinib mesylate 

INCa: Institut National Du Cancer 

IS: Synapse immunologique 
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ITAM: Immunoreceptor tyrosine-based 

activation motif 

ITIM: Immunoreceptor tyrosine-based 

inhibitory motif  

IUCC: Union internationale pour le 

contrôle du cancer 

JAK: Janus tyrosine kinase 

JNK: c-Jun N-terminal kinase 

KIR: Killer-cell immunoglobulin-like 

receptor 

LAG3: Lymphocyte activation gene 3  

LAGE-1: L Antigen Family Member 1 

LAMP-1: Lysosomal-associated membrane 

protein 1 

LB: Lymphocyte B 

LDH: Lactate déshydrogénase 

LFA-1: Lymphocyte function-associated 

antigen 1 

LFA-1: Lymphocyte function-associated 

antigen 1 

LT: Lymphocyte T 

MAGE-A1: Melanoma-associated antigen 

1 

MALT: Tissu lymphoïde associé aux 

muqueuses 

MAP: Mitogen-activated protein 

MART: Melanoma antigen recognized by T 

cells 

MCA: Méthylcholanthrène 

MCMV: Cytomégalovirus murin 

MDSC: Cellules myéloïdes suppressives  

MEKK: MAP kinase kinase kinase 

MICA/B: MHC class I polypeptide-related 

sequence A/B  

MIP-ϭα: Macrophage inflammatory 

protein-1alpha 

MKK: Mitogen-activated protein kinase 

kinase 

MM: Mélanome Métastatique 

NA: Neuraminidase 

NCAM: Neural cell adhesion molecule 

NCR: Natural cytotoxicity receptor 

NEMO: NF-kappa-B essential modulator 

NF-κB: NuĐleaƌ faĐtoƌ κB  

NIH: National institutes of health 

NIK: NF-κB iŶduĐiŶg kiŶase 

NK: Natural Killer 

NKGD2: Natural-killer group 2, member D 

NKT: Natural Killer T cell 

OLS: Organe Lymphoïde Secondaire 
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PCNA: Proliferating cell nuclear antigen  

PD-1: Programmed cell death-1 

PDGFRA: Platelet-derived growth factor 

receptor alpha  

PD-L1: Programmed Death-Ligand 1 

PGE2: Prostaglandine E2 

PSA: Prostate specific antigen 

PTK: Protéines Tyrosine Kinase 

PVR: Récepteur au poliovirus 

qPCR: quantitative polymerase chain 

reaction 

RAE-1: Retinoic acid early transcript 1  

RAG: Recombinase activating Gene  

RANTES: Regulated upon activation, 

normally T-expressed, and secreted  

RING: Really interesting new gene 

RIP: Receptor interacting protein 

ROS: Dérivés réactifs de l'oxygène 

SAGE1: Sarcoma antigen 1 

SCF: Stem cell factor 

SI: Système immunitaire 

siARN: Petit ARN interférant 

SOCS2: Suppressor-of-cytokine-signaling 2 

STAT1: Signal transducer and activator of 

transcription 1 

TAA: Antigène associé aux tumeurs 

TACE: Tumor necrosis factor alpha 

converting enzyme  

TAM: Macrophage associés à la tumeur 

TGFβ: Transforming Growth Factor bêta 

Th1: T cell helper type 1 

Th17: T cell helper type 17 

Th2: T cell helper type 2 

TIGIT: Human T cell immunoreceptor with 

Ig and ITIM domaines  

TILs: Lymphocytes infiltrant la tumeur 

TIM3: T-cel immunoglobulin mucin 3  

TNFR1/2: Tumor necrosis factor receptor 

1/2 

TNFα: Tumor necrosis factor alpha 

TRADD: Tumor necrosis factor receptor 

associated death domain  

TRAF1/2: Tumor necrosis factor 1/2  

TRAIL-R: Tumor necrosis factor-related 

apoptosis inducing ligand receptor 

Treg: Lymphocyte T régulateurs 

ULBP1/6: UL16-binding proteins 1/6 
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VCAM-1: Vascular cell adhesion molecule-

1 

VEGF: Vascular endothelial growth factor  

VIH: Virus de l'Immunodéficience Humaine 

VS: Volontaire Sain 

WT: Wild type 

ZAP70: Zeta chain of T-cell receptor 

associated protein kinase 70
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Introduction 

I. Immunité et cancer 

Le mal du siècle. Ainsi a-t-on nommé le cancer en ce début de XXIème siècle ; le 

cancer apparait en effet comme un risque majeur de santé publique au niveau mondial avec 

384 442 cas de cancers diagnostiqués en France en 2015 et 149 456 décès (INCa 2016). Le 

cancer ne touche pas uniquement la santé physique du patient : 8,5% des personnes 

interrogées daŶs le Đadƌe de l͛Ġtude VICAN Ϯ (« La vie deux ans après un diagnostic de 

cancer ») ont ressenti une discrimination ou un rejet dans leur entourage. De plus la 

situation professionnelle des malades se dégrade, le tauǆ d͛eŵplois passant de 82% au 

diagnostic à 61.3% deux ans après (INCa 2016). Le cancer apparait donc comme un domaine 

de recherche primordial et malgré les avancées majeures réalisées ces dernières années, de 

nombreux mécanismes des cellules tumorales sont encore incompris. 

La ƌeĐheƌĐhe suƌ le ĐaŶĐeƌ s͛est ƌĠĐeŵŵeŶt oƌieŶtĠe ǀeƌs le ĐoŶĐept de ŵĠdeĐiŶe 

personnalisée où le traitement est adapté suivant les caractéristiques uniques du patient et 

de la tumeur dont il est atteint. Ainsi, pour cela, il apparait primordial de caractériser 

précisément le mécanisme de chaque cancer mais également de prendre en compte la 

diversité interindividuelle des tumeurs. Alors que depuis le dĠďut de l͛oŶĐologie les cellules 

cancéreuses étaient la cible directe des traitements, le renouveau de la cancérologie est 

apparu ces dernières années aǀeĐ les iŵŵuŶothĠƌapies aŶtiĐaŶĐĠƌeuses où l͛oŶ ĐheƌĐhe à 

cibler le système immunitaire (SI) pour induire son activation contre les tumeurs. La 

ĐoŵpƌĠheŶsioŶ des ŵĠĐaŶisŵes de l͛iŵmunité antitumorale est devenue indispensable. 

1. Caractéristiques des cellules tumorales 

Le cancer est un processus en plusieurs étapes initialement généré par une 

accumulation de mutations génétiques conduisant à la perte de contrôle du mécanisme de 

pƌolifĠƌatioŶ d͛uŶe cellule normale. Le pƌoĐessus ĐoŶduisaŶt à la foƌŵatioŶ d͛uŶe tuŵeuƌ 

dépend de plusieurs facteurs, environnementaux et génétiques, ces facteurs variant suivant 

le type de cancer. La tumeur nouvellement formée peut rester au sein du tissu sain dans 

leƋuel elle s͛est dĠǀeloppĠe ;tuŵeuƌ pƌiŵaiƌeͿ ou eŶǀahiƌ des tissus ǀoisiŶs et se dissĠŵiŶeƌ 
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daŶs l͛oƌgaŶisŵe ǀia le sǇstğŵe saŶguiŶ ou lǇŵphatique (métastases). Dans le but 

d͛iŶĐoƌpoƌeƌ les diffĠƌeŶts facteurs ĐoŶduisaŶt à la foƌŵatioŶ d͛uŶe tuŵeuƌ, HaŶahaŶ et 

collègues ont proposé au début des années 2000 une définition qui décrit les 

caractéristiques communes aux cellules cancéreuses (Hanahan and Weinberg 2000) : 

 Echappement à l͛apoptose : inhibition des gènes responsables du 

déclanchement de la mort programmée 

 Indépendance vis-à-vis des signaux de croissance : la cellule tumorale produit 

ses propres facteurs de croissance ou active de manière constitutive des 

gènes de prolifération 

 Insensibilité aux signaux inhibant la croissance : mutation des gènes des 

boucles de rétrocontrôle régulant la croissance cellulaire 

  Invasion des tissus et métastases : dissémination dans les tissus voisins et 

daŶs l͛oƌgaŶisŵe de Đellules tuŵoƌales via le mécanisme de transition 

épithélio-mésanchymateuse : le passage d͛uŶe oƌgaŶisatioŶ tissulaiƌe eŶ 

épithélium stratifié, incompatible avec la migration cellulaire, à une 

organisation mésenchymateuse permettant la formation de métastases 

 Potentiel réplicatif illimité : perte des points de contrôle de la division 

cellulaire 

 Angiogenèse continue : la cellule tumorale produit des facteurs de croissance 

angiogéniques (Vascular endothelial growth factor (VEGF), Fibroblast growth 

factor (FGF)) induisant la croissance de vaisseaux sanguins autour de la 

tumeur 

Cependant les connaissances sur les mécanismes du cancer ont progressé depuis les 

années 2000 et Hanahan et collègues ont ainsi mis à jour la liste des caractéristiques 

partagées par les tumeurs en ajoutant les 4 points suivants (Hanahan and Weinberg 2011) 

(Figure 1) : 

 Dérégulation du métabolisme énergétique de la cellule : modification, 

reprogrammation des mécanismes du métabolisme énergétique 

 Echappement au système immunitaire : la tumeur se soustrait à la 

suƌǀeillaŶĐe du sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe eŶ diŵiŶuaŶt l͛eǆpƌessioŶ de ligaŶds 
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activateurs des cellules immunitaires et/ou en exprimant des molécules 

inhibitrices 

 Instabilité génomique et mutation : accumulation de mutations génétiques 

dans le génome conférant un avantage sélectif à la cellule tumorale 

 Environnement inflammatoire pro-tumoral : l͛inflammation chronique 

entretient un environnement pro-tumoral 

 

Figure 1: Les caractéristiques des cellules tumorales énumérées par Hanahan et collègues.10 capacités des cellules 

cancéreuses ont été décrites : l’ĠǀasioŶ au iŶhiďiteuƌs de ĐƌoissaŶĐe, l’ĠĐhappeŵeŶt iŵŵuŶitaiƌe, poteŶtiel ƌĠpliĐatif illimité, 

inflammation pro-tuŵoƌale, ĠǀasioŶ des tissus et ŵĠtastases, iŶduĐtioŶ de l’aŶgiogeŶğse, iŶstaďilitĠ gĠŶoŵiƋue et 
mutations, résistance à la mort cellulaire, dérégulation du métabolisme énergétique et signaux de prolifération continu.  

D’apƌğs Hanahan and Weinberg 2011.  

 

On peut regrouper ces caractéristiques de la cellule tumorale en deux composantes 

principales. La première composante est celle qui confère un phénotype prolifératif à la 

cellule : dĠƌĠgulatioŶ de la diǀisioŶ Đellulaiƌe, peƌte de l͛apoptose, iŶdĠpeŶdance des 

facteurs de croissance. La deuxième composante tend à créer un microenvironnement 

particulier, essentiel pour le développement tumoral : angiogenèse, échappement au 

système immunitaire, environnement inflammatoire. C͛est Đette deuǆiğŵe ĐoŵposaŶte Ƌui 

est foŶdaŵeŶtale pouƌ ĐoŵpƌeŶdƌe l͛interaction eŶtƌe l͛hôte et la tuŵeuƌ. 



14 
 

2. Le microenvironnement tumoral : à la jonction des interactions 

tumeur-hôte 

La compréhension de la complexité des tumeurs a révolutionné la cancérologie dans 

les diǆ deƌŶiğƌes aŶŶĠes. OŶ ĐoŵpƌeŶd dĠsoƌŵais Ƌue l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt tuŵoƌal possğde 

une architecture complexe, comparable à Đelle d͛uŶ oƌgaŶe de l͛hôte. La ĐoŵpƌĠheŶsioŶ de 

la tuŵeuƌ iŵpliƋue d͛Ġtudieƌ les diffĠƌeŶts tǇpes cellulaires présents dans le 

microenvironnement qui se forme au cours de la tumorigenèse. Celui-Đi est ĐoŵposĠ d͛uŶe 

matrice extracellulaire, de facteurs solubles et de cellules non-néoplasiques comme des 

cellules endothéliales vasculaires ou des cellules immunitaires. Sa composition varie suivant 

les patieŶts et l͛ĠǀolutioŶ de la ŵaladie (Allen and Jones 2011). A la diversité cellulaire de 

l͛hôte s͛ajoute uŶe diǀeƌsitĠ des Đellules ĐaŶĐĠƌeuses elles-mêmes, sur le plan génétique 

mais aussi phénotypique. En effet, de nombreuses études ont permis de mettre en évidence 

une sous-population particulière de cellules appelées cellules souches cancéreuses (CSC). 

Ces cellules, comme les cellules souches saiŶes, soŶt Đapaďles de s͛auto-renouveler et 

d͛iŶduiƌe la foƌŵatioŶ d͛uŶe Ŷouǀelle tuŵeuƌ loƌsƋu͛elles soŶt gƌeffĠes daŶs uŶ Ŷouǀel 

individu (Clarke et al. 2006; Nguyen et al. 2012). 

Le microenvironnement tumoral possède aussi des conditions physico-chimiques 

différentes du tissu saiŶ, Đoŵŵe de l͛hǇpoǆie, uŶe aĐiditĠ plus ĠleǀĠe et un faible taux de 

glucose. Cet environnement difficile exerce une pression de sélection entrainant la survie 

des cellules ayant acquis des mutations spécifiques permettant leur prolifération. De plus, 

les cellules saines environnantes répondent également aux différentes molécules présentes 

dans ce microenvironnement. Ainsi le tissu entourant la tumeur, ou stroma, joue un rôle 

important. Les interactions hôte-tumeur passent indirectement par la matrice extracellulaire 

via les différentes molécules sécrétées par les cellules présentes à cette interface (Tlsty and 

Coussens 2006). 

Les cellules immunitaires sont présentes à cette interface, directement en contact 

avec le stroma. Les premières observations de cet infiltrat immunitaire dans les tumeurs ont 

été rapportées dès le XIXème siècle par Virchow en 1863, il théorise alors que le cancer est dû 

à une inflammation chronique (Balkwill, Charles, and Mantovani 2005). Près de 50 ans plus 

taƌd, EhƌliĐh seƌa le pƌeŵieƌ à iŶtƌoduiƌe le ĐoŶĐept d͛iŵŵuŶosuƌǀeillaŶĐe (Ehrlich 1909). 
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3. Le ĐoŶĐept d’iŵŵuŶosuƌveillaŶĐe 

Le premier lien entre cancer et système immunitaire a été établi par William Coley, 

qui en 1910 a décrit comment certains patients opérés pour leur sarcome développent une 

érysipèle (une infection de la peau par des bactéries du genre Streptococcus) et obtiennent 

des rémissions complètes de leur cancer (Coley 1910). Il a émis ainsi l͛hǇpothğse Ƌue la 

progression tuŵoƌale est ĐoŶtƌôlĠe paƌ la ƌĠaĐtioŶ iŶflaŵŵatoiƌe seĐoŶdaiƌe à l͛infection. Ce 

postulat le conduit à dĠǀeloppeƌ le pƌeŵieƌ ŵĠdiĐaŵeŶt ďasĠ suƌ l͛iŵŵuŶothĠƌapie : la 

toxine de Coley : une solution de bactérie mortes (Streptococcus pyogenes et Serratia 

marcescens) activant le système immunitaire et qui induit secondairement une réponse anti-

tumorale. 

En parallèle, Paul Ehrlich a conceptualisé la ŶotioŶ d͛iŵŵuŶosuƌǀeillaŶĐe eŶ 

affirmant que le système immunitaire serait continuellement en alerte contre les cellules 

transformées (Ehrlich 1909). Mais ce n͛est que cinquante ans plus tard, que Burnet introduit 

la notion de néo-antigènes tumoraux responsables selon lui d͛uŶe ƌĠaĐtioŶ iŵŵuŶitaiƌe 

eŶtƌaîŶaŶt l͛ĠliŵiŶation des cancers se développant (Burnet 1957, 1964). Cette théorie est 

ĐoŶtestĠe paƌ “tutŵaŶ eŶ ϭϵϳϰ et ϭϵϳϵ d͛apƌğs ses eǆpĠƌieŶĐes suƌ uŶ ŵodğle 

d͛iŵŵuŶodĠfiĐieŶĐe. EŶ effet, Đhez des souƌis athǇŵiƋues, donc dépourvues de système 

immunitaire adaptatif, il Ŷ͛oďseƌǀe pas d͛augŵeŶtation de la fréquence de tumeurs 

spontanées ou induites (Stutman 1974, 1979). 

Il faut attendre le début des années 2000 pour que la théorie de 

l͛iŵŵuŶosuƌǀeillaŶĐe soit validée. Les travaux de van den Broek, Smyth et Street sur des 

modèles murins déficients pour les gènes codant la perforine (une glycoprotéine cytotoxique 

créant des pores)  (van den Broek et al. 1996; Smyth et al. 2000; Street, Cretney, and Smyth 

2001) et ceux de Shankaran sur des souris déficientes pour des protéines de la voie de 

l͛iŶteƌfĠƌoŶ ɶ (IFNɶͿ (Shankaran et al. 2001) apportent la preuve de la validité de la théorie 

de l͛iŵŵuŶosuƌǀeillaŶĐe. Sans ces molécules clés du système immunitaire, la susceptibilité 

des souris à développer des tumeurs spontanées ou induites par des carcinogènes comme le 

Méthylcholanthrène (MCA) ou le Diméthylbenzothracène (DBA) est augmentée. De plus, les 

souris déficientes pour les Recombinase activating Gene 1 et 2 (RAG), gènes indispensables à 
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la génération de lymphocytes B (LB) et lymphocytes T (LT) matures, sont elles aussi plus 

susceptibles de développer des tumeurs spontanées ou induites (Shankaran et al. 2001). 

La déficience en cellules de l͛iŵŵuŶitĠ iŶŶĠe a également un impact sur 

l͛iŵŵuŶosuƌǀeillaŶĐe. EŶ effet, des souris déplétées en cellules Natural Killer (NK) et Natural 

Killer T (NKT) sont plus sujettes à développer des tumeurs induites par rapport à des souris 

contrôles (Smyth 2001). Gao et collègues ont montré également que les lymphocǇtes Tɶɷ 

jouent un rôle dans l͛ĠliŵiŶatioŶ des tuŵeuƌs cutanées via leur capacité à sécréter une 

gƌaŶde ƋuaŶtitĠ d͛IFNɶ (Gao et al. 2003). 

Des observations Đhez l͛Hoŵŵe dĠŵoŶtƌeŶt ĠgaleŵeŶt le ƌôle du sǇstğŵe 

immunitaire dans la prévention de la formation des tumeurs. Les personnes atteintes de 

dĠfiĐits pƌiŵaiƌes de l͛iŵŵuŶitĠ pƌĠseŶteŶt uŶe iŶĐideŶĐe plus ĠleǀĠe de ĐaŶĐeƌs. UŶe 

augŵeŶtatioŶ de l͛iŶĐideŶĐe des tuŵeuƌs ĠpithĠliales de l͛estoŵaĐ, du seiŶ et du ƌeiŶ a ĠtĠ 

oďseƌǀĠe Đhez des peƌsoŶŶes atteiŶtes d͛uŶ déficit de l͛iŵŵuŶitĠ huŵoƌale (Kinlen 1985; 

van der Meer et al. 1993; Salavoura et al. 2008). Les patients atteints de trisomie présentent 

une prévalence 20 fois supérieure à la population générale au développement des 

leucémies, ces personnes présentant un déficit fonctionnel des LT (Xavier and Taub 2010). Il 

a également été observé que les patients atteints du syndrome de Chediak Higashi, une 

maladie caractérisée par une déficience des fonctions cytotoxiques des lymphocytes NK, ont 

200 fois plus de risque de développer un cancer (Kobayashi 1985). 

Les peƌsoŶŶes iŶfeĐtĠes paƌ le ǀiƌus de l͛iŵŵuŶodĠfiĐience acquise de type 1 (VIH-1) 

sont plus susceptibles de développer des cancers (Boshoff and Weiss 2002). Ces cancers chez 

les patients séropositifs soŶt souǀeŶt assoĐiĠs à des iŶfeĐtioŶs paƌ d͛autƌes ǀiƌus Đoŵŵe 

Đelui d͛EpsteiŶ-Baƌƌ ;EBV, lǇŵphoŵesͿ, l͛Heƌpğs ;saƌĐoŵe de KaposiͿ, les papillomavirus 

huŵaiŶs ;HPV, ĐaŶĐeƌ uƌogĠŶitauǆͿ, l͛HĠpatite B et C (cancer du foie). L͛iŵŵuŶodĠfiĐieŶĐe 

seƌait doŶĐ uŶ faĐteuƌ de ƌisƋue pouƌ l͛appaƌitioŶ de ĐaŶĐeƌs. Guiguet et collègues 

démontrent cette relation en corrélant négativement le nombre absolu de LT CD4+ et 

l͛iŶĐideŶĐe des ĐaŶĐeƌs (Guiguet et al. 2009). De plus, l͛utilisatioŶ de ŵĠdiĐaŵeŶts 

immunosuppresseurs utilisés pour la prévenir le rejet du greffon, notamment dans le cadre 

de tƌaŶsplaŶtatioŶs d͛oƌgaŶes, augmente le risque de développer un cancer. Une incidence 

plus élevée de lymphomes a été notamment observée chez les transplantés rénaux (Hoover 

and Fraumeni 1973), aiŶsi Ƌu͛uŶ ƌisƋue Ϯ à ϱ fois plus iŵpoƌtaŶt de dĠǀeloppeƌ uŶ ĐaŶĐeƌ du 
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côlon, du larynx, du poumon, du rein ainsi que de la prostate (Birkeland et al. 1995). Il a été 

aussi observé Ƌue l͛aƌƌġt des iŵŵuŶosuppƌesseuƌs pouvait entrainer des rémissions 

spontanées (Rizzi et al. 2009). 

4. Valeur pronostique de l’infiltrat immunitaire 

MalgƌĠ les pƌeŵiğƌes oďseƌǀatioŶs d͛iŶfiltƌat immunitaire par Virchow en 1863, ce 

Ŷ͛est Ƌue duƌaŶt les aŶŶĠes ϭϵϵϬ Ƌue le lieŶ eŶtƌe le pƌoŶostiĐ ĐliŶiƋue et l͛iŶfiltrat 

immunitaire a été démontré avec la découverte de l͛assoĐiatioŶ eŶtre la survie de patients 

atteints de mélanome et le nombre de lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs) (Clark et al. 

1989; Clemente et al. 1996). Depuis, plusieurs antigènes tumoraux spécifiques du mélanome 

ont été identifiés, ainsi que des LT spécifiques de ces antigènes (van der Bruggen et al. 1991; 

Scanlan, Simpson, and Old 2004). De nombreuses études ont par la suite démontré que 

l͛iŶfiltƌat iŵŵuŶitaiƌe aǀait ĠgaleŵeŶt uŶe ǀaleuƌ pƌoŶostique dans le cancer du côlon et 

daŶs Đelui de l͛oǀaiƌe (Galon et al. 2006; L. Zhang et al. 2003). 

L͛effiĐaĐitĠ de l͛iŶfiltƌatioŶ lǇŵphoĐǇtaiƌe daŶs les ĐaŶĐeƌs ǀaƌie seloŶ le tǇpe de 

cellule immunitaire et la tumeur. Les LT CD8+ sont primordiaux dans le cancer du côlon, du 

poumon et du sein où leur infiltrat est corrélé à une meilleure survie (Kawai et al. 2008; 

Mahmoud et al. 2011; Naito et al. 1998) ; les LT CD4+ helper Type 1 (Th1) dans le cancer 

colorectal, le cancer hépatique et celui du sein (Budhu et al. 2006; Galon et al. 2006; 

Kristensen et al. 2012) ; les cellules NK dans les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST), 

le cancer colorectal et le cancer du poumon (Coca et al. 1997; Rusakiewicz, Semeraro, et al. 

2013; Villegas et al. 2002). 

Les macrophages peuvent aussi infiltrer les tumeurs, ils sont alors dénommés 

macrophages associés à la tumeur (TAM). On distingue 2 types distincts de macrophages en 

fonction de leur phénotype : les macrophages M1 ou M2 (exprimant respectivement CD64 

et CD163). Suivant le microenvironnement tumoral, ils adoptent soit un phénotype pro-

inflammatoire M1 associé à une survie prolongée dans les cancer de la prostate, des 

bronches et du côlon (Forssell et al. 2007; Kim et al. 2008; Shimura et al. 2000),soit 

immunosuppresseur M2, généralement considérés pro-tumoraux (Joyce and Pollard 2009). 

Les lymphocytes T régulateurs (Treg), des LT CD4+ exprimant le CD25, le récepteur à forte 

affiŶitĠ pouƌ l͛IL-2 et le facteur de transcription Foxp3 jouant un rôle dans le maintien de la 
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tolérance, ils ont également été associés à un mauvais pronostic clinique, notamment dans 

le ĐaŶĐeƌ de l͛oǀaiƌe, daŶs le ŵĠlaŶoŵe et daŶs le ĐaŶĐeƌ du seiŶ (Curiel et al. 2004; Gobert 

et al. 2009; Mougiakakos et al. 2010). Au contraire, les Treg ont une valeur pronostique 

positive dans le cancer colorectal (Whiteside 2014). Cela peut s͛eǆpliƋueƌ paƌ la foƌte 

inflammation pro-tumorale qui caractérise le microenvironnement des cancers colorectaux, 

les Treg ayant un rôle protecteur en inhibant les cellules inflammatoires. 

Toutes ces études établissent l͛iŵpoƌtaŶĐe du sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe daŶs la 

ƌeĐoŶŶaissaŶĐe et l͛ĠliŵiŶatioŶ des tuŵeuƌs. CepeŶdaŶt, comment expliquer la survenue 

des cancers chez des individus immunocompétents malgré cette immunosurveillance ? La 

réponse à cette question se tƌouǀe daŶs la thĠoƌie de l͛EǀolutioŶ de DaƌǁiŶ : 

l͛iŵŵuŶosuƌǀeillaŶĐe eŶtƌaiŶeƌait uŶe pƌessioŶ de sĠleĐtioŶ eŶgeŶdƌaŶt l͛ĠŵeƌgeŶĐe des 

ĐloŶes tuŵoƌauǆ Đapaďles de ƌĠsisteƌ ou d͛ĠĐhappeƌ au sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe. C͛est 

l’iŵŵuŶoeditiŶg (Dunn et al. 2002). 

5. La théoƌie de l’immunoediting 

En 2011 Schreiber et collègues montrent que la greffe de tumeurs provenant 

d͛aŶiŵauǆ iŵŵuŶoĐoŵpĠteŶts Đhez d͛autƌes aŶiŵauǆ iŵŵuŶoincompétents entraîne la 

formation de tumeurs. Ils confirment ainsi la validité de cette théorie (Schreiber, Old, and 

Smyth 2011). Ce modèle sépare eŶ ϯ phases la foƌŵatioŶ d͛uŶe tuŵeuƌ et soŶ iŶteƌaĐtioŶ 

avec le système immunitaire : la phase d͛EliŵiŶatioŶ, la phase d͛EƋuiliďƌe et la phase 

d͛EĐhappeŵeŶt ;Figure 2). 
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Figure 2: Les 3 phases de la théorie de l'immunoediting: l'Elimination, les cellules cancéreuses sont éliminées 

rapidement par le système immunitaire ; l'Equilibre, les cellules immunitaires éliminent les cellules tumorales à une vitesse 

ĠgaleŵeŶt Ƌue les Đellules tuŵoƌales se ƌĠpliƋueŶt, Đ’est duƌaŶt Đette Ġtape Ƌue les Đellules tuŵoƌales ǀoŶt dĠǀeloppeƌ uŶe 
résistance via la pression de sélection exercée par le système immunitaire ; l'Echappement, les cellules tumorales sont 

devenues résistantes aux cellules du système immunitaire, permettant leur croissance. D’apƌğs Schreiber et al. 2011. 

 

A. La phase d’EliŵiŶatioŶ 

Durant cette phase, les cellules du système immunitaire reconnaissent et éliminent 

les Đellules tuŵoƌales aǀaŶt Ƌu͛elles Ŷe soieŶt ĐliŶiƋueŵeŶt dĠteĐtaďles. Il s͛agit du ĐoŶĐept 

précédemment décrit de l͛iŵŵuŶosuƌǀeillaŶĐe. Le mécanisme de détection des cellules 

tuŵoƌales paƌ le sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe est ďasĠ suƌ l͛eǆpƌessioŶ d͛aŶtigğŶes tuŵoƌauǆ ou de 

molécules de stress comme MHC class I polypeptide-related sequence A et B (MICA/B). Les 

antigènes tumoraux sont reconnus par les cellules du système immunitaire adaptatif. Plus 

d͛uŶe ĐeŶtaiŶe d͛aŶtigğŶes assoĐiĠs auǆ tuŵeuƌs ;TAAͿ oŶt ĠtĠ ĐaƌaĐtĠƌisĠs Đhez l͛Hoŵŵe 

depuis que van der Bruggen et collègues ont identifié Melanoma-associated antigen 1 
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(MAGE-A1), le premier TAA dans le mélanome (van der Bruggen et al. 1991). Ils ont été 

classés en 5 familles : 

 Les néo-antigènes spécifiques des tumeurs, souvent issus de mutations dans des 

gènes de voies de prolifération (Anaplasic lymphoma kinase (ALK), Kirsten rat 

sarcoma viral oncogene homolog (KRAS), pϱϯ, …Ϳ. Leuƌ haute spécificité pour les 

tumeurs permet de cibler efficacement les cellules transformées avec une faible 

toxicité. 

 Les antigènes issus de virus oncogéniques. 

 Les aŶtigğŶes doŶt l͛eǆpƌessioŶ est paƌtagĠe paƌ les Đellules tuŵoƌales et le tissu 

sain mais avec une conformation modifiée permettant une reconnaissance par le 

système immunitaire (Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM)). 

 Les antigènes de différenciation exprimés préférentiellement par la tumeur 

(Melanoma antigen recognized by T cells (MART), Prostate specific antigen (PSA), 

…Ϳ. 

 Les aŶtigğŶes spĠĐifiƋues d͛oƌigiŶe geƌŵiŶale Đoŵŵe MAGE-A1, L Antigen Family 

Member 1 (LAGE-1), Sarcoma antigen 1 (SAGE1), ... Le risque de destruction des 

cellules germinales par les cellules du système immunitaire adaptatif est faible car 

elles Ŷ͛eǆpƌiŵeŶt pas les ŵolĠĐules du Coŵpleǆe Majeuƌ d͛HistoĐoŵpatiďilitĠ 

(CMH) (Hotta et al. 2000). 

Les cellules du système immunitaire inné reconnaissent les tumeurs 

indépendaŵŵeŶt de l͛eǆpƌessioŶ des TAA et sont notamment activées paƌ l͛eǆpƌession de 

molécules de stress. En effet les Đellules NK ƌeĐoŶŶaisseŶt l͛eǆpƌessioŶ de MIC A/B à la 

suƌfaĐe des Đellules tuŵoƌales ou ďieŶ l͛aďseŶĐe de CMH I (Bryceson and Ljunggren 2008; 

Pende et al. 2002). De plus, les débris des cellules tumorales lysées par les NK établissent le 

lien avec le système adaptatif en étant pris en charge par les Cellules Présentatrices 

d͛AŶtigğŶe ;APCͿ Ƌui ǀoŶt pƌĠseŶteƌ sur leur CMH II les peptides d͛oƌigiŶe tuŵoƌale et 

activer ainsi les lymphocytes T. 

B. La phase d’EƋuiliďƌe 

Dans des conditions optimales, la tumeur active le système immunitaire via 

l͛eǆpƌessioŶ de TAA ou de ŵolĠĐules de stƌess entrainant l͛aĐtiǀatioŶ du sǇstğŵe 
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immunitaire inné et adaptatif. Cette activation est renforcée par la sécrétion par les cellules 

du système adaptatif de cytokines immunostimulantes Đoŵŵe l͛IFNɶ conduisant ainsi à 

l͛ĠliŵiŶatioŶ de la tuŵeuƌ. CepeŶdaŶt les cellules tumorales peuvent également produire 

des cytokines immunosuppressives (Interleukine-10 (IL-10), Transforming Growth Factor β 

(TGFβ), …Ϳ et aiŶsi diŵiŶueƌ l͛effiĐaĐitĠ des Đellules iŵŵuŶitaiƌes ĐoŶduisaŶt à la suƌǀie de 

quelques cellules tumorales, possiblement les cellules souches cancéreuses, qui restent 

néanmoins sous contrôle du système immunitaire : Đ͛est la phase d͛EƋuiliďƌe. 

DiffĠƌeŶtes Ġtudes oŶt dĠŵoŶtƌĠ l͛eǆisteŶĐe de Đette phase, notamment Koebel et 

collègues qui ont observé que des souris traitées par de faibles doses de MCA présentaient 

des cellules tumorales mais ne développaient pas de tumeurs apparentes. Cependant 

loƌsƋue les lǇŵphoĐǇtes T et l͛IFNɶ soŶt dĠplĠtĠs, des tuŵeuƌs se développent rapidement 

auǆ sites d͛iŶjeĐtioŶ de MCA (Koebel et al. 2007). Chez l͛Hoŵŵe, il a ĠtĠ oďseƌǀĠ des cas de 

mélanomes étant appaƌus à la suite de tƌaŶsplaŶtatioŶ d͛oƌgaŶe pƌoǀeŶaŶt d͛uŶ doŶŶeuƌ eŶ 

rémission (Elder, Hersey, and Branley 1997). Ces différents rapports montrent l͛iŵpoƌtaŶĐe 

du système immunitaire dans la prévention de la tumeur, mettant également en évidence la 

pƌessioŶ Ƌu͛eǆeƌĐe le “I suƌ les Đellules tuŵoƌales. Cette pression de sélection engendre la 

survie des cellules cancéreuses capables de se soustraire au système immunitaire grâce à 

l͛aĐĐuŵulatioŶ de ŵutatioŶs qui induiseŶt uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de ŵolĠĐules 

permettant leur reconnaissance paƌ le “I ;TAA, CMH I, …Ϳ ou ďieŶ uŶe augŵeŶtatioŶ de 

celles inhibant les cellules immunitaires (Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1), Cytotoxic T-

Lymphocyte-Associated protein 4 (CTLA-4)) (Fridman et al. 2014). Ceci conduit à la dernière 

phase : l͛EĐhappement. 

C. La phase d’EĐhappeŵeŶt 

L͛ĠĐhappeŵeŶt tuŵoƌal au “I est le ƌĠsultat de la pƌessioŶ de sĠleĐtioŶ eǆeƌĐĠe paƌ 

les cellules du système immunitaire. Les cellules tumorales rentrent alors dans une phase de 

croissance et de dissémination conduisant au diagnostic clinique du cancer. Cette phase voit 

aussi l͛augŵeŶtatioŶ de la pƌopoƌtioŶ de Đellules pƌo-tumorales comme les Treg et les 

cellules myéloïdes suppressives (MDSC) (Ostrand-Rosenberg and Sinha 2009; Zou 2006). 

Différentes populations cellulaires sont présentes dans le microenvironnement tumoral et 

duƌaŶt la phase d͛EĐhappeŵeŶt, la tuŵeuƌ dĠǀeloppe diffĠƌeŶts ŵĠĐaŶisŵes pouƌ se 

soustraire à leur surveillance ou bien bénéficier du rôle pro-tumoral de certaines cellules : 
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 Les macrophages représentent une part importante de l͛iŶfiltƌat iŵŵuŶitaiƌe. 

Comme mentionné précédemment, ils peuvent se différencier soit en M1 soit en 

MϮ. Les Mϭ paƌtiĐipeŶt à l͛ĠliŵiŶatioŶ des tuŵeuƌs en sécrétant des cytokines 

pro-inflammatoires Đoŵŵe l͛IL-12 activant les LT. Les M2 au contraire sécrètent 

des cytokines immunosuppressives favorisant la croissance des cellules tumorales 

et l͛aŶgiogeŶğse Đoŵŵe l͛IL-ϭϬ, le TGFβ et le VEGF (Mantovani et al. 2006; Noy 

and Pollard 2014). 

 Les cellules myéloïdes suppressives (MDSC) sont des cellules immatures du SI 

inné aux capacités immunosuppressives très importantes. Elles sont générées à 

l͛issue de l͛iŶflaŵŵatioŶ ĐhƌoŶiƋue du microenvironnement tumoral (Bunt et al. 

2006). Elles produiseŶt de l͛aƌgiŶase et des dĠƌiǀĠs ƌĠaĐtifs de l͛oxygène (ROS) 

dans la matrice extracellulaire, bloquant ainsi les réponses immunitaires, et 

augmentent la population de Treg (Marvel and Gabrilovich 2015). 

 Les lymphocytes Treg sont très présents dans les tumeurs (Ondondo et al. 2013). 

Comme les macrophages M2, ils produisent des cytokines immunosuppressives 

(IL-10, TGFβ) (Bauer et al. 2014) et leur présence est corrélée à une progression 

des tumeurs (Mougiakakos et al. 2010). La tumeur ou les cellules immunitaires 

peuǀeŶt pƌoduiƌe de l͛IŶdoleaŵiŶe Ϯ,ϯ-dioxigénase (IDO), une molécule 

immunosuppressive induisant notamment la conversion des LT naïfs en 

lymphocytes Treg par la dégradation du tryptophane (Munn and Mellor 2006). 

 Les lymphocytes Th1 sont dans la majorité des cancers de bon pronostic. Ils sont 

Đapaďles d͛augŵeŶteƌ les foŶĐtioŶs ĐǇtotoǆiƋues des lǇŵphoĐǇtes T ĐǇtotoǆiƋues 

;CTLͿ Ƌui ĠliŵiŶeŶt les Đellules ŵaligŶes et pƌoduiseŶt de gƌaŶde ƋuaŶtitĠ d͛IFNɶ 

(Pagès et al. 2010). CepeŶdaŶt l͛IFNɶ peut avoir un rôle délétère car il permet 

l͛eǆpƌessioŶ de PD-L1 (Sharpe et al. 2007). Ainsi, les cellules tumorales peuvent 

exprimer le ligand inhibiteur PD-L1 mais aussi diminuer leur expression du CMH I 

tout eŶ iŶduisaŶt l͛eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteuƌ inhibiteur CTLA-4 sur les LT  

permettant ainsi aux cellules tumorales d͛ĠĐhappeƌ à leuƌ suƌǀeillaŶĐe (Dong et 

al. 2002). Les lymphocytes Th2, en revanche, ont un rôle pro-tumoral via la 

production de cytokines Th2 (IL-5, IL-4 et IL-13) qui induisent la polarisation des 

macrophages de type M2 (DeNardo et al. 2009). Les tumeurs du sein et du 

pancréas sont fortement infiltrées par des lymphocytes Th2 (Aspord et al. 2007; 
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De Monte et al. 2011). Les lymphocytes Th17 présentent un rôle très fluctuant 

suiǀaŶt le ĐoŶteǆte. Leuƌ aĐtioŶ daŶs l͛iŵŵuŶitĠ du ĐaŶĐeƌ est ambiguë : leur 

infiltration dans les cancers du foie, du colon et du pancréas a été corrélée avec 

un mauvais pronostic clinique (He et al. 2011; Tosolini et al. 2011; Zhang et al. 

2009) aloƌs Ƌue la suƌǀie des patieŶtes atteiŶtes de ĐaŶĐeƌ de l͛oǀaiƌe est corrélée 

à un fort taux de Th17 (Kryczek, Banerjee, et al. 2009). De la même manière, chez 

des souris déficientes en IL-17 (la cytokine majeure produite par les LT Th17), la 

croissance tumorale de la lignée tumorale MC38 est accélérée alors que celle des 

lignées B16 et MB49 est réduite chez ces mêmes souris (Kryczek, Wei, et al. 2009; 

Wang et al. 2009). De même, des lignées de carcinome cervical humain sécrétant 

de l͛IL-17 après transfection croissent plus rapidement dans des souris « nude » 

que les lignées contrôles (Tartour et al. 1999). Cependant lorsque des tumeurs 

ŵuƌiŶes hĠŵatopoïĠtiƋues tƌaŶsfeĐtĠes aǀeĐ le gğŶe ŵuƌiŶ de l͛IL-17 sont 

greffées dans des souris immunocompétentes, leur croissance est diminuée par 

ƌappoƌt auǆ tuŵeuƌs ĐoŶtƌôles. Cela est dû au fait Ƌue l͛IL-17 promeut la 

différenciation de LT cytotoxiques contre la tumeur (Benchetrit et al. 2002). 

 Les lymphocytes B : leur rôle dans le microenvironnement tumoral est ambigu : 

ils peuvent être pro-tumoraux de par leur participation à la mise en place de 

l͛iŶflaŵŵatioŶ ĐhƌoŶiƋue et leur promotion de la croissance tumorale en 

adoptant un profil immunosuppressif (Schioppa et al. 2011). Cependant ils 

peuvent également avoir un rôle anti-tumoral en étant capables de supporter les 

LT en produisant des anticorps (Ac), des cytokines immunostimulatrices et activer 

les LT en tant que APC (Harris et al. 2000). 

 Les cellules NK sont à la frontière du système immunitaire inné et du système 

adaptatif. De Ŷoŵďƌeuses Ġtudes oŶt dĠŵoŶtƌĠ leuƌ ƌôle daŶs l͛ĠliŵiŶatioŶ des 

métastases et des petites tumeurs (Guillerey and Smyth 2016). Pour se dérober à 

la surveillance des lymphocytes NK, les cellules tumorales peuvent augmenter 

l͛eǆpƌessioŶ des molécules HLA-G et HLA-E (L. Derre et al. 2006; Tripathi and 

Agrawal 2006) qui inhibent les cellules NK. De plus la tumeur peut également 

sécréter des ligands solubles du récepteur activateur des cellules NK natural-killer 

group 2, member D (NKG2D) afiŶ d͛eŶtƌaiŶeƌ uŶe iŶteƌŶalisatioŶ de Đe ƌĠĐepteuƌ 
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(Groh et al. 2002a). Le ƌôle des Đellules NK daŶs l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt tuŵoƌal seƌa 

détaillé dans le chapitre suivant. 

UŶe autƌe thĠoƌie s͛oppose à Đelle de l͛immunoediting, il s͛agit de la thĠoƌie de la 

tolérance, développée par Willimsky et Blankenstein. Celle-ci théorise que les cellules 

tuŵoƌales Ŷ͛ĠĐhappent pas au système immunitaire mais sont reconnues par celui-ci et 

induisent une tolérance. Willimsky et collègue ont démontré que dans un modèle de cancer 

ŵuƌiŶ ďasĠ suƌ l͛aĐtiǀatioŶ spontanée de l͛oŶĐogğŶe “VϰϬ, uŶe ƌĠpoŶse iŵŵuŶitaiƌe iŶitiale 

est dĠteĐtĠe ŵais Ƌu͛uŶe tolĠƌaŶĐe est ŵise eŶ plaĐe secondairement. Néanmoins, lorsque 

ces cellules tumorales sont greffées dans des souris sans tumeur, elles déclenchent une 

réponse immunitaire (Willimsky and Blankenstein 2005). En réalité, il est tout à fait probable 

que Đette thĠoƌie soit uŶ des ŵĠĐaŶisŵes de l͛immunoediting, la tolérance étant une forme 

d͛ĠĐhappeŵeŶt pouƌ la tuŵeuƌ. Celle-ci, comme énoncé plus haut, va sécréter lors de la 

phase d͛ĠĐhappeŵeŶt différentes cytokines comme le TGFβ, le VEGF ou l͛IL-10 induisant un 

environnement immunosuppresseur et attirant différentes Đellules ;Tƌeg, MD“C,…Ϳ Ƌui 

participent à la ŵise eŶ plaĐe d͛uŶe tolĠƌaŶĐe de la tuŵeuƌ paƌ le “I. 

Grâce à leur rôle charnière, les cellules NK représentent une population cellulaire 

d͛uŶ gƌaŶd iŶtĠƌġt. Leur capacité à lyser des cellules tumorales sans activation par un 

aŶtigğŶe spĠĐifiƋue eŶ foŶt uŶe Điďle pƌiǀilĠgiĠe pouƌ l͛iŵŵuŶothĠƌapie aŶtituŵoƌale. DaŶs 

la partie suivante, nous allons donc nous intéresser aux cellules NK dans le contexte de la 

tumeur.  

II. Les cellules Natural Killer dans le microenvironnement 

tumoral 

1. Caractéristiques générales 

Les cellules Natural Killer (NK) sont des cellules du système immunitaire inné. Elles 

oŶt ĠtĠ oďseƌǀĠes pouƌ la pƌeŵiğƌe fois paƌ l͛ĠƋuipe de KiessliŶg eŶ ϭϵϳϱ (Kiessling, Klein, 

Pross, et al. 1975; Kiessling, Klein, and Wigzell 1975). Il caractérise alors ces nouvelles 

cellules par leur capacité à lyser spontanément les cellules infectées ou tumorales sans 

activation préalable par les APC, au contraire des lymphocytes T. 



25 
 

Les cellules NK appartiennent à une famille plus large : les cellules lymphoïdes innées 

(ILC) (Artis and Spits 2015). Ces cellules résident en majorité dans les tissus épithéliaux. Les 

ILC sont subdivisées en 2 sous-groupes selon leur capacité cytotoxique et sécrétoire. Ainsi les 

cellules NK font partie des Killer ILC, auǆƋuelles s͛opposeŶt les Helper-like ILC, en analogie 

avec la classification des lymphocytes T. Les Helper-like ILC sont classées en 3 groupes 

suiǀaŶt leuƌ pƌofil d͛eǆpƌessioŶ ĐǇtokiŶiƋue et leuƌ faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ ;Figure 3) : 

 Le groupe des ILC1 contient les ILC1 mais également les cellules NK 

conventionnelles. Les Đellules de Đe gƌoupe sĠĐƌğteŶt des ĐǇtokiŶes Thϭ, l͛IFNɶ et 

le Tumor necrosis factor α ;TNFα). Les deux types cellulaires de ce groupe 

expriment les facteurs de transcription eomesodermine (Eomes) mais également 

T-bet (Bernink et al. 2013; Klose et al. 2017; Spits, Bernink, and Lanier 2016). 

CepeŶdaŶt uŶe fƌaĐtioŶ de Đellules NK du saŶg pĠƌiphĠƌiƋue peƌdeŶt l͛eǆpƌessioŶ 

d͛Eoŵes (Knox et al. 2014). 

 Le groupe des ILC2 contient les cellules ILC2 qui expriment le facteur de 

transcription GATA3 et sécrètent des cytokines de type Th2 (Mjosberg et al. 2011; 

Monticelli et al. 2011). Cependant des travaux récents ont montré que les ILC2 

pouǀaieŶt pƌoduiƌe de l͛IFNɶ apƌğs stiŵulatioŶ paƌ l͛IL-12 (Silver et al. 2016). 

 Le groupe des ILC3 : les cellules de ce groupe expriment le facteur de 

transcription RORɶt et sécrètent des cytokines de type Th17 (Buonocore et al. 

2010; Cella et al. 2009). Les ILC3 présentent également une plasticité car sous 

certaines conditions, elles peuvent se différencier en ILC1 (Klose et al. 2013). 
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Figure 3: Les différents groupes de la famille des ILC avec leur parallèle chez les lymphocytes T. Les ILC1, comme les 

LT Thϭ pƌoduiseŶt de l’IFNγ et du TNFα. Les ILCϯ, soŶt siŵilaiƌes au LT Thϭϳ et sĠĐƌğteŶt de l’IL-ϮϮ et de l’IL-17. Les ILC2, de 

ŵaŶiğƌe siŵilaiƌe au LT ThϮ pƌoduiseŶt de l’IL-ϱ et de l’IL-13. Les cellules NK, qui font parties des ILC1, sont similaires au LT 

CDϴ ĐǇtotoǆiƋues ǀia leuƌ sĠĐƌĠtioŶ d’IFNγ et de peƌfoƌiŶe/gƌaŶzǇŵe. D'après Goldberg et al. 2015. LP: Lamina propria. IE: 

intra-épitheliale. 

 

Les cellules NK représentent 5 à 20% des lymphocytes du sang et se renouvellent en 

2 semaines environ. On les retrouve également dans la ŵoelle osseuse, le foie, l͛utĠƌus, la 

rate, les poumons, les organes lymphoïdes secondaires (OLS) ainsi que dans les tissus 

lymphoïdes associés aux muqueuses (MALT) (Yokoyama, Kim, and French 2004). Ils 

possèdent à la fois des capacités lytiques contre les cellules transformées, infectées, mais 

également des fonctions immunomodulatrices de par leur capacité à sécréter des cytokines, 

ŵajoƌitaiƌeŵeŶt de l͛IFNɶ et du TNFα (Chester, Fritsch, and Kohrt 2015). Les cellules NK sont 

caractérisées Đhez l͛Hoŵŵe paƌ l͛aďseŶĐe d͛eǆpƌessioŶ du ŵaƌƋueuƌ CDϯ ŵais paƌ la 

présence du marqueur CD56 ou NCAM (Neural cell adhesion molecule protéine neuronale 
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d͛adhĠsioŶ) (Lanier et al. 1989). Le CD56 permet de définir 2 sous-populations 

fonctionnellement et phénotypiquement hétérogènes : 

 Les cellules NK CD56
birght : représentent 10% des cellules NK du sang mais sont 

très abondantes dans les OLS de par leur expression de CCR7, CXCR3 et CD62L 

(des rĠĐepteuƌs peƌŵettaŶt l͛adƌessage des Đellules NK daŶs les OL“Ϳ où elles 

représentent 75% des lymphocytes NK. Elles sont faiblement cytotoxiques mais 

sont capables de produire de grandes quantités de cytokines et de chimiokines 

(Cooper, Fehniger, and Caligiuri 2001). Elles expriment également le CCR6 et CCR5  

leur permettant de migrer vers certains environnements inflammatoires, comme 

ceux des tumeurs (Campbell et al. 2001; Cooper, Fehniger, and Caligiuri 2001; 

Stojanovic and Cerwenka 2011). Cette sous-population NK joue également un rôle 

dans la réponse immunitaire adaptative en régulant les cellules dendritiques et la 

polarisation Th1 des lymphocytes T (Magri et al. 2011; Martin-Fontecha et al. 

2004).  

 Les cellules NK CD56
dim : représentent 90% des cellules NK du sang. Elles ne 

possèdent que de faibles capacités sécrétrices mais sont fortement cytotoxiques 

et expriment le récepteur de faible affinité au fragment constant (Fc) des 

Immunoglobulines G (IgG) (FcɶRIIIA ou CD16). Ces cellules dérivent des CD56bright 

par perte du NKG2A et du CD62L et par acquisition du CD57 et des Killer-cell 

immunoglobulin-like receptors (KIR) (Björkström et al. 2010; Romagnani et al. 

2007). Elles soŶt Đapaďles de ŵigƌeƌ ǀeƌs les sites de l͛iŶflaŵŵatioŶ eŶ pĠƌiphérie 

du fait de l͛expression de récepteurs aux chimiokines CXCR1 et CXCR3. 

Messaoudene et collègues ont également décrit une population rare CD56bright 

CD16+ présente dans les métastases ganglionnaires de mélanome avec un fort 

potentiel cytotoxique (Messaoudene et al. 2014). 

2. Ontogénie des cellules NK 

Comme les autres cellules lymphoïdes, les cellules NK dérivent de cellules souches 

hématopoïétiques (HSC), des cellules pluripotentes CD34+ qui résident dans la moelle 

osseuse (Galy et al. 1995). A partir des HSC se développe un progéniteur lymphoïde commun 

(CLP) qui se différencie en LT, LB ou lymphocyte NK (Kondo, Weissman, and Akashi 1997).  
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Les Đellules NK se dĠǀeloppeŶt daŶs le foie fœtal puis dans la moelle osseuse à la naissance 

(Fehniger and Caligiuri 2001). Plusieurs études ont proposé une hypothèse alternative à 

l͛oƌigiŶe des Đellules NK eŶ souteŶaŶt Ƌue les pƌogĠŶiteurs myéloïdes commun (CMP) et les 

précurseurs des granulocytes-monocytes pouvaient également se développer en cellules NK 

(Grzywacz et al. 2011; Perez et al. 2003). Les cellules NK issues du CNP sont CD56bright tandis 

que celles dérivant du CMP seraient CD56dim. 

La différenciation des lymphocytes NK nécessite la présence de différentes cytokines. 

Il a été démontré in vitro que le stem cell factor (SCF), le fibromyalgia syndrome-like tyrosine 

kinase-3 ligand (Flt3-LͿ, l͛IL-ϳ, l͛IL-2 et l͛IL-15 sont particulièrement importants. Ainsi le SCF et 

le Flt3-L induisent la différenciation des HSC en cellules précurseurs hématopoïétiques (HPC) 

et la sensibilité à l͛IL-Ϯ et à l͛IL-15 qui sont essentielles à la différenciation des cellules NK 

(Caligiuri 2008; Park et al. 2013). L͛ĠƋuipe de Caligiuri a décrit 5 stades différents de 

développement des cellules NK à partir des HSC (Freud, Yu, and Caligiuri 2014) (Figure 4): 

 Stade 1 : CD34+CD117-CD94- (cellules progénitrices NK) : expriment les marqueurs 

des CLP CD10 et CD45RA mais ne possèdent par le CD122 (IL-2/IL-15Rβ) et ne 

ƌĠpoŶdeŶt doŶĐ pas à l͛IL-15. Il a été montré in vitro Ƌue l͛ajout de Fltϯ-L, d͛IL-3 et 

d͛IL-7 dans le milieu faisait passer les cellules au stade 2. 

 Stade 2 : CD34+CD117+CD94- (précurseurs des cellules NK) : expriment le CD122 

et sont sensibles à l͛IL-15. Ils expriment également faiblement CD56. In vitro, ces 

cellules peuvent se différencier en LT, cellules dendritiques (DC) ou cellules du 

stade ϯ. EŶ pƌĠseŶĐe d͛IL-Ϯ et d͛IL-15, elles peuvent également se développer en 

cellules NK CD56bright (Freud et al. 2005). 

 Stade 3 : CD34-CD117+CD94- (cellules NK immatures) : peƌte de l͛eǆpƌessioŶ du 

CD34 marquant la perte du potentiel de différenciation en LT ou DC et 

l͛eŶgageŵeŶt daŶs la ǀoie des Đellules NK. Ces Đellules eǆpƌiŵeŶt également le 

CD56, CD127, IL-7 receptor subunit α (IL-7Rα), CD161 et le lymphocyte function-

associated antigen 1 (LFA-1). Ces cellules NK immatures sont incapables de 

pƌoduiƌe de l͛IFNɶ et Ŷ͛eǆpƌiŵeŶt pas de KIR ou le récepteur inhibiteur 

CD94/NKG2A. 

 Stade 4 : CD56brightCD34-CD117+/-CD94+CD16- (cellules NK CD56bright) : expriment 

le CD94/NKG2A, les récepteurs activateurs NKp46 et NKG2D mais perdent le 
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CD117 et le CDϭϮϳ. Ces Đellules soŶt Đapaďles de pƌoduiƌe de l͛IFNɶ et de la 

perforine, ce qui les rend fonctionnelles. Ce sont les mêmes cellules NK CD56bright 

qui sont présentes dans le sang. 

 Stade 5 : CD56dimCD34-CD117-CD94+CD16+ (cellules NK matures CD56dim) : 

eǆpƌiŵeŶt les KI‘ et le CDϭϲ. L͛eǆpƌessioŶ de CDϱϲ a ĠtĠ ĠgaleŵeŶt oďseƌǀĠe in 

vivo aux stades 2 et 3. Ces Đellules NK ŵatuƌes ǀoŶt d͛aďoƌd passeƌ paƌ uŶe Ġtape 

où elles expriment le CD62L mais pas le CD57 avant de devenir des cellules NK 

pleinement différenciées CD62L-CD57+ (Juelke et al. 2010; Lopez-Vergès et al. 

2010). 

 

Figure 4: Les 5 étapes de l'ontogénie des cellules NK. Les cellules NK sont issues des cellules souches 

hématopoïétiques CD34
+
 qui se différencient, entre autre, en progéniteur lymphoïde commun qui se différenciera en cellule 

NK via 5 étapes au cours desquelles la cellule perdra le CD34 et le CD117 mais acquerra le CD94 et le CD56.  Modifié d'après 

Yu, Freud, and Caligiuri 2013. 

 

Au cours du développement, les cellules NK acquièrent également leurs fonctions 

effectrices contre les cellules cibles et la tolérance vis-à-vis des cellules du « soi » (Kim et al. 

2005). AiŶsi, il a ĠtĠ ƌappoƌtĠ Ƌue des Đellules NK ŵatuƌes possĠdaŶt uŶ dĠfiĐit d͛eǆpƌessioŶ 

des récepteurs inhibiteurs reconnaissant le CMH I (les KI‘ Đhez l͛Hoŵŵe, le LǇϰϵ Đhez la 

souris, le CD94/NKG2A chez les 2 espèces) sont hyporéactives en comparaison avec les 

cellules NK exprimant au moins un récepteur inhibiteur (Anfossi et al. 2006; Kim et al. 2005). 

De plus, il a été montré dans des modèles murins que la déficience en β2 microglobuline 

(B2m), une protéine faisant partie du CMH I, rend les cellules NK également hyporéactives 

(Bix et al. 1991; Höglund et al. 1991; Liao et al. 1991). 

 

Plusieuƌs ŵodğles oŶt ĠtĠ aǀaŶĐĠs pouƌ eǆpliƋueƌ ĐoŵŵeŶt l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe le 

CMH I et les récepteurs inhibiteurs permet l͛ĠduĐatioŶ des Đellules NK ;Figure 5) :  
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 Le « arming model » propose que les cellules NK sont initialement hyporéactives 

et Ƌue l͛eŶgageŵeŶt des ƌĠĐepteuƌs iŶhiďiteuƌs aǀeĐ le CMH I suƌ des Đellules du 

« soi » est ŶĠĐessaiƌe pouƌ l͛aĐƋuisitioŶ de leurs compétences fonctionnelles (Kim 

et al. 2005; Orr and Lanier 2010). Une variance de ce modèle a été proposée chez 

la souris : l͛iŶteƌaĐtioŶ Cis eŶtƌe le ƌĠĐepteuƌ iŶhiďiteuƌ ŵuƌiŶ LǇϰϵA et les 

molécules du CMH I d͛une même cellule est nécessaire à l͛ĠduĐatioŶ de la Đellules 

NK (Chalifour et al. 2009). 

 Le « disarming model » postule au contraire que les cellules NK sont initialement 

fonctionnelles. Cependant en l͛absence de récepteurs inhibiteurs reconnaissant 

les molécules du CMH I, les cellules NK deviennent anergiques (Orr and Lanier 

2010; Raulet 2006). 

 Le modèle « du rhéostat » pƌopose d͛assoĐieƌ les Ϯ pƌĠĐĠdeŶts ŵodğles eŶ 

prenant en compte la foƌĐe totale aiŶsi Ƌue la fƌĠƋueŶĐe de l͛eŶgageŵeŶt des 

ƌĠĐepteuƌs iŶhiďiteuƌs. Il est eŶ effet plus pƌoďaďle Ƌue l͛ĠduĐatioŶ des Đellules 

NK se fasse suivant une balance de signaux activateurs et inhibiteurs plutôt que 

suivant un système binaire (Brodin, Kärre, and Höglund 2017; Joncker et al. 2009).  



31 
 

 

Figure 5: Les différents modèles d'éducation des cellules NK. a. le « arming model » propose que les cellules NK 

initialement hyporéactives soieŶt ĠduƋuĠes ǀia l’eŶgageŵeŶt des ƌĠĐepteuƌs iŶhiďiteuƌs ƌeĐoŶŶaissaŶt le CMH I des Đellules 
du « sois ». b. le « disarming model » postule Ƌue les Đellules NK soŶt oƌigiŶelleŵeŶt foŶĐtioŶŶelles et Ƌue l’aďseŶĐe de 
récepteurs inhibiteurs reconnaissant le CMH I eŶtƌaiŶe leuƌ aŶeƌgie. Đ. Le ŵodel d’iŶteƌaĐtioŶ Cis est uŶe ǀaƌiaŶte du 
« arming model » où le récepteur inhibiteur interagie avec le CMH I présent sur la même cellule. d. le modèle « du rhéostat » 

associe les  modèles du « arming » et du « disarming », pƌeŶaŶt uŶ Đoŵpte la foƌĐe de l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les récepteurs 

iŶhiďiteuƌs et le CMH I pouƌ l’ĠduĐatioŶ des Đellules NK.  Le  D'après Höglund and Brodin 2010. 

 

‘ĠĐeŵŵeŶt, diffĠƌeŶtes Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ la plastiĐitĠ de Đe sǇstğŵe d͛ĠduĐatioŶ 

des cellules NK. Ainsi des lymphocytes NK matures transférés dans des souris déficientes en 

CMH I développent une hyporéactivité puis une tolérance vis-à-vis des cellules déficientes en 

CMH I. Au contraire, des cellules NK matures hyporéactives issues de souris déficientes en 

CMH I transférées dans des souris exprimant le CMH I deviennent  cytotoxiques (Elliott, 

Wahle, and Yokoyama 2010; Joncker et al. 2010). Cette plastiĐitĠ s͛oďseƌǀe ĠgaleŵeŶt daŶs 

un contexte infectieux pouvant mener à une rupture de la tolérance (Sun and Lanier 2008). 

De manière intéressante, la stimulation de cellules NK hyporéactives issues de souris 

dĠfiĐieŶtes pouƌ le CMH I paƌ de l͛IL-2 permet la lyse efficace des cellules cibles par ces 
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mêmes cellules NK (Salcedo et al. 1998).  Il appaƌait aloƌs Ƌue l͛ĠduĐatioŶ des Đellules NK est 

uŶ pƌoĐessus ĐoŶtiŶu tout au loŶg de la ǀie de la Đellule et Ƌu͛elle dĠpeŶd de stiŵuli pƌĠseŶts 

dans son environnement. Ainsi la possibilité de « rééduquer » des cellules NK rendues 

anergiques par le microenvironnement tumoral apparait comme une cible thérapeutique 

iŶtĠƌessaŶte daŶs le doŵaiŶe de l͛iŵŵuŶothĠƌapie. 

3. Les fonctions des cellules NK 

Les lymphocytes NK sont des cellules majeures du système immunitaire inné du fait 

de leur capacité unique à lyser des cellules cibles sans activation préalable par un antigène 

spécifique (au contraire des lymphocytes T) notamment en détectant une diminution ou une 

transformation des molécules du CMH I exprimées à la surface des Đellules. L͛aĐtivité des 

cellules NK passe par deux mécanismes : leur cytotoxicité (directe ou indirecte) et la 

production de cytokines (Caligiuri 2008; Vivier et al. 2008). 

A. La fonction cytotoxique 

La fonction cytotoxique des cellules NK est exercée majoritairement par les cellules 

CD56dimCD16+ via 2 mécanismes : la libération de granules lytiques (via la cytotoxicité 

dépendante des anticorps, ADCC ou après activation de récepteurs activateurs) et 

l͛interaction avec des récepteurs de mort tels que Fas ou TNF-related apoptosis inducing 

ligand receptor (TRAIL-R). 

Loƌs de l͛iŶteƌaĐtioŶ d͛uŶe Đellule NK aǀeĐ sa Đellule Điďle, un réarrangement 

membranaire spécifique intervient : Đ͛est la sǇŶapse iŵŵuŶologique (IS) (Voskoboinik, 

Whisstock, and Trapani 2015). Lors de la formation de l͛I“, les ƌĠĐepteuƌs aĐtiǀateuƌs des NK 

sont engagés, entrainant le recrutement des granules lytiques contenant la perforine et des 

granzymes (des sérines protéases proapoptotiques) à la membrane de la cellule NK et dont 

le ĐoŶteŶu est liďĠƌĠ paƌ uŶ ŵĠĐaŶisŵe d͛eǆoĐǇtose Ca2+-dépendant (Krzewski and Coligan 

2012). La perforine libérée va créer des pores dans la membrane de la cellule cible à travers 

lesquels les granzymes vont passer, délivrant un message proapoptotique en activant la voie 

des caspases (Darmon, Nicholson, and Bleackley 1995; Tay and Welsh 1997). Lors de la 

libération des granules lytiques, lysosomal-associated membrane protein (LAMP-1)/CD107a 

est exprimé à la membrane de la Đellule NK. Il a ĠtĠ aǀaŶĐĠ Ƌue l͛eǆpƌessioŶ de Đette 
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protéine protégerait la cellule NK de la perforine et des granzymes (Cohnen et al. 2013). 

DaŶs uŶ ĐoŶteǆte tuŵoƌal, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue les gƌaŶzǇŵes Ŷ͛ĠtaieŶt pas esseŶtiels à 

l͛ĠliŵiŶatioŶ des tuŵeuƌs paƌ les Đellules NK (Davis, Smyth, and Trapani 2001; Smyth, Street, 

and Trapani 2003) au contraire de la perforine (van den Broek et al. 1996). 

UŶ autƌe ŵoǇeŶ d͛ĠliŵiŶatioŶ des Đellules Điďles paƌ les Đellules NK passe par les 

récepteurs de mort. Ainsi les lymphocytes NK expriment à leur surface des ligands, Fas ligand 

(FasL) et TRAIL, des récepteurs de la famille du TNF Fas et TRAIL-R exprimés à la surface des 

cellules cibles. LoƌsƋue Đes ƌĠĐepteuƌs soŶt aĐtiǀĠs, l͛apoptose est déclenchée via la voie des 

caspases (Ashkenazi 2002). TRAIL est exprimé constitutivement à la surface de certaines 

cellules NK et est induit sur la majoƌitĠ des lǇŵphoĐǇtes NK apƌğs stiŵulatioŶ paƌ l͛IL-2, 

l͛IFNɶ ou l͛IL-15 (Kashii et al. 1999; Zamai et al. 1998). FasL est exprimé à la surface des NK 

apƌğs aĐtiǀatioŶ paƌ le CDϭϲ ou l͛IL-2 (Chua, Serov, and Brahmi 2004). 

Les Đellules NK soŶt Đapaďles, Đoŵŵe d͛autƌes Đellules du sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe, de se 

lieƌ auǆ Đellules ƌeĐouǀeƌtes d͛aŶtiĐoƌps ǀia le ƌĠĐepteuƌ de faiďle affiŶitĠ au fƌagŵeŶt FĐ 

CD16. Après interaction du CD16 avec son ligand, il y a dégranulation des granules de 

perforine/granzymes eŶtƌaiŶaŶt l͛apoptose de la Đellule Điďle : Đ͛est l͛ADCC (Vivier et al. 

2011). Ce mécanisme est exploité par les traitements anti-tumoraux basés sur des anticorps 

thérapeutiques (Collins et al. 2012). Le Rituximab et le Trastuzumab ont été les premiers 

anticorps humanisés approuvés pour les traitements anti-tumoraux. Le Rituximab, qui cible 

le CD20 exprimés par les LB, est indiqué pour les lymphomes non-Hodgkiniens ainsi que les 

leucémies lymphoïdes chroniques alors que le Trastuzumab cible le human epidermal 

growth factor receptor 2 (HER2), il est prescrit pour les cancers du sein localisés ou 

métastatiques exprimant HER2 et les cancers gastriques métastatiques (Abulayha et al. 

2014; Slamon et al. 2011). 

B. La sécrétion de cytokines 

Les cellules NK sont également une source importante de cytokines, particulièrement 

les CD56brightCD16-. Ces Đellules soŶt Đapaďles de sĠĐƌĠteƌ de gƌaŶde ƋuaŶtitĠ d͛IFNɶ, de 

TNFα, d͛IL-ϭϬ, d͛IL-3, et de granulocyte-macrophage-colony-stimulating factor (GM-CSF) 

ainsi que de chimiokines (IL-8), macrophage inflammatory protein-1α (MIP-1α), MIP-1β et 

regulated upon activation, normally T-expressed, and secreted (RANTES) (Cooper, Fehniger, 
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and Caligiuri 2001) influençant positivement (Krebs et al. 2009; Robbins et al. 2007) ou 

négativement (Andrews et al. 2010) l͛iŵŵuŶitĠ adaptatiǀe. La sécrétion de cytokines 

nécessite une activation préalable des cellules NK par des cytokines (IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, 

IL-21, Interférons α et β) produites par les DC, les macrophages activés ou des cellules 

infectées, ou l͛eŶgageŵeŶt d͛uŶ ƌĠĐepteuƌ aĐtiǀateuƌ (Cooper, Fehniger, Turner, et al. 2001; 

Zwirner and Domaica 2010). Les cellules NK ainsi activées par des cytokines présentes une 

augmentation de leur prolifération et de leurs fonctions (Zwirner and Domaica 2010). 

La ĐǇtokiŶe ŵajoƌitaiƌeŵeŶt pƌoduite paƌ les lǇŵphoĐǇtes NK est l͛IFNɶ (IFN de type 

IIͿ. Cette ĐǇtokiŶe joue uŶ ƌôle ĐƌitiƋue daŶs l͛iŵŵuŶitĠ iŶŶĠe mais aussi adaptative en 

activant la réponse antivirale et anti-tumorale (Ikeda, Old, and Schreiber 2002). Il a d͛ailleuƌs 

été observé que les souris déficientes en IFNɶ développaient des lymphomes et des tumeurs 

pulmonaires spontanément (Street et al. 2002). Le ƌĠĐepteuƌ à l͛IFNɶ est l͛Interferon gamma 

receptor (IFNGR). Il est composé de deux chaînes IFNGR1 transmembranaires liant le ligand, 

associées à deux chaines IFNGR2 transmembranaires transduisant le signal en étant 

associées aux Janus tyrosine kinase 1/2 (JAK1/2). Lorsque le récepteur est activé, JAK1 et 

JAK2 phosphorylent les queues cytoplasmiques des IFNGR2 permettant le recrutement du 

signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1). STAT1 est alors phosphorylé et 

s͛hoŵodiŵĠƌise aǀaŶt de migrer dans le noyau, induisant la transcription des gènes 

répondeurs en se liant au IFN-gamma-activated site (GAS) (Galani et al. 2016). L͛IFNɶ peut 

induire l͛eǆpƌessioŶ des molécules de CMH II sur les APC (Pai et al. 2002), augmenter 

l͛eǆpƌessioŶ du CMH I à la suƌfaĐe des Đellules (Schroder et al. 2004), réguler la 

diffĠƌeŶĐiatioŶ l͛aĐtiǀatioŶ et l͛hoŵĠostasie des LT (Agnello et al. 2003), activer les 

macrophages, augmenter la phagocytose et induire la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (Hu, Chakravarty, and Ivashkiv 2008). 

Le TNFα est une autre cytokine pro-inflammatoire majeure produite par les cellules 

NK. Il joue un rôle iŵpoƌtaŶt daŶs la dĠfeŶse de l͛oƌgaŶisŵe ĐoŶtƌe les pathogğŶes ŵais 

également dans l͛hoŵĠostasie ǀia l͛oƌgaŶisatioŶ des oƌgaŶes lǇŵphoïdes et la foƌŵatioŶ des 

centres germinaux (Liu et al. 1998; Marino et al. 1997; Pasparakis et al. 1996). La fonction 

pro-inflammatoire du TNFα se tƌaduit paƌ sa ĐapaĐitĠ à aĐtiǀeƌ l͛eŶdothĠlium vasculaire, 

recruter des cellules immunitaires dans les tissus enflammés et promouvoir la destruction 

tissulaire (Feldmann 2009). Le TNFα est d͛aďoƌd sĠĐƌĠtĠ à la ŵeŵďƌaŶe aǀaŶt d͛ġtƌe ĐliǀĠ paƌ 



35 
 

la métalloprotéinase TNFα converting enzyme (TACE/ADAM17) (Wajant, Pfizenmaier, and 

Scheurich 2003). Le TNFα peut se lier à deux récepteurs : le TNF receptor 1 (TNFR1) et le 

TNFR2. Le TNFR1 est constitutivement exprimé par la majorité des cellules alors que le 

TNFR2 est exprimé préférentiellement par les cellules du système immunitaire. Les deux 

récepteurs lient le TNFα membranaire mais le TNFR1 possède une affinité plus forte pour le 

TNFα membranaire que le TNFR2 (Grell et al. 1998). LoƌsƋu͛il se lie au TNF‘ϭ, les pƌotĠiŶes 

TNF receptor associated death domain (TRADD) et receptor interacting protein (RIP) sont 

recrutées en interagissant avec le domaine de mort de la queue cytoplasmique de TNFR1. 

TNF-receptor associated factor 2 (TRAF2), lié à TRADD, phophoryle alors l͛inhibitor of IκB 

kinase (IKK). Ce dernier va alors libérer le nuclear factor κB (NF-κB) qui se relocalise dans le 

noyau et active les gènes répondeurs (Perkins 2007) (Figure 6). TRAF2 et RIP activent aussi la 

voie des mitogen-activated protein (MAP) kiŶases. L͛aĐtiǀatioŶ des ǀoies NF-κB et MAPK est 

favorisée par l͛uďiƋuitiŶǇlation de RIP par la cellular inhibitor of apoptosis protein-1 (cIAP1, 

aussi appelée le Baculoviral IAP Repeat Containing 2, BIRC2) et cIAP2/BIRC3 (Shu, Takeuchi, 

and Goeddel 1996). Le TNFR1 peut également induire la mort cellulaire via deux voies de 

signalisation. La première est la nécrose  via la génération de ROS paƌ l͛aĐtiǀatioŶ pƌoloŶgĠe 

de la voie JUN N-Terminal Kinase (JNK) (Lin et al. 2004). La deuxième par la voie des 

caspases, TRADD recrutant Fas-associated death domain (FAD) induisant le recrutement des 

caspases 8 et ϭϬ iŶitiaŶt l͛apoptose (Sprick et al. 2000). LoƌsƋu͛il est aĐtiǀĠ, TNF‘Ϯ Ŷe peut 

iŶduiƌe de ŵoƌt Đellulaiƌe du fait de l͛aďsence de domaine de mort dans son domaine 

iŶtƌaĐǇtoplasŵiƋue. Il iŶduit aloƌs l͛aĐtiǀatioŶ des NF-κB et MAP kiŶases eŶ ƌeĐƌutaŶt 

directement TRAF2, qui recrute à son tour TRAF1, cIAP1 et cIAP2 (Rothe et al. 1995). TNFR2 

est ĠgaleŵeŶt Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ la ǀoie Akt iŶduisaŶt la pƌolifĠƌatioŶ et la ŵigƌatioŶ (Pan et 

al. 2002; R. Zhang et al. 2003). Le TNFα a ĠtĠ oƌigiŶelleŵeŶt dĠĐƌit Đoŵŵe uŶ faĐteuƌ 

induisant la nécrose de tumeurs (Carswell et al. 1975). Cependant les premiers essais 

d͛utilisatioŶ de TNFα ƌeĐoŵďiŶaŶt eŶ taŶt Ƌue thĠƌapie aŶtiĐaŶĐĠƌeuse se soŶt soldĠs paƌ uŶ 

ĠĐheĐ du fait de l͛iŶduĐtioŶ d͛uŶe ƌĠaĐtioŶ iŶflaŵŵatoiƌe ŵassiǀe. Néanmoins l͛injection de 

TNFα assoĐiĠ au ŵelphalaŶ est uŶ tƌaiteŵeŶt appƌouǀĠ pouƌ le tƌaiteŵeŶt de saƌĐoŵes 

locaux (van Horssen, Ten Hagen, and Eggermont 2006). Le TNFα stiŵule la ŵigƌatioŶ des 

lǇŵphoĐǇtes, augŵeŶte la phagoĐǇtose et la pƌoduĐtioŶ d͛IL-1 par les macrophages ainsi que 

la vasoconstriction des vaisseaux sanguins (Wajant et al. 2003). CepeŶdaŶt le TNFα peut 

également jouer un rôle pro-tumoral en induisant la prolifération et la survie des cellules 
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tumorales et en entretenant un environnement immunosuppresseur en activant les MDSC et 

les Treg (Kalliolias and Ivashkiv 2015). 

 

Figure 6: Voies de signalisation de différents récepteurs de la famille des TNFRSF. Le TNF peut se fixer à 2 

ƌĠĐepteuƌs, le TNFRϭ et le TNFRϮ. L’aĐtiǀatioŶ du TNFRϭ peut ĐoŶduiƌe à l’apoptose de la Đellule ǀia la ǀoie des Đaspases. 
Cependant elle peut aussi promouvoir la survie via le recrutement de RIP qui active les voies NF-κB et les MAP kiŶases. 
L’aĐtiǀatioŶ de TNFRϮ peƌŵet le ƌeĐƌuteŵeŶt de TRAF1 ainsi que de BIRC3 induisant la survie cellulaire par les voies NF-κB, 
MAP kinases et JNK. TRAF1 intervient également dans la signalisation du récepteur 4-1BB où il active les voies de survies et 

de prolifération NF-κB, MAP kiŶases et JNK. BIRCϯ peƌŵet l’aĐtiǀatioŶ de la ǀoie NF-κB apƌğs fiǆatioŶ de CDϰϬL et de TWEAK 
sur le récepteur respectif. 

 

Les cellules NK peuvent donc jouer un rôle immunorégulateur via leurs sécrétions 

ĐǇtokiŶiƋues ŵais ĠgaleŵeŶt eŶ iŶteƌagissaŶt aǀeĐ les DC. AiŶsi l͛IL-12, sécrété 

majoritairement par les DC myéloïdes BDCA1/CD1c+ et les DC myéloïdes CLEC9A (C-Type 

Lectin Domain Family 9 Member A)+BDCA3 (thrombomoduline)+ iŶduit l͛aĐtiǀation des 

cellules NK en augmentant leur cytotoxicité, leuƌ pƌoduĐtioŶ d͛IFNɶ et faǀoƌise la polaƌisatioŶ 

Thϭ. Cet effet peut ġtƌe poteŶtialisĠ paƌ l͛IL-ϭϴ Ƌui iŶduit l͛eǆpƌessioŶ de l͛IL-12R sur les 

lymphocytes NK (Walzer et al. 2005). Il a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛IL-15 produit par les DC 

augmentait la prolifération des cellules NK (Munz et al. 2005). De plus, les exosomes dérivés 

des DC (DEX) issus de DC immatures expriment le ligand du récepteur activateur NKp30 

BCL2-associated athanogene 6 (BAG6) et la Heat shock protein 70 (HSP70), activant les 

cellules NK (Elsner et al. 2007; Simhadri et al. 2008). Viaud et collègues ont montré que cette 



37 
 

activation des cellules NK par les DEX passe paƌ l͛IL-ϭϱ‘α Đhez la souƌis et le NKGϮD Đhez 

l͛Hoŵŵe (Viaud et al. 2009). 

Giuliani et collègues ont décrit une population de cellules NK non cytotoxiques 

CD56+CD16+NKp30+NKp44+NKp46+CD94+CD69+CCR7+ induits in vitro capables de diminuer la 

ƌĠpoŶse iŵŵuŶitaiƌe ǀia l͛eǆpƌessioŶ et la sĠĐƌĠtioŶ de HLA-G (une molécule 

immunosuppressive) ainsi Ƌue d͛IL-ϭϬ et d͛IL-21 (Giuliani et al. 2008). Ce phénotype est très 

proche des cellules NK de la décidua loƌs d͛uŶe gƌossesse. Ces lǇŵphoĐǇtes NK 

ĐoŶtƌiďueƌaieŶt à la tolĠƌaŶĐe fœto-maternelle (Tilburgs et al. 2015). 

C. Les cellules NK mémoires 

Longtemps considéré comme propre à l͛iŵŵuŶitĠ adaptatiǀe, le développement 

d͛uŶe ŵĠŵoiƌe iŵŵuŶitaiƌe a ƌĠĐeŵŵeŶt ĠtĠ ŵis eŶ ĠǀideŶĐe Đhez les Đellules NK. AiŶsi 

chez des souris infectées par le cytomégalovirus murin (MCMV), les cellules NK Ly49H+, qui 

sont capables de reconnaître la glycoprotéine virale m157, subissent une expansion 

« clonale » duƌaŶt l͛iŶfeĐtioŶ gĠŶĠƌaŶt uŶe ŵĠŵoiƌe à loŶg teƌŵe des Đellules NK apƌğs uŶe 

phase de contraction. Ces cellules NK sont capables de reconnaître le MCMV 70 jours après 

l͛iŶfeĐtioŶ et pƌolifğƌeŶt apƌğs ƌe-stimulation par le virus ex vivo avec une augmentation de 

leurs fonctions (Sun, Beilke, and Lanier 2009, 2010). Des cellules NK mémoires ont été 

dĠĐƌites daŶs d͛autƌes iŶfeĐtioŶs ǀiƌales ŵuƌiŶes Đoŵŵe le ǀiƌus de la ǀaĐĐiŶe ou le virus de 

l͛herpès (Abdul-Careem et al. 2012; Gillard et al. 2011). Une population de cellules NK 

ŵĠŵoiƌes a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ dĠĐƌite Đhez l͛Hoŵŵe, uŶe sous-population NKG2C+ capables de 

proliférer après une infection au cytomégalovirus humain (HCMV) et représentant plus de 

80% des cellules NK a été observée. Ces lymphocytes NK se réactivent après une nouvelle 

infection au HCMV et peƌsisteŶt plus d͛un an après la primo-infection (Kuijpers et al. 2008). 

De plus, cette population a été également identifiée chez des patients séropositifs pour le 

HCMV et infectés par d͛autƌes ǀiƌus Đoŵŵe le ǀiƌus de l͛hĠpatite B ĐhƌoŶiƋue, le ǀiƌus de 

l͛hĠpatite C, le ǀiƌus HaŶta ou le ǀiƌus du ChikuŶguŶǇa (Beziat et al. 2012; Björkström et al. 

2011; Petitdemange et al. 2011). 

Une autre sorte de mémoire a également été décrite : des cellules NK peuvent se 

« souvenir » d͛uŶ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ĐǇtokiŶiƋue paƌtiĐulieƌ (Cerwenka and Lanier 2016). Ainsi, 

Coopeƌ et Đollğgues oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue des lǇŵphoĐǇtes NK pƌĠaĐtiǀĠs paƌ l͛IL-ϭϮ et l͛IL-18 
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transférés dans des souris naïves sont capables de produire de grandes quantitĠs d͛IFNɶ 

loƌsƋue Ƌu͛ils soŶt réexposés aux mêmes cytokines pro-inflammatoires en comparaison avec 

des cellules NK transférées non préactivées (Cooper et al. 2009). Ces cellules NK préactivées 

présentent également une activité anti-tumorale plus importante (Ni et al. 2012). 

4. La reconnaissance des cellules cibles et les récepteurs des cellules 

NK 

Les cellules NK présentent la capacité unique de reconnaitre des cellules 

transformées sans activation préalable par un antigène spécifique et de les éliminer. Dès 

1986, Kärre et collègues ont observé Ƌue les Đellules NK ĠtaieŶt Đapaďles d͛ĠliŵiŶeƌ des 

cellules tumorales et que cette élimination était iŶǀeƌseŵeŶt pƌopoƌtioŶŶelle à l͛eǆpƌessioŶ 

des molécules du CMH I à la surface des cellules tumorales (Kärre et al. 1986). A partir de 

Đette oďseƌǀatioŶ, il a Ġŵis l͛hǇpothğse Ƌue le CMH I pƌotĠgeait les cellules du « soi » des 

cellules NK, Đ͛est l͛hypothèse du « missing-self » (Ljunggren et al. 1990). Des récepteurs se 

liant aux molécules du CMH I ont par la suite étaient identifiés chez la souris (Ly49, 

Karlhofer, Ribaudo, and Yokoyama 1992) et Đhez l͛Hoŵŵe ;KI‘, Bryceson et al. 2006). 

Cependant des obseƌǀatioŶs de Đellules eǆpƌiŵaŶt uŶ faiďle tauǆ de CMH I ŵais Ŷ͛étant pas 

lǇsĠes paƌ les Đellules NK oŶt suggĠƌĠ l͛eǆisteŶĐe de ƌĠĐepteuƌs aĐtiǀateuƌs (Moretta et al. 

2001). 

Le mécanisme d͛aĐtiǀatioŶ des Đellules NK est eŶ ƌĠalitĠ uŶe ďalaŶĐe eŶtƌe les sigŶauǆ 

inhibiteurs des récepteurs inhibiteurs et les signaux activateurs des récepteurs activateurs. 

En reconnaissant les molécules du CMH I, les récepteurs inhibiteurs vont empêcher 

l͛aĐtivation de la cellule NK, cependant les récepteurs activateurs vont reconnaitre des 

molécules de stress (comme les MICA/MICB) et si ce signal activateur est plus fort que le 

signal inhibiteur, la cellule NK est activée et lyse la cellule cible (Figure 7) (Vivier et al. 2012). 
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Figure 7: le mécanisme d'activation des cellules NK est une balance entre les signaux inhibiteurs et ceux 

activateurs. La cellule NK est inhibée lorsque il y a plus de récepteur inhibiteur activés que de récepteurs activateurs stimulés 

(a). Si la cellule cible ne présente pas de CMH I, alors seuls les récepteurs activateurs seront stimulés et la cellule NK lysera la 

cellule cible (b). Lorsque que il y a plus de récepteurs activateurs stimulés que de récepteurs inhibiteur activés, la cellule NK 

est activée (c).  D'après Vivier et al. 2012. 

 

A. Les récepteurs activateurs 

Les récepteurs activateurs sont associés à des protéines adaptatrices attachées à la 

membrane comme CD3ζ, FcɸRIɶ, DAPϭϬ ou DAPϭϮ. L͛eŶgageŵeŶt de Đes ƌĠĐepteuƌs aĐtiǀe 

des protéines tyrosine kinases (PTK) de la famille Src qui vont phosphoryler les domaines 

immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM) de la queue cytoplasmique des 

protéines adaptatrices. Cela entraine le recrutement de nouvelles PTK de la famille de Syk, 

comme Syk ou Zeta chain of T-cell receptor associated protein kinase 70 (ZAP70) entrainant 
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la propagation du signal activateur (Watzl and Long 2010). La famille des récepteurs 

activateurs des cellules NK comprend notamment les natural cytotoxicity receptors (NCR), le 

CD16, le NKG2D, les homologues activateurs des récepteurs inhibiteurs (Ly49, KIR) et le 

DNAX accessory molecule-1 (DNAM-1) (Figure 8). 

 

Figure 8: Les récepteurs activateurs et inhibiteurs chez l'Homme avec leurs ligands respectifs. Les récepteurs 

inhibiteurs reconnaissent le CMH I et comprennent la famille des récepteurs KIRxDL et le CD94/NKG2A. Les récepteurs 

activateurs reconnaissent des molécules de stress et comprend la famille des récepteurs KIRxDS, les NCR , le CD16, le NKG2D 

et DNAM-1. Modifié d'après Fregni et al. 2012. 

 

a. Les Natural cytotoxicity receptor (NCR) 

Les NCR sont une famille de récepteurs activateurs jouant un rôle critique dans la 

cytotoxicité des cellules NK. Trois NCR ont été décrits Đhez l͛Hoŵŵe : le NCR1 (NKp46), le 

NCR2 (NKp44) et le NCR3 (NKp30). NKp46 et NKp30 sont exprimés constitutivement sur les 

cellules NK au contraire de NKp44 qui nécessite une activation préalable de la cellule 

(Cantoni et al. 1999). La densité membranaire de ces récepteurs a été corrélée  avec 

l͛aĐtiǀitĠ ĐǇtotoǆiƋue des Đellules NK (Sivori et al. 1999). Les NCR semblent partager leur voie 

de signalisation car il a été observé que leur expression et leur fonction étaient coordonnées 

(Augugliaro et al. 2003). De plus, il a été montré que la diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ des NC‘ 

ƌepƌĠseŶtait uŶ ŵĠĐaŶisŵe d͛ĠĐhappeŵeŶt auǆ Đellules NK (Costello et al. 2002; De Maria et 

al. 2003). Aussi, des molécules comme le TGFβ ou les corticoïdes seraient capables de 

diŵiŶueƌ l͛eǆpƌessioŶ des NC‘ (Castriconi et al. 2003; Vitale et al. 2004). Les caractéristiques 

des différents NCR sont les suivantes : 
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 NKp46 : présente un domaine extracellulaire caractérisé par deux Ig-C2 (Pessino 

et al. 1998). Il est le seul récepteur NCR possédant un équivalent chez la souris. 

Son expression a été observée également chez des LT intraépithéliaux de patients 

atteints de ŵaladie ĐœliaƋue (Meresse et al. 2006),  chez des LT CD8+ issus de 

sang de cordon ombilical (Tang et al. 2008), chez une population minime de NKT 

Đhez l͛Hoŵŵe et la souƌis (Yu et al. 2011), à la suƌfaĐe d͛uŶe sous-population de 

ILC3 (Verrier et al. 2016). Les ligaŶds de NKpϰϲ Ŷ͛oŶt pas eŶĐoƌe ĠtĠ ďieŶ 

ĐaƌaĐtĠƌisĠs. Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛HĠŵagglutiŶiŶe ;HAͿ et la NeuƌaŵiŶidase ;NAͿ 

du virus de la grippe interagissaient directement avec NCR1 (Mandelboim et al. 

2001). De même, la vimentine, protéine exprimée par les monocytes infectés par 

Mycobacterium tuberculosis, est reconnue par NKp46 (Garg et al. 2006). Narni-

Mancinelli et collègues ont identifié également le facteur P du complément (aussi 

appelé Properdine) comme ligand de NKp46 (Narni-mancinelli et al. 2017). Bien 

Ƌu͛auĐuŶ ligaŶd Ŷ͛ait ĠtĠ ideŶtifiĠ à l͛heuƌe aĐtuelle, le NKp46 est directement 

impliqué dans la reconnaissance des cellules tumorales (Arnon, Markel, and 

Mandelboim 2006; Elboim et al. 2010). En effet, Glasner et collègues ont montré 

que les souris déficientes en NKp46 présentaient une augmentation du nombre 

de métastases tumorales (Glasner et al. 2012). De plus, Messaoudene et 

collègues oŶt dĠŵoŶtƌĠ Ƌue l͛eǆpƌessioŶ de NKpϰϲ pƌĠdisait la suƌǀie des patieŶts 

atteints de mélanome métastatique (Messaoudene et al. 2016). 

 NKp44 : Contrairement à NKp46 et à NKp30, NKp44 possède un domaine 

immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM). Son épissage alternatif 

seƌait ƌespoŶsaďle de l͛eǆisteŶĐe de diffĠƌeŶtes isofoƌŵes doŶt uŶe iŶhiďitƌiĐe 

(Fuchs et al. 2005). NKp44 est exprimé à la surface des cellules NK activées ainsi 

que sur une sous-population de lymphocytes T ɶɷ après activation (Vitale et al. 

1998), de certaines DC plasmacitoïdes (Fuchs et al. 2005) et de manière 

constitutive par les lymphocytes NK de la decidua (Jabrane-Ferrat and Siewiera 

2014). Coŵŵe NKpϰϲ, NKpϰϰ est Đapaďle de se lieƌ à l͛HA et la NA du ǀiƌus de la 

grippe (Arnon et al. 2001), au NKpϰϰL, uŶ ligaŶd doŶt l͛eǆpƌessioŶ est iŶduite paƌ 

le VIH-1 dans les LT CD4+ infectés (Baychelier et al. 2013; Vieillard, Strominger, 

and Debre 2005), aiŶsi Ƌu͛au proliferating cell nuclear antigen (PCNA), le premier 

ligand identifié de NKp44. PCNA est exprimé par les cellules tumorales (Naryzhny 
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and Lee 2007) et loƌsƋue Ƌu͛il se lie à NKp44, il diminue de la pƌoduĐtioŶ d͛IFNɶ 

par les cellules NK. Il s͛agit doŶĐ d͛uŶ ligaŶd iŶhiďiteuƌ doŶt la sigŶalisatioŶ 

passerait par le motif ITIM de la partie intracytoplasmique de NKp44 (Hudspeth, 

Silva-Santos, and Mavilio 2013).  Hershkovitz et collègues ont suggéré également 

que les héparanes sulfates contribuent à la reconnaissance des cellules tumorales 

par NKp44 (Hershkovitz et al. 2007). 

 NKp30 : soŶ doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe est ĐoŵposĠ d͛uŶ seul doŵaiŶe Ig-like. Il est 

exprimé par les cellules NK mais également par une sous-population de LT issus 

du sang de cordon apƌğs stiŵulatioŶ paƌ l͛IL-15 (Tang et al. 2008), sur les LT ɶɷ et 

sur les cellules épithéliales endométriales (Kruse et al. 2014). L͛IL-2 augmente son 

eǆpƌessioŶ au ĐoŶtƌaiƌe du TGFβ Ƌui la ƌĠduit. L͛Ġpissage alteƌŶatif peƌŵet 

l͛eǆisteŶĐe de six isoformes dont trois sont majoritairement exprimées dans les 

tissus : NKp30a, NKp30b, NKp30c (Delahaye et al. 2011; Neville and Campbell 

1999). Ces trois isoformes diffèrent par la longueur de leur domaine 

intracytoplasmique mais aussi par leur fonction : NKp30a et NKp30b sont 

immunostimulantes en induisant la production de cytokines Th1 ;TNFα, IFNɶͿ au 

contraire de NKp30c qui induit un signal immunosuppressif aboutissant à la 

sĠĐƌĠtioŶ d͛IL-10 (Figure 9, Delahaye et al. 2011). De plus, les isoformes NKp30a 

et NKp30b activent la voie canonique du NF-κB au ĐoŶtƌaiƌe de NKpϯϬĐ doŶt la 

signalisation passe par la MAP kinase p38. Il a été montré que le NKp30 jouait un 

rôle  immunorégulateur en induisant la lyse des DC immatures tandis que les DC 

matures peuvent activer les cellules NK via ce même récepteur (Ferlazzo et al. 

2002). NKp30 est capable de se lier aux protéines du tégument (pp65) du HCMV, 

induisant un signal inhibiteur en dissociant le domaine intracytoplasmique de 

NKp30 de la protéine adaptatƌiĐe CDϯζ (Arnon et al. 2005). NKp30 est également 

capable de reconnaitre BAG6 (Pogge von Strandmann et al. 2007). Cette protéine 

est exprimée dans le noyau mais peut être sécrétée via les exosomes et exprimée 

à la surface des cellules tumorales, des cellules stressées et des DC (Pogge von 

Strandmann et al. 2007; Simhadri et al. 2008). En plus des formes exosomale et 

membranaire activatrices, il existe une forme soluble inhibitrice (Simhadri et al. 

2008). Un autre ligand activateur de NKp30 est la protéine transmembranaire B7-

Homolog 6 (B7-H6) qui serait exprimée uniquement par les cellules tumorales et 
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les monocytes dans des conditions inflammatoires (Brandt et al. 2009; Matta et 

al. 2013). Cependant, ces monocytes vont aussi sécréter une forme soluble ou 

exosomale inhibitrice (Schlecker et al. 2014). Cette forme soluble a également été 

retrouvée dans le sérum de patients atteints de neuroblastome et la 

concentration de B7-H6 soluble a été ĐoƌƌĠlĠe à uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ 

de NKpϯϬ suƌ les Đellules NK iŶfiltƌaŶt la tuŵeuƌ aiŶsi Ƌu͛à uŶe altĠƌation de leurs 

fonctions (Semeraro et al. 2015). De plus, la présence B7-H6 a été décrite à la 

surface de tumeurs ovariennes mais également sous forme soluble dans le liquide 

d͛asĐite et ĐoƌƌĠlĠe à uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de NKpϯϬ à la suƌfaĐe des 

cellules NK infiltrant la tumeur (Pesce et al. 2015).  Un autre ligand, la Galectine 3, 

une beta galactoside binding protein, est exprimée sous forme soluble par les 

cellules tumorales et induit une inhibition des cellules NK (Wang et al. 2014). Il a 

été démontré que les isoformes de NKp30 avaient une valeur pronostique, en 

effet uŶe eǆpƌessioŶ ŵajoƌitaiƌe de l͛isofoƌŵe NKpϯϬĐ est assoĐiĠe à uŶe 

diminution de la survie chez les patients atteints de GIST et de cancers 

bronchiques non à petites cellules (CBNPC) avancés (Delahaye et al. 2011; Fend et 

al. 2017). Le rôle des isoformes de NKp30 a également été démontré dans 

l͛hĠpatite C (Mantovani et al. 2015), dans la grossesse (Shemesh et al. 2015) et 

dans le syndrome de Sjögren (Rusakiewicz et al. 2013). En revanche, bien que le 

rôle du récepteur NKp30 ait été démontré dans le mélanome, aucun impact des 

isofoƌŵes Ŷ͛a ĠtĠ oďseƌǀĠ (Messaoudene et al. 2016). 
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Figure 9: Conséquences fonctionnelles de la liaison des isoformes de NKp30 avec ses ligands. Les isoformes du 

récepteurs NKp30 varient suivant leur domaine intracellulaire. Les isoformes NKp30a et NKp30b sont immunostimulatrices 

eŶtƌaiŶaŶt la sĠĐƌĠtioŶ d’IFNγ aloƌs Ƌue l’isofoƌŵe NKpϯϬĐ iŶduit la pƌoduĐtioŶ de la ĐǇtokiŶe iŵŵuŶosuppƌessiǀe IL-10 par 

la cellule NK. 

 

b. Le CD16 

Le CD16 est un récepteur de faible affinité pour les fragments Fc des IgG1. Il est 

exprimé par les cellules NK (en très grande majorité par les CD56dim) (Perussia and Ravetch 

1991), une sous-population de LT (Blank-Voorthuis et al. 1993) et des monocytes (Anderson 

et al. 1990). Ce récepteur possède un motif ITAM dans sa partie intracytoplasmique 

conduisant à la cytolyse et la production de cytokines après activation (Cassatella et al. 

1989). Le ƌĠĐepteuƌ CDϭϲ est le ƌĠĐepteuƌ paƌ leƋuel l͛ADCC des Đellules NK est dĠĐleŶĐhĠ. 

De plus, le CDϭϲ pƌĠseŶte uŶ polǇŵoƌphisŵe Ƌui affeĐte l͛affiŶitĠ du ƌĠcepteur. Ainsi, 

l͛effiĐaĐitĠ de ĐeƌtaiŶs aŶtiĐoƌps thĠƌapeutiƋues a été corrélée à ce polymorphisme (Cartron 

et al. 2002). 

c. Le NKG2D 

NKG2D appartient à la famille des récepteurs de type lectine, associé à une 

glycoprotéine transmembranaire de type I (Yabe et al. 1993). Son domaine 

iŶtƌaĐǇtoplasŵiƋue Đouƌt ŶĠĐessite l͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ uŶe pƌotĠiŶe adaptatƌiĐe pouƌ ġtƌe 
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fonctionnel : DNAX-activation protein 10 (DAP10) Đhez l͛Hoŵŵe et DNAX-activation protein 

12 (DAP12) chez le souris (Diefenbach et al. 2002). NKG2D est exprimé par toutes les cellules 

NK Đhez l͛Hoŵŵe et la souƌis ŵais ĠgaleŵeŶt suƌ les LT ɶɷ humains, les LT CD8+, les NKT et 

sur une petite population de LT CD4+ (Jamieson et al. 2002; Raulet 2003). L͛eǆpƌessioŶ de 

NKG2D peut être induite paƌ diffĠƌeŶtes ĐǇtokiŶes Đoŵŵe l͛IL-2, l͛IL-ϳ, l͛IL-ϭϱ, l͛IFN de tǇpe I 

(Marcais et al. 2013) ou bieŶ diŵiŶuĠe paƌ l͛IL-21 et le TGFβ (Song et al. 2006). 

NKG2D reconnait deux familles de ligands. La première comprend les molécules MICA 

et MICB. Ce sont des molécules peu exprimées paƌ les Đellules saiŶes ŵais doŶt l͛eǆpƌessioŶ 

est augmentée chez les cellules stressées ou tumorales (Bauer et al. 1999; Diefenbach et al. 

2000; Guerra et al. 2008). La seconde famille comprend les protéines du HCMV, UL16-

binding proteins 1 à 6 (ULBP1-6). Ce sont des glycosylphosphatidylinositol (GPI) exprimées à 

la membrane (Raulet 2003). Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue des doŵŵages à l͛ADN eŶtƌaiŶaieŶt uŶe 

expression des ligands de NKG2D indépendamment de p53 (Iannello et al. 2013). 

Néanmoins, la suƌeǆpƌessioŶ de pϱϯ daŶs des Đellules tuŵoƌales augŵeŶte l͛eǆpƌessioŶ de 

ULBP1 et ULBP2 à la surface de ces cellules (Li et al. 2011; Textor et al. 2011). Chez la souris, 

NKG2D reconnait également le Retinoic Acid Early Transcript 1 (RAE-1), une protéine 

membranaire ŶoŶ eǆpƌiŵĠe paƌ les tissus saiŶs ;à l͛eǆĐeptioŶ de l͛eŵďƌǇoŶͿ ŵais ƌetƌouǀĠe à 

la surface des cellules cancéreuses (Diefenbach et al. 2003). 

NKGϮD est uŶ ƌĠĐepteuƌ jouaŶt uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs l͛ĠliŵiŶatioŶ des Đellules 

tumorales par les cellules NK. En effet, des souris déficientes en NKG2D présentent un risque 

plus important de développer des tumeurs (Guerra et al. 2008). De plus, le blocage de 

NKG2D augmente la sensibilité des souris aux sarcomes induits par des carcinogènes (Smyth 

et al. 2005). Ainsi, les cellules tumorales ont développé plusieurs stratégies pour échapper à 

la ƌeĐoŶŶaissaŶĐe paƌ NKGϮD. Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe eǆpƌessioŶ ĐoŶtiŶue de MICA paƌ les 

Đellules tuŵoƌales eŶtƌaiŶait la diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de NKG2D (Oppenheim et al. 

2005). De même, des ligands solubles sMICA et sMICB ont été identifiés et leur 

concentration a été corrélée à une baisse de la survie chez les patients atteints de 

carcinomes épidermoïdes (Tamaki et al. 2010). La présence de ULBP2 soluble (sULBP2) a 

également été associée à un mauvais pronostic clinique dans le mélanome (Paschen et al. 

2009), la leucémie lymphoïde chronique (Nückel et al. 2010) et le cancer du poumon 

(Yamaguchi et al. 2012). 
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d. Les KIR activateurs 

Les KIR sont une famille de glycoprotéines transmembranaires de type I exprimées 

par les cellules NK, les LT et les LT ɶɷ. Les KIR sont classés selon leur nombre de domaines 

extracellulaires (2 ou 3) et la taille de leur domaine intracytoplasmique (long, L, ou court, S) ; 

ils sont dénommés KIRxDL/S. Les récepteurs possédant un domaine intracytoplasmique long 

contiennent un motif ITIM, induisant un signal inhibiteur (voir le paragraphe suivant sur les 

récepteurs inhibiteurs). Ceux possédant un domaine court ne contiennent pas de motifs 

ITIM et s͛assoĐieŶt à la pƌotĠiŶe adaptatƌiĐe DAPϭϮ iŶduisaŶt l͛aĐtiǀatioŶ des Đellules NK 

(Campbell and Purdy 2011). Seul le KIR2DL4, parmi les KIR possédant un domaine 

intracytoplasmique long, induit une activation des cellules NK. Le seul ligand connu de ce 

récepteur est la molécule du CMH I, HLA-G. Son expression normale est limitée au 

tƌophoďlaste, à l͛ĠpithĠliuŵ thǇŵiƋue, auǆ kĠƌatiŶoĐǇtes de la ĐoƌŶĠe et auǆ pƌĠĐuƌseuƌs 

endothéliaux et érythroïdes (Carosella et al. 2015). Cependant, HLA-G a aussi été détectée 

dans différents cancers comme les mélanomes, les leucémies, les cancers du sein, du rein, 

des ovaires, des poumons et les cancers colorectaux (Rouas-Freiss et al. 2005). Les KIR 

reconnaissent des molécules du CMH I mais les KIR activateurs ont une plus faible affinité 

que les KIR inhibiteurs (Biassoni et al. 1996). Il a été démontré une corrélation entre 

l͛augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ des gğŶes des KI‘ aĐtiǀateuƌs et uŶe ŵeilleuƌe ƌĠpoŶse 

immunitaire contre les pathogènes (Chen et al. 2006; Martin et al. 2002). 

e. DNAX accessory molecule-1 (DNAM-1) 

DNAM-1 (CD226) est uŶe ŵolĠĐule d͛adhĠsioŶ appaƌteŶaŶt à la supeƌfaŵille des 

immunoglobulines. Il est exprimé par la majorité des cellules NK ainsi que par les LT CD4+ et 

CD8+, les ŵaĐƌophages, les plaƋuettes et les DC Đhez l͛Hoŵŵe (Shibuya et al. 1996). DNAM-1 

a ďesoiŶ d͛ġtƌe associé à LFA-1 pour son fonctionnement (Shibuya et al. 1996). Les ligands 

identifiés de DNAM-1 sont le CD112 (nectin-2) et le CD155 (récepteur au poliovirus, PVR) 

(Bottino et al. 2003). Ils sont exprimés à la surface des monocytes, DC et des LT CD4+ activés. 

Leur expression peut être induite par des infections virales entrainant la reconnaissance des 

cellules infectées par les lymphocytes NK (Magri et al. 2011; Pappworth, Wang, and Rowe 

2007). Ces ligands peuvent également être exprimés par les cellules tumorales. DNAM-1 

joue un rôle important dans la reconnaissance des cellules tumorales par les lymphocytes 

NK, en effet chez des souris déficientes pour DNAM-1, on observe une croissance tumorale 
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aĐĐĠlĠƌĠe aiŶsi Ƌu͛uŶe capacité amoindrie à rejeter les greffes tumorales (Gilfillan et al. 

2008; Iguchi-Manaka et al. 2008). Les ligands CD112 et CD155 peuvent également se lier au 

human T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domaines (TIGIT), un récepteur exprimé par 

les cellules NK humaines mais transduisant un signal inhibiteur entrainant une diminution de 

la cytotoxicité des lymphocytes NK (Stanietsky et al. 2009). De plus, CD155 peut aussi se lier 

à CD96, un autre récepteur inhibiteur des cellules NK (Chan et al. 2014). 

B. Les récepteurs inhibiteurs 

Les récepteurs inhibiteurs empêchent l͛aĐtiǀatioŶ des Đellules NK paƌ ƌeĐoŶŶaissaŶĐe 

avec les molécules du CMH I. Ces récepteurs empêchent donc la lyse des cellules saines 

exprimant le CMH I que les cellules transformées ou infectées expriment pas ou peu. Les 

récepteurs inhibiteurs principaux sont les KIR inhibiteurs (Moretta et al. 1996) et 

l͛hĠtĠƌodiŵğƌe CDϵϰ/NKGϮA (Braud et al. 1998; Sullivan et al. 2008). 

a. Les KIR inhibiteurs 

Comme présenté dans le paragraphe précédent, les KIR sont divisés en deux familles 

suivant la longueur de leur domaine intracytoplasmique : les KIR-S avec un domaine court 

sont activateurs, les KIR-L avec un domaine long sont inhibiteurs. Les KIR-L possèdent des 

motifs ITIM sur leur queue cytoplasmique (Campbell and Purdy 2011). La majorité des KIR 

inhibiteurs reconnaissent les molécules du CMH I HLA-C. De plus ils présentent une plus 

gƌaŶde affiŶitĠ pouƌ Đes ligaŶds Ƌue les KI‘ aĐtiǀateuƌs et loƌsƋu͛ils soŶt co-exprimés, le 

signal inhibiteur est plus fort que le signal activateur (Vales-Gomez et al. 1998). 

b. CD94/NKG2A 

CD94/NKG2 appartiennent à la famille des récepteurs de type lectine, ils sont 

exprimés à la fois Đhez l͛Hoŵŵe et la souƌis. CD94 est une chaine invariante liée de manière 

covalente aux différents membres de la famille NKG2A (NKG2A, B, C, E ou H). Cet 

hétérodimère est exprimé par les cellules NK et une certaine population de LT (Gunturi, 

Berg, and Forman 2004). Alors que les membres NKG2C, E et H interagissent avec DAP12  

pour transduire un signal activateur, NKG2A et B possèdent des motifs ITIM dans leur queue 

cytoplasmique transduisant un signal inhibiteur (Saunders et al. 2015). Les récepteurs de la 

famille CD94/NKG2 reconnaissent les molécules de la famille du CMH I HLA-E Đhez l͛Hoŵŵe. 

L͛affiŶitĠ des CDϵϰ/NKGϮ iŶhiďiteuƌs pouƌ Đe ligaŶd est plus iŵpoƌtaŶte Ƌue Đelles des 
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activateurs (Saez-Borderias et al. 2009). Ainsi, de nombreux cancers présentent une 

surexpression de HLA-E permettant un échappement immunitaire (Kochan et al. 2013). De 

plus, une forme soluble a également été observée, inhibant l͛aĐtiǀatioŶ ou induisant 

l͛apoptose des Đellules NK ou des LT CD8+ (Laurent Derre et al. 2006; Guo et al. 2015). 

c. Immunoglobulin-Like Transcript 2 (ILT2) 

ILT2, aussi appelé Immunoglobulin-like receptor 1 (LIR1) est un récepteur inhibiteur 

de la famille des ILT, le seul exprimé par les cellules NK. Il contient un motif ITIM et transduit 

un signal inhibiteur après interaction avec son ligand HLA-G (Borges et al. 1997; Navarro et 

al. 1999). De plus, ILT2 reconnait également UL18, une molécule homologue du CMH I du 

HCMV. Cela engendre une inhibition des cellules NK exprimant ILT2 in vitro ;Pƌod͛hoŵŵe et 

al. 2007). 

5. Les cellules NK dans le microenvironnement tumoral 

A. Infiltrat iŵŵuŶitaiƌe des Đellules NK et ŵéĐaŶisŵes d’évasion 

Plusieurs études ont démontré le rôle des lymphocytes NK dans le contrôle des 

tumeurs solides et des cancers hématologiques. Ainsi, il a été observé que les patients 

possédant des fonctions NK altérées dues au syndrome de Chedak-Higashi ou au syndrome 

lymphoprolifératif lié au chromosome X présentaient une plus grande incidence de cancers 

(Roder and Haliotis 1980; Sullivan et al. 1980). De plus, de nombreuses études sur des 

modèles murins de transplantation de tumeurs ou de tumeurs spontanées ont démontré 

que la déplétion des cellules NK favorisait la formation de tumeurs, la dissémination 

métastatique et entrainait une croissance tumorale plus importante (Gorelik et al. 1982; 

Ljunggren and Karre 1985; Seaman et al. 1987; Smyth, Crowe, and Godfrey 2001). D͛autƌes 

études ont montré le ƌôle des ƌĠĐepteuƌs aĐtiǀateuƌs daŶs l͛ĠliŵiŶatioŶ des tuŵeuƌs paƌ les 

cellules NK : des souris déficientes pour des récepteurs activateurs comme NKG2D, NKp46 

ou DNAM-ϭ pƌĠseŶtaieŶt uŶe ĐƌoissaŶĐe tuŵoƌale aĐĐĠlĠƌĠe taŶdis Ƌu͛uŶe suƌeǆpƌession de 

leurs ligands sur la tumeur provoquait un échappement de la tumeur (Glasner et al. 2012; 

Guerra et al. 2008; Halfteck et al. 2009). 

Chez l͛Hoŵŵe, de nombreuses études translationnelles ont confirmé le rôle des 

lymphocytes NK dans la régulation de la croissance tumorale dans les cancers du poumon, 
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gastriques ou colorectaux : l͛iŶfiltƌatioŶ des Đellules NK daŶs la tuŵeuƌ a ĠtĠ ĐoƌƌĠlĠe aǀeĐ uŶ 

meilleur pronostic clinique (Coca et al. 1997; Gannon et al. 2009; Ishigami et al. 2000; 

Villegas et al. 2002). L͛iŶfiltƌat de cellules NK est majoritairement composé de cellules 

CD56brightCD16-. Cela peut s͛eǆpliƋueƌ paƌ leuƌ suƌǀiǀaďilitĠ et capacité de prolifération plus 

élevée. Cependant le ratio cellules NK/cellules tumorales est souvent faible et les cellules NK 

Ŷe soŶt pas diƌeĐteŵeŶt eŶ ĐoŶtaĐt aǀeĐ la tuŵeuƌ ŵais s͛aĐĐuŵuleŶt daŶs le stƌoŵa 

péritumoral (Esendagli et al. 2008; Rusakiewicz et al. 2013; Sandel et al. 2005). Cette 

observation contraste avec le fait que de grandes concentrations de molécules adhésives 

(Intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1 et Vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) et 

chimiokines attirant les cellules NK ont été retrouvées dans les tissus tumoraux. Ainsi, un 

mécanisme encore inexpliqué empêche la migration des cellules NK au Đœuƌ de la tumeur. 

Les capacités fonctionnelles des cellules NK jouent bien évidemment un rôle dans 

leur capacité à contrôler la croissance tumorale. Ainsi, une étude prospective japonaise sur 

ϭϭ aŶs a ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŶĐideŶĐe des ĐaŶĐeƌs Ġtait ŶĠgatiǀeŵeŶt ĐoƌƌĠlĠe aux capacités 

cytotoxiques des lymphocytes NK (Imai et al. 2000). De plus, il a été observé que les 

haplotypes de NKG2D aǀaieŶt uŶ iŵpaĐt suƌ l͛iŶĐideŶĐe des cancers : l͛haplotǇpe LNKϭ/LNKϭ, 

associé à une faible activité des cellules NK, a été corrélé à un risque plus élevé de 

développer uŶ ĐaŶĐeƌ Ƌue l͛haplotǇpe HNKϭ/HNKϭ, assoĐiĠ à uŶe aĐtiǀitĠ ĐǇtotoǆiƋue foƌte 

(Hayashi et al. 2006). De ŵġŵe, il a ĠtĠ ƌappoƌtĠ Ƌue l͛eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteur inhibiteur 

CD94/NKG2A était augmentée dans les cancers du poumon et du sein (Carrega et al. 2008; 

Mamessier et al. 2011). 

Du fait de l͛iŵpoƌtaŶĐe des Đellules NK daŶs l͛ĠliŵiŶatioŶ des Đellules tuŵoƌales, des 

ŵĠĐaŶisŵes d͛ĠǀasioŶ oŶt ĠtĠ ŵis eŶ plaĐe paƌ les tuŵeuƌs. AiŶsi, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue les 

ligands de NKG2D pouvaient être clivés par des métalloprotéinases, inhibant les cellules NK 

dans le microenvironnement tumoral (Groh et al. 2002b; Salih, Rammensee, and Steinle 

2002). CƌaŶe et Đollğgues oŶt oďseƌǀĠ Ƌue l͛eǆpƌession de NKG2D Ligand (NKG2DL) pouvait 

être induite sur des cellules myéloïdes saines par des facteurs solubles sécrétés par la 

tumeur comme la lactate déshydrogénase (LDH) (Crane et al. 2014). Les cellules non 

tumorales présentes dans le microenvironnement tumoral, comme les Treg et les MDSC, 

peuvent également inhiber les cellules NK en sécrétant divers facteurs solubles comme la 

pƌotaglaŶdiŶe EϮ ;PGEϮͿ, l͛IDO ou le TGFβ (Guillerey and Smyth 2016). Enfin, les conditions 
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physico-ĐhiŵiƋues du ŵiĐƌoeŶǀiƌoŶŶeŵeŶt tuŵoƌal joueŶt uŶ ƌôle daŶs l͛ĠĐhappeŵeŶt 

tumoral (Balsamo et al. 2013). En effet il a étĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛hǇpoǆie peƌtuƌďait l͛eǆpƌessioŶ 

Ŷoƌŵale des NC‘ et du NKGϮD. AiŶsi, l͛aĐtiǀitĠ ĐǇtotoǆiƋue des Đellules NK daŶs des 

conditions d͛hǇpoǆie est fortement diminuée (Sarkar et al. 2013). Cependant, les auteurs ont 

démontré Ƌu͛uŶe iŶĐuďatioŶ pƌĠalaďle des Đellules NK aǀeĐ de l͛IL-2 pouvait prévenir les 

effets iŶhiďiteuƌs de l͛hǇpoǆie. 

Finalement, la présence de cellules NK elles-mêmes exerce une pression de sélection 

suƌ les Đellules tuŵoƌales. AiŶsi, O͛“ulliǀaŶ et Đollğgues ont montré que des tumeurs 

générées chez des souris RAG-/- (donc sans système immunitaire adaptatif) et greffées dans 

des souris WT étaient moins immunogéniques que des tumeurs générées chez des souris 

RAG-/- × ɶc-/- (ne possédant aucun lymphocyte, incluant les cellules NK) ;O͛“ulliǀaŶ et al. 

2012). Cette immunoediting par les cellules NK a été également décrite Đhez l͛Hoŵŵe où 

l͛oŶ a pu oďseƌǀeƌ Ƌue les patieŶts atteiŶts de ĐaŶĐeƌ Đoloƌectaux présentaient au stade 

précoce des niveaux élevés de ligands au NKG2D mais que leur expression diminuait au fur 

et à mesure que la maladie progressait (McGilvray et al. 2009). 

B. Immunothérapie des cancers ciblant les cellules NK 

“uƌŵoŶteƌ l͛oďstaĐle du microenvironnement tumoral immunosuppresseur pour 

restaurer les fonctions cytotoxiques des cellules NK est une piste thérapeutique que de 

nombreux chercheurs explorent. En effet, ces dernières années, le domaine de 

l͛iŵŵuŶothĠƌapie aŶtiĐaŶĐĠƌeuse a connu un essor sans précédent avec la découverte des 

points de contrôle immunitaires (« immune checkpoints » en anglais) sur les LT, CTLA-4 et 

Programmed cell death-1 (PD-1)/PD-L1, qui sont devenus la cible de nombreuses thérapies 

(Chau 2017; Guazzelli et al. 2017). CepeŶdaŶt l͛iŶtĠƌġt se poƌte à Ŷouǀeau suƌ les Đellules NK 

pour leurs capacités lytiques indépendantes d͛uŶe ƋuelĐoŶƋue spĠĐifiĐitĠ aŶtigĠŶiƋue. La 

faible capacité des lymphocytes NK à infiltrer les tumeurs solides peut expliquer leur 

efficacité à éliminer les métastases ou les cancers hématologiques (Benson et al. 2011; 

Ruggeri et al. 2002). Par ailleurs,  les cellules NK seraient capables de lyser les cellules 

souches cancéreuses (Grossenbacher, Canter, and Murphy 2016). 

Le tƌaŶsfeƌt adoptif de Đellules NK s͛est ŵoŶtƌĠ pƌoŵetteuƌ pouƌ ĐeƌtaiŶs ĐaŶĐeƌs 

hématologiques. En effet, lors de la greffe de cellules souches hématopoïétiques chez ces 
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patients, les cellules NK sanguines réapparaissent très tôt et ont été corrélées avec un bon 

pronostic et l͛effiĐaĐitĠ aŶti-tumorale de ces lymphocytes NK a été démontrée dans 

différents cancers (Porrata et al. 2008; Rueff et al. 2014). Les cellules NK peuvent également 

être transférées de manière autologue : elles sont prélevées à partir du patient, cultivées in 

vitro aǀaŶt d͛ġtƌe réinjectées dans le patient. NĠaŶŵoiŶs Đette ŵĠthode Ŷ͛a pas élicité de 

réponses cliniques dans les cancers du rein, les mélanomes métastatiques et les cancers 

gastointestinaux car les cellules NK sont alors grandement inhibées par le CMH I exprimé par 

les cellules tumorales (Sakamoto et al. 2015). La préactivation in vitro des cellules NK par 

différentes cytokines (IL-2, IL-15, IL-18) a permis d͛aŵĠlioƌeƌ leuƌ fonctions cytotoxiques 

(Parkhurst et al. 2011). Cependant la méthode de transfert allogénique, elle, sélectionne des 

cellules NK issues d͛uŶ doŶŶeuƌ Ƌui soŶt ƌĠiŶjeĐtĠes daŶs le patieŶt : les cellules NK ne sont 

aloƌs plus iŶhiďĠes paƌ le CMH I, ĠtaŶt oƌigiŶaiƌes d͛uŶ iŶdiǀidu diffĠƌeŶt (Curti et al. 2011). 

Une autre méthode alternative est la génération de cellules NK modifiées exprimant un 

ƌĠĐepteuƌ spĠĐifiƋue d͛uŶ aŶtigğŶe tuŵoƌal ;CA‘Ϳ. Cette teĐhŶologie a ĠtĠ iŶitialeŵeŶt ŵise 

en place pour les lymphocytes T et a été adaptée récemment aux cellules NK. Pour le 

moment, ces CAR-NK ont été testées in vitro et chez la souris (Glienke et al. 2015; 

Klingemann 2014). Cette méthode est prometteuse car, contrairement aux CAR-LT, les CAR-

NK Ŷ͛oŶt Ƌu͛uŶe faiďle duƌĠe de ǀie, liŵitaŶt aiŶsi les ƌisƋues d͛autoiŵŵuŶitĠ ou de 

transformation maligne. De même la libération massive de cytokines par les CAR-LT peut 

s͛aǀĠƌeƌ fatale aloƌs Ƌue les CAR-NK se limitent majoritairement à une sĠĐƌĠtioŶ d͛IFNɶ et de 

GM-CSF. Cependant, la difficulté à isoler et cultiver de grand nombre de cellules NK à partir 

de sang ainsi que leur sensibilité à la cryopréservation limite le transfert adoptif de cellules 

NK. De plus, les teĐhŶiƋues d͛eǆpansion in vitro peuvent induire une exhaustion des cellules 

cultivées (Klingemann 2015). Ainsi la lignée cellulaire NK-92, constituée de cellules NK 

transformées ayant une forte capacité cytotoxique, présente un intérêt particulier, ces 

cellules pouvant être cultivées facilement en de grandes quantités. Des cellules NK-92 non-

modifiées ont été injectées avec succès chez des patients atteints de tumeurs résistantes aux 

précédents traitements, notamment dans le cancer du poumon (Tonn et al. 2013). De plus, 

des NK-92 modifiées exprimant un récepteur CAR ont été testées avec succès in vitro ou 

dans des modèles murins (Romanski et al. 2016; Zhang et al. 2016). 
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Une autre stratégie consiste à modifier le microenvironnement tumoral en injectant 

des cytokines activatrices des cellules NK ou en les préincubant en leur présence. Ainsi, 

l͛iŶjeĐtioŶ d͛IL-15, une cytokine stimulatrice des cellules NK, après une greffe de cellules 

souches hématopoïétiques chez des patients atteints de lymphomes non-Hodgkiniens a été 

associée à une meilleure survie (Porrata et al. 2010). La protéine de fusion superagoniste IL-

15/IL-15Rα-Sushi-FĐ a ĠgaleŵeŶt ŵoŶtƌĠ uŶe aĐtiǀitĠ supĠƌieuƌe à l͛IL-15 dans sa fonction 

stimulatrice des cellules NK et est actuellement rentrée dans un essai clinique (Kim et al. 

2016). Des inhibiteurs de molécules inhibitrices des cellules NK ont également été 

développés, notamment contre le TGFβ aiŶsi Ƌu͛uŶ AĐ aŶtagoŶiste du ƌĠĐepteuƌ à 

l͛adĠŶosiŶe A2A (Maier et al. 2015; Mittal et al. 2014). 

L͛utilisatioŶ d͛aŶtiĐoƌps ĐoŶtƌe des Điďles spĠĐifiƋues des tuŵeuƌs eŶtƌaiŶe ĠgaleŵeŶt 

l͛aĐtiǀatioŶ des Đellules NK, ǀia le ƌĠĐepteuƌ au fƌagŵeŶt FĐ des IgGϭ CDϭϲ. AiŶsi les AĐ aŶti-

HER2, anti-epidermal growth factor receptor ;EGF‘Ϳ ou l͛aŶti-CD20 ont démontré leur 

efficacité clinique basée sur deux mécanismes : l͛iŶduĐtioŶ de l͛apoptose des Đellules 

tumorales contre lesquelles ils sont dirigés et la reconnaissance par les cellules immunitaires, 

dont les lymphocytes NK, de leur fragment Fc induisant l͛ADCC (Bakema and van Egmond 

2014). Pouƌ aŵĠlioƌeƌ l͛effet de Đes aŶtiĐoƌps, des anticorps bispécifiques ont été 

développés. Ainsi, des anticorps ciblant à la fois les cellules tumorales et les cellules NK ont 

été testés chez des patients atteints de lymphomes de Hodgkin à la fin des années 90 

(Hartmann et al. 1997). Ces constructions ont été améliorées avec les anticorps 

tƌispĠĐifiƋues, Đoŵŵe paƌ eǆeŵple l͛AĐ ĐiďlaŶt à la fois le CDϯϯ, le CDϭϲ et iŶĐoƌpoƌaŶt l͛IL-

15, se ƌĠǀĠlaŶt plus effiĐaĐe Ƌue l͛aŶtiĐoƌps ďispĠĐifiƋue IL-33/IL-15 (Vallera et al. 2016). 

D͛autƌes aŶtiĐoƌps ďispĠĐifiƋues ĐiďlaŶt plus spĠĐifiƋueŵeŶt les Đellules NK oŶt ĠgaleŵeŶt 

été développés comme un anti-NKG2D/anti-CD20 doŶt l͛effiĐaĐitĠ a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠe in vitro 

(Kellner et al. 2012). 

De manière similaire au blocage des points de contrôle immunitaires sur les 

lymphocytes T pour les activer, le ciblage des récepteurs KIR sur les cellules NK représente 

une stratégie thĠƌapeutiƋue pƌoŵetteuse. L͛IPHϮ101 est un Ac humain se liant au KIR2DL1, 

KIR2DL2 et KIR2DL3. Son activité a ĠtĠ pƌouǀĠe aǀeĐ uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ 

cytotoxique des cellules NK (Benson et al. 2012; Vey et al. 2012), cependant son efficacité 

ĐliŶiƋue Ŷ͛a pas ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠe (Korde et al. 2014). Néanmoins, cet anticorps présente un 
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gƌaŶd iŶtĠƌġt ŶotaŵŵeŶt eŶ ĐoŵďiŶaisoŶ aǀeĐ d͛autƌes ageŶts thĠƌapeutiƋues comme un 

Ac anti-CD20 ou le lénalidomide (une molécule immunomodulatrice) (Benson et al. 2011; 

Kohrt et al. 2014). D͛autƌes aŶtiĐoƌps ĐiďlaŶt des ƌĠĐepteuƌs iŶhiďiteuƌs des cellules NK ont 

été développés, notamment un anti-CD94/NKG2A (McWilliams et al. 2016), un anti-CD96 

(Blake et al. 2016) et un anti-KIR3DL2 (Marie-Cardine et al. 2014). Enfin, le blocage de CTLA-4 

et de PD-1, exprimés majoritairement par les LT mais également par les cellules NK, a 

démontré son efficacité à activer les LT néanmoins, leur efficacité passe sans aucun doute 

également par leur action sur les cellules NK: le CTLA-4 régulant négativement la sécrétion 

d͛IFNɶ par les lymphocytes NK par exemple (Stojanovic et al. 2014). Le ciblage simultané de 

NKG2A et de PD-1 montre également des résultats encourageants (Sola et al. 2016). 

Il apparait que chaque stratégie thérapeutique ciblant les cellules NK et son 

microenvironnement possède ses avantages et ses limites. Ainsi, une approche combinatoire 

des différentes stratégies ciblant les lymphocytes NK ou se basant sur les cellules NK mais 

également des thérapies anti-tumorales conventionnelles semble des plus prometteuses. 

Les cellules NK pƌĠseŶteŶt doŶĐ des ŵĠĐaŶisŵes d͛ĠliŵiŶatioŶ des Đellules tuŵoƌales 

inédits. Ainsi, leur rôle déterminant dans différents cancers a été démontré notamment dans 

les GIST. La partie suivante se focalisera donc sur ces tumeurs et les stratégies 

immunothérapeutiques mises en place pour leurs traitements. 

III. Les tumeurs stromales gastrointestinales (GIST) 

1. Caractéristiques des GIST 

Les GIST ont été décrits pour la première fois par Mazur et Clark en 1983. Ils ont alors 

observé des tumeurs non-épithéliales, ne présentant pas de caractéristiques de 

l͛ultƌastƌuĐtuƌe des Đellules des ŵusĐles lisses et Ŷ͛eǆpƌiŵaŶt pas de ŵaƌƋueuƌs 

histologiques des cellules de Schwann (ou neurolemmocytes, des cellules gliales assurant la 

myélinisation des axones du système nerveux périphérique) (Mazur and Clark 1983). Les 

GIST sont des sarcomes d͛oƌigiŶe ŵĠseŶĐhǇŵateuse pouvant toucher l͛eŶseŵďle du tuďe 

digestif et représentant 18% de tous les sarcomes (Cassier and Blay 2011). Les GIST 

représentent les tumeurs mésenchymateuses du tube digestif les plus courantes, environ 

5000 cas sont diagnostiqués par an aux Etats-Unis (Barnett, Corless, and Heinrich 2013). Ils 
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sont issus des cellules de Cajal, les cellules responsables du mouvement péristaltique du 

tube digestif. La grande ŵajoƌitĠ des GI“T se dĠǀeloppeŶt daŶs l͛estoŵaĐ ;ϲϬ%Ϳ ŵais ils 

peuvent aussi se retrouver au niveau du petit intestin (25%), du côlon et du rectum (10%) 

aiŶsi Ƌue de l͛œsophage, de l'épiploon, du mésentère et du rétropéritoine (<1%). Les GIST 

forment principalement des métastases dans le foie et les membranes abdominales et plus 

rarement dans les ganglions lymphatiques. Lors du diagnostic, 50% des patients sont 

métastatiques ou ne peuvent être opérés (Pierie et al. 2001). L͛âge ŵoǇeŶ au diagŶostiĐ est 

de 58 ans. Les GIST sont généralement asymptomatiques et sont détectés accidentellement 

loƌs d͛eǆaŵeŶs pouƌ d͛autƌes pathologies. Seulement 10 à 20 cas par million présentent une 

manifestation clinique (Nilsson et al. 2005). 

Les Đellules tuŵoƌales des GI“T oŶt uŶ pƌofil d͛eǆpƌessioŶ gĠŶiƋue les diffĠƌeŶĐiaŶt 

des autres sarcomes de tissus mous. En effet, elles présentent des caractéristiques 

immunophénotypiques et ultrastructurelles intermédiaires entre les muscles lisses et les 

neurones. Les GIST présentent à 95% des cellules exprimant la protéine c-Kit (CD117) à leur 

surface (Lasota and Miettinen 2006), ce qui en fait un excellent biomarqueur pour le 

diagnostic (Rubin et al. 2001). 

CD117 est un récepteur tyrosine kinase se liant au facteur de croissance SCF (Philo et 

al. 1996) et iŶduisaŶt la pƌolifĠƌatioŶ. C͛est uŶ pƌoto-oncogène situé sur le chromosome 

4q11-q12 qui joue uŶ ƌôle ĐƌitiƋue pouƌ les Đellules de Cajal aiŶsi Ƌue daŶs l͛hĠŵatopoïğse, la 

mélanogenèse et la gamétogenèse (Linnekin 1999). Son activation est également essentielle 

pour le développement de la majorité des GIST. En effet, 75% des GIST présentent une 

mutation de CD117 (Emile et al. 2012) induisant une activation constitutive du récepteur qui 

permet la prolifération, une résistaŶĐe à l͛apoptose et uŶe peƌte d͛adhĠsioŶ de la Đellule 

tumorale. CD117 peut être muté à plusieurs endroits (Fletcher and Rubin 2007; Lasota et al. 

2008) (Figure 8) : 

 Les mutations daŶs l͛eǆoŶ ϭϭ ;delWϱϱϳ et/ou delKϱϱϴ, ou mutation non-sens) 

représentent les mutations les plus fréquentes (65%) et sont associées à une plus 

gƌaŶde pƌoďaďilitĠ de ƌeĐhute aiŶsi Ƌu͛à uŶ ŵauǀais pƌoŶostiĐ ĐliŶiƋue. 

 La ŵutatioŶ de l͛eǆoŶ ϵ est pƌĠseŶte daŶs ϴ% des Đas, est assoĐiĠe à des GI“T 

agressifs aǀeĐ uŶ ƌisƋue de pƌogƌessioŶ plus iŵpoƌtaŶt Ƌue Đeuǆ ŵutĠ daŶs l͛eǆoŶ 

11. 
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 Les mutations des exons 13 et 17 sont beaucoup plus rares et sont associées à 

des GIST très agressifs. 

Cependant 10% des patients ne présentent pas de mutation de c-Kit ŵais d͛uŶ autƌe 

récepteur tyrosine kinase : le platelet-derived growth factor receptor alpha (PDGFRA), ces 

mutations étant mutuellement exclusives. (Figure 10) (Corless, Fletcher, and Heinrich 2004). 

Ces GI“T Ŷ͛eǆpriment pas ou peu le CD117 (Lasota and Miettinen 2006). Enfin, 15% des 

patients GIST ne présentent pas de mutations de c-KIT ni de PDGFRA, on les qualifie de GIST 

sauvages (wild type, WT) (Lasota and Miettinen 2006). 

 

 

Figure 10: les mutations de c-Kit et de PDGFRA dans le GIST. La majorité des GIST présentent une mutation du récepteur c-

KIT (75%), le reste exprime une mutation de PDGFRA (10%) ou pas de mutation (5%). Plus de la moitié des GIST sont mutés 

daŶs l’eǆoŶ ϭϭ de Đ-KIT (65%). Les autres mutations les plus fréquentes affeĐtaŶt l’eǆoŶ ϵ de Đ-KIT ou l’eǆoŶ ϭϴ de PDGFRA 
(8%). Des mutations des exons 13 et 17 peuvent également survenir dans c-KIT ;ϭ%Ϳ aloƌs Ƌue l’eǆoŶ ϭϮ et l’eǆoŶ ϭϰ de 
PDGFRA peuvent aussi être mutés (respectivement 2% et <1%). Modifiée d'après Yan et al. 2015. 

 

Afin de prédire au mieux les risques de rechute, plusieurs classifications des GIST ont 

été créées. La première a été établie par le National Institutes of Health (NIH) aux Etats-Unis 

eŶ ϮϬϬϭ et se ďasait suƌ la taille de la tuŵeuƌ et l͛iŶdeǆ ŵitotiƋue (nombre de cellules 

tumorales en division par champ microscopique) (Pierie et al. 2001). En 2006, afiŶ d͛iŶtĠgƌeƌ 

le risque lié à la localisation de la tumeur, Miettinen et collègues ont créé la classification de 

l͛Armed Forces Institute of Pathology (AFIP) (Miettinen and Lasota 2006) (Figure 11). 

Finalement, eŶ ϮϬϭϬ, l͛AŵeƌĐiaŶ JoiŶt Coŵŵitee oŶ CaŶĐeƌ ;AJCCͿ a dĠǀeloppĠ uŶe nouvelle 
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classifiĐatioŶ des GI“T daŶs le ďut d͛iŶtĠgƌeƌ la ĐlassifiĐatioŶ AFIP aǀeĐ Đelle TNM ;tuŵeuƌ, 

ganglions lymphatiques (lymph nodes) et métastases : le système de classification 

iŶteƌŶatioŶal des ĐaŶĐeƌs ĐƌĠĠ paƌ l͛UŶioŶ iŶteƌŶatioŶal pouƌ le ĐoŶtƌôle du ĐaŶĐeƌ (IUCC)) 

(Edge and Compton 2010). Ainsi la nouvelle classification considère que les patients ont un 

faible risque de rechute lorsque la pƌoďaďilitĠ de ƌeĐhute à ϱ aŶs Ŷ͛eǆĐğde pas ϭϬ%, uŶ 

risque moyen entre 10 et 30% et un risque élevé au-delà (Gronchi 2013). 

 

Figure 11: Classification Miettinen du risque de progression des GIST selon leur localisation.Cette classification 

prend en compte le localisation de la tumeur, sa taille ainsi que son index mitotique pour définir le risque métastatique. 

Adaptée de  Miettinen and Lasota 2006. 

 

2. Les traitements des GIST 

Le traitement de première ligne pour les GIST primaires est la résection chirurgicale, 

réalisée dans environ 70% des patients. Pour les patients non-opérables ou dont la maladie 

est trop avancée, les solutions thérapeutiques étaient limitées avant 2001 et se basaient sur 

la ĐhiŵiothĠƌapie ŶotaŵŵeŶt paƌ la doǆoƌuďiĐiŶe, l͛ifosfaŵide ou le teŵozolomide, avec un 

taux de réponse compris entre 5% et 10% (Pidhorecky et al. 2000). EŶ ϮϬϬϭ, l͛iŵatiŶiď 

mesylate (IM) s͛est aǀĠƌĠ être uŶ puissaŶt iŶhiďiteuƌ de l͛autophosphorylation du récepteur 

tyrosine kinase c-KIT, améliorant drastiquement la survie des patients GIST (Demetri 2002; 

van Oosterom et al. 2001). L͛IM est uŶ iŶhiďiteuƌ des tǇƌosiŶe kiŶases ;TKIͿ dĠǀeloppĠ 

initialement pour les leucémies myéloïdes chroniques et ĐiďlaŶt l͛aĐtiǀitĠ du ƌĠĐepteuƌ 

tyrosine kinase ABL (Schindler et al. 2000). CepeŶdaŶt, il a ĠtĠ oďseƌǀĠ Ƌue l͛IM iŶhibait 

également spécifiquement c-KIT et PDGFRA en rentrant en compétition pour leur site de 

liaisoŶ à l͛adĠŶosiŶe tƌiphosphate ;ATPͿ (Heinrich et al. 2002). La Haute Autorité de Santé a 

appƌouǀĠ l͛utilisatioŶ de l͛IM pouƌ le tƌaiteŵeŶt des GI“T eŶ ϮϬϬϮ et Đ͛est encore le 
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traitement de référence à ce jour. L͛IM est aujouƌd͛hui pƌesĐƌit pouƌ les patients dont la 

tumeur est non-résécable et/ou ŵĠtastatiƋue. La ƌĠpoŶse à l͛IM ǀaƌie suiǀaŶt les mutations 

de c-KIT et PDGF‘A. Les patieŶts aǀeĐ uŶe ŵutatioŶ de l͛eǆoŶ ϭϭ de Đ-KIT présentent une 

ŵeilleuƌe ƌĠpoŶse, uŶe ŵeilleuƌe suƌǀie aiŶsi Ƌu͛uŶ ƌisƋue ƌĠduit de pƌogƌessioŶ Ƌue les 

patieŶts atteiŶts de ŵutatioŶ à l͛eǆoŶ ϵ de Đ-KIT ou les patients WT (Anon 2010). 

L͛uŶ des fƌeiŶs ŵajeuƌs au traitement par l͛IM est l͛appaƌitioŶ de ŵutatioŶs 

secondaires chez 60,3% des patients, iŶduisaŶt uŶe ƌĠsistaŶĐe à l͛IM, dans les 12 à 36 mois 

suivant le début du traitement, ŵajoƌitaiƌeŵeŶt suƌ l͛eǆoŶ 17 (54,5%) ou 13 (38,3%) de c-KIT 

(Lee et al. 2013). De plus, Lee et collègues ont observé que chez les patients mutés c-KIT, les 

patieŶts poƌteuƌs d͛une mutation sur l͛exon 9 acquéraient plus fréquemment une résistance 

que les patients mutés sur l͛exon 11 (respectivement 25,9% et 12,7%) (Lee et al. 2013). Il a 

ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe administration discontinue du traitement Ŷe pƌĠǀeŶait pas l͛appaƌitioŶ 

de la résistance mais au contraire favorisait une progression de la maladie chez les patients 

atteints de GIST avancés (Blay et al. 2007; Blay, Perol, and Le Cesne 2012). Ainsi, de 

nouvelles approches ont été étudiées, seules ou eŶ ĐoŵďiŶaisoŶ aǀeĐ l͛IM, ďasĠes suƌ 

l͛iŵŵuŶothĠƌapie ǀia paƌ eǆeŵple des AĐ aŶti-inhibiteurs des points de contrôle 

immunitaires (anti-PD-1/PD-L1). 

3. Le rôle du système immunitaire dans le GIST 

Les GIST sont des tumeurs infiltrées par différentes cellules du système immunitaire. 

Les DC représentent la population la plus importante chez les patients GIST non-traités, 

suivis des LT et des monocytes (Cameron et al. 2014). L͛iŶfiltƌat iŵŵuŶitaiƌe ĐhaŶge 

sigŶifiĐatiǀeŵeŶt eŶ ƌĠpoŶse à l͛IM. EŶ effet, les GIST primaires et métastatiques traités à 

l͛IM sont majoritairement infiltrés par des TAM puis par des lymphocytes T CD3+ (van 

Dongen et al. 2010). Les cellules NK, les neutrophiles, les DC, les NKT, les LB et les LT ɶɷ soŶt 

également présents mais dans une moindre mesure. Les TAM sont composés de 

macrophages M1 et M2. Alors que les M1 ont une fonction anti-tumorale de par leur 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires activant les LT, les M2, qui expriment le récepteur 

« éboueur » CD163, ont une action pro-tumorale en inhibant la polarisation Th1 et en 

stiŵulaŶt l͛aŶgiogeŶğse. VaŶ DoŶgeŶ et Đollğgues oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue les ŵaĐƌophages MϮ 

représentaient la population majoritaire des TAM et que leur nombre était deux fois plus 
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élevé dans les GIST métastatiques que dans les GIST primaires. De plus, le nombre de Treg 

est corrélé avec la quantité de macrophages M2, favorisant un microenvironnement tumoral 

immunosuppressif. Les auteuƌs oŶt ĠgaleŵeŶt oďseƌǀĠ uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de 

molécules du CMH I à la surface des cellules tumorales. Ce mécanisme favorise 

l͛ĠĐhappeŵeŶt des cellules tumorales aux LT mais les rend en contrepartie sensibles à la lyse 

par les Đellules NK. CepeŶdaŶt, ‘usakieǁiĐz et Đollğgues oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŵpoƌtaŶĐe de 

l͛iŶfiltƌat LT CDϯ+ était inversement corrélée à la taille de la tumeur et impactait 

positivement le pronostic des patients. De plus, ils ont observé que le nombre de cellules NK 

infiltrant les GIST était associé avec une prolifération réduite des cellules tumorales, une 

localisation gastrique, un taux de rechute faible et une meilleure survie (Rusakiewicz et al. 

2013). Cependant, dans les GIST non-traités, les cellules NK ne sont pas présentes au sein de 

la tumeur mais en périphérie dans le stroma péritumoral (Delahaye et al. 2011). Néanmoins 

le tƌaiteŵeŶt à l͛IM iŶduit uŶe ƌeloĐalisatioŶ des Đellules NK daŶs le Đœuƌ de la tuŵeuƌ. 

DelahaǇe et Đollğgues oŶt ĠgaleŵeŶt dĠŵoŶtƌĠ Ƌue l͛isofoƌŵe immunosuppressive NKp30C 

du récepteur NKp30 était préférentiellement exprimée par les cellules NK du sang 

périphérique des patients GIST et était associée à une baisse de la survie, au contraire des 

isoformes immunostimulantes NKp30A et NKp30B. Ils ont également observé une 

diminution du récepteur NKp30 à la surface des cellules NK infiltrant la tumeur par rapport 

aux cellules NK du compartiment sanguin. 

Même des patients GIST présentant une faible expression de c-KIT peuvent 

développer uŶe ƌĠpoŶse duƌaďle à l͛IM, ce qui suggère Ƌue l͛IM Ŷ͛agiƌait pas uniquement sur 

les cellules tumorales. L͛effet « hors cible » de l͛IM a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ paƌ Boƌg et Đollğgues Ƌui 

ont observé que des lignées tumorales résistantes à l͛IM in vitro devenaient sensibles in vivo 

par un mécanisme NK-dépendant (Borg et al. 2004). En effet, les DC expriment également c-

KIT à leuƌ suƌfaĐe et eŶ l͛iŶhiďaŶt, l͛IM pƌoŵeut uŶe iŶteƌaĐtioŶ Đellules NK-DC qui conduit à 

la stiŵulatioŶ de Đes Đellules NK et à la sĠĐƌĠtioŶ d͛IFNɶ. AiŶsi, dans 49% des patients GIST 

traités par IM enrôlés dans cette étude, les cellules NK présentaient une augmentation de 

leur fonction cytotoxique. Cette aĐtiǀatioŶ des Đellules NK paƌ l͛IM est ĐoƌƌĠlĠe à uŶe 

meilleure survie. Ces observations ont été confirmées par Menard et collègues qui ont de 

plus identifié la sĠĐƌĠtioŶ d͛IFNɶ Đoŵŵe le seul ŵaƌƋueuƌ iŶdĠpeŶdaŶt pƌédisant la survie à 

long terme, au contraire du profil c-KIT, de la taille et de la localisation de la tumeur (Menard 
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et al. 2009). L͛IM agit ĠgaleŵeŶt suƌ d͛autƌes Đellules du sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe. DaŶs uŶe 

autƌe Ġtude daŶs uŶ ŵodğle de GI“T ŵuƌiŶs, les auteuƌs oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛IM augŵeŶtait la 

fƌĠƋueŶĐe, l͛aĐtiǀatioŶ et la pƌolifĠƌatioŶ des LT CDϴ+ iŶtƌatuŵoƌauǆ aiŶsi Ƌue l͛apoptose des 

Treg eŶ diŵiŶuaŶt la pƌoduĐtioŶ d͛IDO, un métabolite immunosuppresseur induisant la 

différenciation des Treg (Balachandran et al. 2011). Ces résultats font écho aux travaux de 

Rusakiewicz et Đollğgues Ƌui oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛aĐĐuŵulatioŶ de Tƌeg et la peƌte de cellules 

NK ĠtaieŶt des ŵaƌƋueuƌs pƌĠdiĐtifs ŶĠgatifs de la ƌĠpoŶse à l͛IM (Rusakiewicz et al. 2013). 

Cependant, le rôle des cellules NK dans le GIST a été remis en cause par les travaux de 

Balachandran et collègues qui ont montré que la déplétion en LT CD4+ ou en cellules NK 

Ŷ͛iŵpaĐtait pas la croissance tumorale duraŶt le tƌaiteŵeŶt à l͛IM daŶs uŶ ŵodğle de GI“T 

murin (Balachandran et al. 2011). Ces résultats pourraient s͛eǆpliƋueƌ paƌ le fait Ƌue le ƌôle 

des cellules NK dans le GIST a été démontré via son récepteur activateur NKp30 et plus 

paƌtiĐuliğƌeŵeŶt de ses diffĠƌeŶtes isofoƌŵes. Oƌ le ƌĠĐepteuƌ NKpϯϬ Ŷ͛est pas eǆpƌiŵĠ Đhez 

la souris, ainsi le rôle des cellules NK s͛eŶ tƌouǀe s͛eŶ doute aŵoiŶdƌi. Cette même équipe a 

également démontré le rôle négatif des neutrophiles infiltrant les tumeurs sur la survie des 

patients GIST non-traités (Perez et al. 2013). 

4. L’iŵŵuŶothéƌapie daŶs les GIST 

Le rôle du sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe daŶs la ƌĠpoŶse à l͛IM dĠŵoŶtƌe l͛iŵpoƌtaŶt 

poteŶtiel thĠƌapeutiƋue de l͛iŵŵuŶothĠƌapie daŶs le tƌaiteŵeŶt des GI“T. Balachandran et 

Đollğgues oŶt ĠtudiĠ l͛effet de la ĐoŵďiŶaisoŶ  d͛uŶ aŶti-CTLA-ϰ aǀeĐ l͛IM daŶs un modèle de 

GIST murin et ont observé une diminution significative des tumeurs comparée avec chacun 

des traitements seuls (Balachandran et al. 2011). Aucun changement dans le nombre de LT 

CD8+ ou CD4+ Ŷ͛a ĠtĠ oďseƌǀĠ, cependant les LT CD8+ intratumoraux présentaient une 

sĠĐƌĠtioŶ d͛IFNɶ accrue qui pourrait eǆpliƋueƌ l͛effet ďĠŶĠfiƋue de la thĠƌapie ĐoŵďiŶĠe.  

L͛eǆpƌessioŶ de PD-L1 a également été étudiée dans le GIST et a révélé une 

expression hétérogène à la surface des cellules tumorales. Néanmoins, les auteurs de cette 

Ġtude oŶt pu oďseƌǀeƌ Ƌu͛uŶe faiďle eǆpƌessioŶ de PD-L1 était corrélée avec un risque plus 

élevé de développement de métastases (Bertucci et al. 2015). Récemment, il a été montré 

que les récepteurs inhibiteurs des points de contrôle immunitaires PD1, lymphocyte 

activation gene 3 (LAG3) et T-cel immunoglobulin mucin 3 (TIM3) étaient surexprimés dans 
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les TILs des GIST par rapport aux LT sanguins. De plus, aussi ďieŶ Đhez l͛Hoŵŵe Ƌue daŶs uŶ 

modèle de GI“T ŵuƌiŶ, il a ĠtĠ oďseƌǀĠ Ƌue l͛IM ƌĠduisait l͛eǆpƌessioŶ de PD-L1 par les 

cellules tumorales et Ƌue la ĐoŵďiŶaisoŶ de l͛IM et le ďloĐage de PD-1 et PD-L1 in vivo 

améliorait les capacités anti-tumorales des LT (Seifert et al. 2017). Ces résultats montrent 

Ƌue Điďleƌ l͛aǆe PD-1/PD-L1 dans le GIST pourrait être une stratégie thérapeutique afin 

d͛aŵĠlioƌeƌ l͛effiĐaĐitĠ de l͛IM. DaŶs uŶe autƌe Ġtude, les auteuƌs oŶt oďseƌǀĠ l͛eǆpƌessioŶ 

du récepteur inhibiteur TIM3 à la surface des cellules NK dans 75% des GIST étudiés tandis 

que son ligand, galectine-9, est exprimé par plus de 68% des cellules tumorales des GIST 

(Komita et al. 2015). 

UŶe autƌe appƌoĐhe pouƌ l͛iŵŵuŶothĠƌapie des GI“T seƌait l͛iŶjeĐtioŶ de ĐǇtokiŶes. 

AiŶsi daŶs uŶe Ġtude ĐliŶiƋue puďliĠe eŶ ϮϬϭϮ, l͛iŶjeĐtioŶ d͛interféron α ;IFNαͿ, uŶe cytokine 

pƌoŵotƌiĐe des LT Thϭ, eŶ ĐoŵďiŶaisoŶ aǀeĐ l͛IM Đhez des patieŶts GI“T a ŵoŶtƌĠ uŶe 

remarquable efficacité avec un taux de réponse complète de 100% des huit patients inclus 

(Chen et al. 2012). De plus, chez ces patients, la sécrétioŶ d͛IFNɶ Ġtait augŵeŶtĠe de 

manière significative après quatre semaines de traitement. 

L͛iŶhiďitioŶ du ƌĠĐepteuƌ Đ-KIT par un anticorps neutralisant anti-c-KIT a également 

ĠtĠ ĠtudiĠe. L͛aŶtiĐoƌps aŶti-c-KIT SR1 a démontré son efficacité à inhiber la croissance de 

GIST sensibles à l͛IM ŵais ĠgaleŵeŶt de GI“T ƌĠsistaŶts à l͛IM daŶs des ŵodğles ŵuƌiŶs de 

xénogreffe. AiŶsi, “‘ϭ diŵiŶuait l͛eǆpƌessioŶ de Đ-KIT en induisant son internalisation et 

augmentait la phagocytose par les macrophages (Edris et al. 2013). Le fait que SR1 inhibe la 

ĐƌoissaŶĐe de tuŵeuƌs GI“T iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt de leuƌ seŶsiďilitĠ à l͛IM peƌŵet d͛eŶǀisageƌ 

son utilisation chez des patients GIST ayant développé uŶe ƌĠsistaŶĐe à l͛IM. 

EŶfiŶ, l͛utilisatioŶ de LT à ƌĠĐepteur antigénique chimérique (CAR-LT) est également 

une option thérapeutique prometteuse pour le traitement des GIST. Les CAR-LT sont des LT 

dont le T cell receptor (TCR), a été modifié génétiquement pour reconnaitre un antigène 

tumoral spécifique. Ainsi Katz et collègues ont produit des CAR-LT anti-c-KIT. Ils ont 

démontré que ces CAR-LT ĠtaieŶt Đapaďles de pƌoduiƌe de l͛IFNɶ et de lǇseƌ des Đellules 

tumorales de GIST in vitro. Dans un modèle murin de xénogreffe de GIST, ils ont montré que 

le traitement par CAR-LT anti-c-KIT entrainait une réduction significative de la croissance 

tumorale (Katz et al. 2013). D͛autƌes aŶtigğŶes pouƌƌaieŶt ġtƌe utilisĠs pour cibler les GIST 

comme les cancers testis antigens (CTA), des antigènes normalement exprimés par les 
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cellules germinales mais qui peuvent être également exprimés par les cellules tumorales. 

Ainsi, les CTA ont été détectés dans 10% à 27% des GIST et leur expression a été associée à 

un risque plus élevé de rechute, une taille de tumeur plus importante et une réponse plus 

faible au tƌaiteŵeŶt paƌ l͛IM (Perez et al. 2011). 

L͛iŵatiŶiď mesylate a révolutionné le traitement des GIST en améliorant 

considérablement la survie des patients. Cependant, des mécanismes de résistance peuvent 

appaƌaitƌe, ƌeŶdaŶt les tuŵeuƌs iŶseŶsiďles à l͛IM. Les Ġtudes ƌappoƌtĠes daŶs Đe 

paragraphe montrent le foƌt poteŶtiel de l͛iŵŵuŶothĠƌapie daŶs le tƌaiteŵeŶt des GI“T, eŶ 

permettant notamment de surmonter ces mécanismes de résistance. Les cellules NK jouent 

un rôle majeur dans le GIST et particulièrement le récepteur NKp30 et ses isoformes. 

Cependant, il apparait que les cellules NK sont majoritairement concentrées à la périphérie 

des GIST et sont inhibées par le microenvironnement tumoral. Comprendre les mécanismes 

de cette inhibition apparait donc primordial pour contourner ses mécanismes.  
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Objectifs de thèse 

 

Malgré les progrès des traitements anti-tumoraux de ces dernières années, plus de 

60% des patients atteints de GIST développent uŶe ƌĠsistaŶĐe à l͛IM et ƌeĐhuteŶt (Lee et al. 

2013). Pour cette raison, les GIST avancés présentent toujours majoritairement un pronostic 

ĐliŶiƋue dĠfaǀoƌaďle. L͛ĠƋuipe a pƌĠĐĠdeŵŵeŶt dĠŵoŶtƌĠ l͛iŵpoƌtaŶĐe de l͛iŶfiltƌat 

immunitaire et plus spécifiquement des cellules NK dans la survie des patients GIST 

(Rusakiewicz, Semeraro, et al. 2013) et ĠgaleŵeŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛isofoƌŵe 

immunosuppressive C du récepteur NKp30 était prédictive du pronostic clinique des GIST 

(Delahaye et al. 2011). 

AiŶsi, daŶs uŶ pƌeŵieƌ pƌojet, Ŷotƌe ďut a ĠtĠ d͛Ġtudieƌ la ǀaleuƌ pƌoŶostiƋue du 

ƌĠĐepteuƌ NKpϯϬ daŶs la ƌĠpoŶse à l͛IM. Nous aǀoŶs ŵesuƌĠ soŶ eǆpƌession dans deux 

cohortes indépendantes de patients métastatiques GIST. Nous avons également cherché à 

dĠteƌŵiŶeƌ l͛iŵpaĐt des ligaŶds soluďles de NKpϯϬ, sBϳ-H6 et sBAG6 sur la survie des 

patieŶts et la ƌĠpoŶse à l͛IM. Les ƌĠsultats de Đe pƌojet soŶt pƌĠseŶtĠs daŶs l͛article 1. 

L͛iŵŵuŶothĠƌapie aŶti-cancéreuse a connu récemment des avancées majeures avec 

la mise au point des anticorps bloquant les inhibiteurs des points de contrôle immunitaires : 

l͛aŶti-CTLA-ϰ, l͛aŶti-PD-ϭ et l͛aŶti-PD-L1. Cependant, les patients GIST ne bénéficient toujours 

pas de ces traitements malgré des études menées dans des modèles murins (Balachandran 

et al. 2011; Seifert et al. 2017). De plus la majorité des articles portant sur ces anticorps 

ďloƋuaŶts dĠĐƌiǀeŶt leuƌ aĐtioŶ suƌ les LT. D͛autƌes études ont décrit des contrôles 

immunitaires chez les cellules NK à travers les récepteurs CD96, TIGIT ou CIS (Blake et al. 

2016; Putz et al. 2017; Stanietsky et al. 2009), ces mécanismes ne suffisent cependant pas à 

eǆpliƋueƌ l͛aŶeƌgie des cellules NK dans le microenvironnement tumoral. 

Ainsi, dans un second projet nous avons cherché à identifier de nouveaux 

ŵĠĐaŶisŵes iŶhiďiteuƌs pƌopƌes auǆ Đellules NK iŶfiltƌaŶt les tuŵeuƌs afiŶ d͛Ġtaďliƌ de 

Ŷouǀelles Điďles thĠƌapeutiƋues pouƌ l͛iŵŵuŶothérapie anti-cancéreuse. Pour cela nous 

avons réalisé un microarray suƌ des GI“T afiŶ d͛ideŶtifieƌ les gğŶes assoĐiĠs à uŶ ŵauǀais 
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pronostic clinique ou un mauvais profil NKp30. Les résultats de ce projet sont présentés dans 

l͛article 2. 

Ces résultats permetteŶt d͛appƌofoŶdiƌ la ĐoŵpƌĠheŶsioŶ des ŵĠĐaŶisŵes 

d͛iŶhiďitioŶ des Đellules NK paƌ le ŵiĐƌoeŶǀiƌoŶŶeŵeŶt tuŵoƌal et, à plus loŶg teƌŵe, 

peƌŵettƌoŶt d͛ideŶtifieƌ de Ŷouǀelles Điďles thĠƌapeutiƋues pouƌ ĐoŶtouƌŶeƌ Đes 

mécanismes. 
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Article 1: NKp30 isoforms and NKp30 ligands 

are predictive biomarkers of response to 

imatinib mesylate in metastatic GIST patients 

Dans cet article, nous avons cherché à déterminer de nouveaux biomarqueurs de la 

ƌĠpoŶse à l͛iŵatiŶiď ŵesǇlate ;IMͿ daŶs les GI“T ŵĠtastatiƋues eŶ lieŶ aǀeĐ l͛iŶteƌaĐtioŶ du 

ƌĠĐepteuƌ NKpϯϬ et de ses ligaŶds. L͛ĠƋuipe a pƌĠĐĠdeŵŵeŶt dĠŵoŶtƌĠ la ǀaleuƌ pƌĠdiĐtiǀe 

de l͛iŶfiltƌat des Đellules NK daŶs la suƌǀie des patieŶts GI“T et Ƌue l͛eǆpƌessioŶ de ĐeƌtaiŶs 

isoformes du récepteur NKp30 est fortement corrélée à la survie globale des patients GIST 

ŵĠtastatiƋues. CepeŶdaŶt, l͛eǆpƌessioŶ hĠtĠƌogğŶe des isofoƌŵes au seiŶ ŵġŵe de la 

populatioŶ NK d͛uŶ patieŶt GI“T ou ǀoloŶtaiƌe saiŶ ;V“Ϳ Ŷous a aŵeŶĠ à ĐoŶĐeǀoiƌ uŶe 

nouvelle méthode pour définir le profil NKp30 des patients. Nous avons déterminé le profil 

NKpϯϬ eŶ pƌeŶaŶt eŶ Đoŵpte l͛eǆpƌessioŶ ƌelatiǀe des tƌois isofoƌŵes eŶ utilisaŶt la foƌŵule 

du « delta » : ȴNKp30xNKp30y = Seuil de cycle (Ct) NKp30y – Ct NKp30x. Nous avons pu 

vérifier que les profils ainsi déterminés étaient stables au cours du temps. Nous avons alors 

observé que ȴBC est significativement réduit dans les GIST métastatiques par rapport aux 

VS. De plus, le profil NKp30 des patients, défini suivant la valeur médiane de ȴBC sur la 

cohorte, est corrélé à la survie globale : les patient ȴBClow présentent une survie globale plus 

faible que les patients ȴBChigh dans les deux cohortes utilisées indépendamment du statut de 

la mutation c-KIT des patients. 

Nous aǀoŶs paƌ la suite ĠtudiĠ l͛iŶflueŶĐe des isofoƌŵes NKpϯϬ suƌ l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt 

cytokinique de la tumeur. Nous avons observé une sécrétion préférentielle de TNFα, IFNɶ et 

IL-12p40 par les cellules NK ȴBChigh péri-tumoraux au contraire des ȴBClow qui présentaient 

uŶ tauǆ ĠleǀĠ de ĐǇtokiŶes iŶflaŵŵatoiƌes Đoŵŵe l͛IL-1β ou l͛IL-8 ainsi que de la cytokine 

anti-inflammatoire IL-10. De plus, il est apparu que les patients de mauvais pronostic 

clinique (ȴBClow) présentaient une plus forte concentration de TNFα, IFNɶ et IL-12p40 dans 

leur zone péri-tumorale que les patients de bon pronostic clinique. Les cellules NK 

influenceraient donc le microenvironnement de la zone péri-tumorale. 
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Afin de déterminer la contribution de chaque isoforme de NKp30 au mauvais 

pronostic associé au ȴBClow, Ŷous aǀoŶs ŵesuƌĠ l͛eǆpƌessioŶ ƌelatiǀe de ĐhaƋue isofoƌŵe 

dans les cellules NK du sang des patients GIST par rapport aux VS. Ainsi, contrairement aux 

VS, la diminution de la valeur du ȴBC des GI“T est due à uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌession de 

l͛isofoƌŵe NKpϯϬC. Plus pƌĠĐisĠŵeŶt, les patieŶts GI“T pƌĠseŶteŶt uŶe diŵiŶutioŶ de 

l͛eǆpƌessioŶ globale des trois isoformes en comparaison avec les VS. De plus, un taux élevé 

d͛eǆpƌessioŶ globale de chaque isoforme est corrélé à une meilleure survie sans évènement 

mais également survie globale des patients GIST métastatiques tƌaitĠs à l͛IM, 

indépendamment du statut de la mutation c-KIT. 

Nous avons ensuite mesuré le taux sérique des deux ligands solubles de NKp30, sB7-

H6 et sBAG6 dans les patients GIST métastatiques à la date du prélèvement et après 

tƌaiteŵeŶt à l͛IM. Le sBϳ-H6 est abondant dans les patients avant chirurgie et plus 

paƌtiĐuliğƌeŵeŶt daŶs les patieŶts ŵĠtastatiƋues et diŵiŶuait apƌğs tƌaiteŵeŶt à l͛IM. “eul 

le sBAG6 était corrélée négatiǀeŵeŶt aǀeĐ le tauǆ d͛eǆpƌessioŶ des tƌois isofoƌŵes de NKpϯϬ 

à la fois dans les GIST métastatiques et localisés. Néanmoins, le taux de sB7-H6 avant 

tƌaiteŵeŶt à l͛IM Ġtait ĐoƌƌĠlĠ à la suƌǀie saŶs ĠǀğŶeŵeŶt des GI“T ŵĠtastatiƋues, aloƌs Ƌue 

la détection de sBAGϲ duƌaŶt le tƌaiteŵeŶt à l͛IM Ġtait ĐoƌƌĠlĠe à uŶ ŵauǀais pƌoŶostiĐ 

ĐliŶiƋue. La pƌĠseŶĐe des deuǆ ligaŶds Ŷ͛a ĠtĠ dĠteĐtĠe Ƌue daŶs de tƌğs ƌaƌe Đas et l͛aďseŶĐe 

de ligaŶds soluďle s͛est ƌĠǀĠlĠe de ďoŶ pƌoŶostiĐ pouƌ la ƌĠpoŶse à l͛IM. 

Enfin, nous avons testé différentes molécules pour réactiver in vitro les TILs issus des 

GIST. AiŶsi, l͛IFNα a iŶduit uŶe augŵeŶtatioŶ de la sĠĐƌĠtioŶ d͛IFNɶ paƌ les Đellules NK, de 

ŵġŵe Ƌue l͛aŶti-TRAIL qui active également les LT CD4+. De plus, la prolifération des LT CD4+ 

et des LT CD8+ Ġtait augŵeŶtĠe apƌğs tƌaiteŵeŶt paƌ l͛AĐ ŶeutƌalisaŶt aŶti-FasL, et les Ac 

anti-TRAIL et anti-IL-10. 

Nos travaux, pouƌ lesƋuels j͛ai appoƌtĠ ŵa ĐoŶtƌiďutioŶ eŶ paƌtiĐulieƌ pouƌ la 

détermination des profils NKp30, ŵoŶtƌeŶt doŶĐ Ƌue le tauǆ d͛eǆpƌessioŶ des diffĠƌeŶtes 

isoformes du NKp30 ainsi que la concentration sérique des ligands solubles de NKp30 sB7-H6 

et sBAGϲ s͛ĠtaďlisseŶt Đoŵŵe de Ŷouǀeauǆ ďioŵaƌƋueuƌs pƌĠdiĐtifs de la ƌĠpoŶse à l͛IM des 

patients GIST métastatiques. 
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ABSTRACT

Despite effective targeted therapy acting on KIT and PDGFRA tyrosine kinases, gastrointestinal stromal
tumors (GIST) escape treatment by acquiring mutations conveying resistance to imatinib mesylate (IM).
Following the identification of NKp30-based immunosurveillance of GIST and the off-target effects of IM
on NK cell functions, we investigated the predictive value of NKp30 isoforms and NKp30 soluble ligands in
blood for the clinical response to IM. The relative expression and the proportions of NKp30 isoforms
markedly impacted both event-free and overall survival, in two independent cohorts of metastatic GIST.
Phenotypes based on disbalanced NKp30B/NKp30C ratio (DBClow) and low expression levels of NKp30A
were identified in one third of patients with dismal prognosis across molecular subtypes. This DBClow

blood phenotype was associated with a pro-inflammatory and immunosuppressive tumor
microenvironment. In addition, detectable levels of the NKp30 ligand sB7-H6 predicted a worse prognosis
in metastatic GIST. Soluble BAG6, an alternate ligand for NKp30 was associated with low NKp30
transcription and had additional predictive value in GIST patients with high NKp30 expression. Such GIST
microenvironments could be rescued by therapy based on rIFN-a and anti-TRAIL mAb which reinstated
innate immunity.
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Introduction

Gastrointestinal stromal tumors (GIST) are the most frequent
mesenchymal tumor of the gastrointestinal tract, with an annual
incidence of around 10–20 cases per million.1 GIST are charac-
terized by activating mutations in KIT or PDGFRA oncogenes,
the key molecular drivers of the disease pathogenesis.2 Approxi-
mately 75–80% of GIST harbor a KIT mutation, most frequently
in the juxtamembrane domain in exon 11, and sometimes in the
extracellular domain (exon 9) or in the kinase domain (exons 13
and 17).3 In 2001, the introduction of IM a small molecule
inhibitor of KIT and PDGFRA tyrosine kinases, has dramatically
improved the prognosis of GIST patients, with the best clinical
responses observed in patients bearing the exon 11 KIT muta-
tion.4,5 Hence, IM has become a paradigmatic targeted molecular
therapy in cancer and the standard of care for advanced localized
and metastatic GIST.6 However, IM is not curative in most GIST
patients, requiring continuous treatment in advanced phase, and
often associated with the emergence of resistant clones with sec-
ondary KIT or PDGFRA mutations.7

Over the last decade, we reported the off-target effects of IM on
the immune system. IM targets KIT receptors on dendritic cells
(DC), unleashing theDC/NK cell cross-talk, leading toNK cell acti-
vation with Th1 cytokine release and enhanced cytotoxicity inmice
and humans.8We previously reported that by 2 months of IM, the
increased IFN-g secretion from circulating NK cells correlated
with prolonged survival inmetastatic GIST patients treated by IM.9

A comprehensive NK phenotyping in peripheral blood and tumor-
infiltrating lymphocytes of GIST revealed that the NK cell cytotoxic
receptor NKp30 was specifically downregulated in this disease.9,10

Subsequently, we demonstrated that the alternative splicing of
NKp30 exon 4, which affects the signaling and function of NKp30,
determined the prognosis of metastatic GIST patients treated with
IM.10 There are three major NKp30 isoforms, each one with a spe-
cific intracytoplasmic domain, i.e. NKp30A, NKp30B and
NKp30C. NKp30A and NKp30B signaling mediates cytotoxicity
and IFN-g/TNF-a production respectively, while the NKp30C iso-
form induces the production of the immunosuppressive cytokine
IL-10. The relative abundance of the mRNA encoding the
NKp30C isoform compared to isoform A or B negatively impacts
the prognosis of metastatic GIST patients treated with IM.10

Importantly, GIST tumors are infiltrated with NK cells, which
mostly reside in peri-tumoral areas and predict event-free-survival
in localized stages treated with adjuvant IM.11

Besides NK cells, other immune cells impact the course of GIST.
CD4C and CD8C T cells, regulatory T cells (Treg) and macro-
phages have been shown to infiltrate GIST.12,13 In addition, IM
induces the apoptosis of Tregs via the inhibition of IDO in KIT

exon 11 mutated patients, thus enhancing the CD8C T cell/Treg
ratio and contributing to the intra-tumoral re-location of NK
cells.11,14 Taken together, it is clear that the immune system plays a
critical role in GIST during oncogene desaddiction by IM.

The aim of the present study was to explore further predictive
biomarkers of response to IM pertaining to the NKp30/NKp30
ligand interaction in metastatic GIST. Here, we validated in two
independent cohorts that the ratios between activating and inhib-
iting NKp30 isoforms (DBC) predict clinical outcome to IM
therapy in metastatic GIST, and we demonstrated that the tran-
scription levels of the NKp30 isoforms impact survival in

localized and metastatic GIST patients independently of the KIT
mutational status. In addition, DBChigh phenotypes contained
higher levels of Th1 cytokines in-situ, while DBClow tumors
released inflammatory and immunosuppressive cytokines and
chemokines. Moreover, we show for the first time that the solu-
ble NKp30 ligands sB7-H6 and sBAG6 alone or combined with
the transcription levels of NKp30 isoforms, also impact event-
free survival in IM-treated metastatic GIST. Altogether, we con-
clude that the efficacy or resistance of IM can be predicted in
distinct subsets of GIST based on four predictors—DBC ratio,
NKp30 transcription levels, sB7-H6 and sBAG6. Finally, rIFN-
a2a and anti-TRAIL mAb could restore NK cell IFN-g release
in tumor beds presenting with NK functional defects. Thus,
NKp30 isoforms and NKp30 ligands act as valuable biomarkers
predictive of IM efficacy in metastatic GIST. The use of these
predictive biomarkers could help stratify patients destined to
benefit from combinatorial regimen involving oncogene desad-
diction and immunomodulation.

Results

Proportion of NKp30 isoforms predict survival in GIST

patients

We have previously reported that NKp30 isoform profiles pre-
dict the overall survival of metastatic GIST patients.10 These
profiles were originally determined by the unsupervised hierar-
chical clustering of the proportion of the transcriptional level
of each NKp30 isoform. However, variable expression of the
three NKp30 isoforms (as already known for KIR variegated
expression among NK cells) was detected in single NK cells
sorted from blood of healthy donors, with the majority of NK
cells expressing only one or two NKp30 isoforms (not shown).
Therefore, we assessed the relative expression of NKp30 iso-
forms compared with each other. We calculated the relative
expression of the three isoforms (A, B or C) using the “delta”
formula DNKp30x NKp30y D Ct NKp30y - Ct NKp30x. Impor-
tantly, this NKp30 cell profiling determined at time of diagnosis
prior to IM therapy is stable over time in a longitudinal follow
up for a given patient (Fig. S1A). Interestingly, DBC and to a
lesser extent DAC were significantly lower in metastatic GIST
(Table S1) compared with healthy volunteers (HV) while DAB
was in the same range (Fig. 1A). Moreover, the DBC value,
defined according to the median level of the cohort (Table S1),
best predicted the overall survival of metastatic GIST from the
start of IM therapy in both the test cohort (Fig. 1B) and the val-
idation cohort (Fig. 1C). Expectedly, in the whole metastatic
GIST cohort of 126 patients, the DBC and DAC predicted not
only the overall survival (Fig. 1D) but also the event-free sur-
vival (Fig. S1B) of metastatic GIST at the time of IM therapy,
independently of the KIT mutational status (Fig. 1E). Thus,
DBClow and to some extent DAClow NKp30 profiling is associ-
ated with poor prognosis despite IM therapy.

The DBC phenotype is associated with the tumor immune

microenvironment

We next investigated the significance of the DBC phenotype on
the GIST microenvironmental immune tone determined in situ
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Figure 1. NKp30 isoform D ratios predict overall survival in metastatic GIST patients. (A) The NKp30 DAB (left panel), DAC (middle panel) and DBC ratios (right panel) of
healthy volunteers (HV, n D 106) and of metastatic GIST patients (n D 126) are shown, non-parametric Mann–Whitney test. (B)–(D). Overall survival from initial imatinib
mesylate (IM) treatment of GIST patients according to the median value of DAB (left), DAC (middle) and DBC ratios (right), were assessed by univariate analysis using the
Kaplan–Meier method in a test cohort (n D 71, B), validation cohort (n D 55, C) and pooled cohort (n D 126, D). (E) Kaplan–Meier curves of GIST patient overall survival
based on the combination of NKp30 D ratios and the KIT11 mutational status are shown for the pooled cohort (n D 126), Log-rank (Mantel–cox). �p < 0.05, ��p < 0.01,
���

p < 0.001. ns D not significant.
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by measuring cytokine and chemokine release from live tumor
specimen and by multiplex arrays after laser microdissection of
stromal (where NK reside) versus tumor nests. Interestingly,
fresh GIST specimens (Table S2) harvested from DBChigh

patients exhibited significantly higher levels of TNF-a, IFN-g
and IL-12p40 than tumor samples from DBClow patients
(Fig. 2A), demonstrating the role of NKp30A and NKp30B iso-
forms in dictating a Th1 profile in situ. In contrast, a pro-
inflammatory cytokine/chemokine pattern composed of CCL2/
MCP-1, CCL3/MIP-1a (not shown), IL-1b, IL-8 and CCL5 was
preferentially released from DBClow GIST tumors (Fig. 2B). In
addition, higher levels of IL-10 were detected in the tumor fluid
of DBClow patients (Fig. 2A), confirming the implication of

IL-10 with the preferential transcription of the NKp30C iso-
form in situ.10

Using laser micro-dissection of frozen GIST samples to
compare the cytokine pattern of peri-tumoral vs. intra-tumoral
areas, we analyzed GIST bearing a bad prognosis (alive with
disease (AWD) at a median time of 20 months post-surgery)
compared with GIST bearing a favorable prognosis (non-evolu-
tive disease (NED), Table S2). The peri-tumoral area in GIST
samples from NED patients contained higher amounts of
IFN-g, IL-17, GM-CSF and IL-12p40 (Fig. 2C) compared with
samples from AWD patients (that are mostly DBClow). In con-
trast, inflammatory cytokines and chemokines including SCF,
SDF1a and TNF-b (Fig. 2D) (with a trend for G-CSF, M-CSF

Figure 2. The pro-inflammatory milieu, but not Th1 cytokines are associated with DBCLow GIST patients. (A) Cytokine secretion (TNF-a, IFN-g , IL-12p40) was assessed from
frozen tumor samples obtained from DBCHigh (nD 5) and DBCLow (nD 5) GIST patients, compared using unpaired t-test. (B) Chemokine (CCL2/MCP-1 and CCL5) and cyto-
kine (IL-1b, IL-8 and IL-10 (shown in A)) concentrations were measured from tumor samples fluids of DBCHigh (n D 11) and DBCLow (n D 7) GIST patients, normalized per
mg of total protein/mL (as detailed in M&M) and compared using unpaired t-test. (C)–(D) Cytokine and chemokine secretion, namely IFN-g , IL-17, GM-CSF, and IL-12p40
(C) as well as SCF, SDF-1a and TNF-b (D), were assessed from micro-dissected stromal and intra-tumoral frozen GIST samples. GIST patients were stratified according to
their clinical status, NED—non-evolutive disease (n D 10) and AWD—alive with disease (n D 4), at a median time of 1.2 y post-surgery, Mann–Whitney test. �p < 0.05,
��

p < 0.01.
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and CCL27/CTACK (not shown)) were detected in the intra-
tumoral area of AWD and DBClow GIST patients. These data
thereby suggest a contribution of NK cells in dictating the
microenvironmental tone of the peri-tumoral area, where they
reside at diagnosis.11

Relative expression levels of NKp30 isoforms predict

survival in GIST patients

To further analyze the exact contribution of each NKp30 iso-
form in the dismal prognosis associated with the DBClow GIST
phenotype, we assessed the transcriptional levels of NKp30A,
NKp30B and NKp30C isoforms, normalized to b-2 microglo-
bulin, in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of 126
metastatic GIST (Table S1), compared with 106 age- and sex-
matched HV. The relative expression of NKp30A, B, or C gene
products determined at time of diagnosis prior to IM therapy
was found to be stable over time, with or without IM, in a lon-
gitudinal follow up for a given patient (Fig. S1C). GIST patients
presented a deficiency in the expression of all three isoforms
(Fig. S2A). The expression levels of NKp30 isoforms correlated
with each other but did not reflect the percentages of circulat-
ing NK cells ranging from 2–52% of leukocytes (Fig. S3A–B).
We then analyzed which of these isoforms are mostly affected
in the DBClow phenotype of metastatic GIST compared with
HV and localized GIST (Table S1). Contrary to the normal pat-
tern where DBClow can be attributed to high NKp30C tran-
scription levels (Fig. S2B–C), the DBClow phenotype of
metastatic GIST is attributable to a drop in the transcription of
both NKp30A and NKp30B (Fig. S2D). Next, we analyzed the
prognostic value of each individual isoform in the clinical out-
come with IM in two independent cohorts of metastatic IM-
treated GIST patients (Table S1). The mRNA expression levels
of each NKp30 isoform measured at diagnosis (n D 67,
Fig. 3A–B) or at time of sampling (n D 126, Fig. 3C–D and
Fig. S4) impacted both event free survival (Fig. 3A and C) and
overall survival (Fig. 3B, D) if GIST patients were stratified in
two groups, based on the criterion of NKp30 isoform expres-
sion below or above the median level of both cohorts. Hence,
high levels of NKp30A, NKp30B and NKp30C predicted favor-
able survival of metastatic GIST patients from the time of IM
therapy or sampling in both test cohort and validation cohort
(Fig. S4B–C). Overall, the prognostic value of NKp30 isoform
expression levels on the whole cohort was highly significant
and independent of the mutational status of the proto-onco-
gene KIT (Fig. 3E). To assess the specificity of the prognostic
value of NKp30, we analyzed the expression of another NK cell
activating receptor NKp46 on a subgroup of 71 GIST patients.
Although NKp30 and NKp46 expression levels correlated
(Fig. S3B), NKp46 expression failed to influence the overall sur-
vival of metastatic GIST patients (Fig. S3C), while that of
NKp30 remained predictive in this subgroup (shown for
NKp30A, Fig. S3D).

The prognostic value of NKp30A, NKp30B and NKp30C
isoforms was also evaluated in a cohort of locally advanced
GIST patients treated by adjuvant or neoadjuvant IM (n D 60,
Table S1). Here again, the levels of NKp30A, NKp30B and
NKp30C expression were statistically lower in localized GIST
than in HV (Fig. S5A) and predicted progression-free survival

from the time of IM therapy (Fig. S5B). However, in contrast to
metastatic GIST, the NKp30 isoform expression levels were rel-
evant for the prognosis of GIST harboring either a KIT WT or
KIT exon 9 mutation, but not those harboring a mutation in
KIT exon 11 (Fig. S5C).

Thus, high transcription levels of the NKp30 isoforms had a
favorable impact on the survival of localized and metastatic
GIST patients from the start, and in the course, of oncogene
desaddiction.

Combined relative expression levels and proportions of

NKp30 isoforms highlight a subgroup of metastatic GIST

patients with poor prognosis

To analyze the prognostic significance of the quantitative and
the qualitative distributions of NKp30 isoforms, we tested their
coordinated impact on the prognosis in the whole cohort of
metastatic GIST patients (Table S1). The DBC ratios, combined
with low NKp30A (Fig. 4) but not NKp30B or NK30C
(Fig. S6), remained prevailing biomarkers dictating GIST
event-free survival and overall survival, when evaluated at diag-
nosis (n D 67, Fig. 4A, upper and lower panels) or at time of
sampling (n D 126, Fig. 4B, upper and lower panels). In multi-
variate analysis using Cox model, only DBC ratio, and NKp30A
(overall survival), or NKp30C (event-free survival) were
retained as independent prognostic factors for survival from
the date of sampling, while metastatic sites, nature of muta-
tions, gender were not retained (Table 1).

Taken together, the DBC status is the predominant progno-
sis biomarker for metastatic GIST, predicting both event-free
survival and overall survival in response to IM therapy. For the
poor prognostic subgroup harboring a DBClow phenotype, con-
sideration of the relative expression of the NKp30A isoform
has an added value to identify the most IM-resistant diseases.

Serum levels of soluble NKp30 ligands B7-H6 and BAG6 are

biomarkers in metastatic GIST patients

We monitored the serum levels of two NKp30 ligands, sB7-H6
and sBAG6, in metastatic GIST patients at the time of diagnosis
and following IM therapy (Table S1). Soluble B7-H6 was
detected in the serum of GIST patients particularly prior to sur-
gery (Fig. 5A, left panel), with more abundant levels in meta-
static than in localized GIST patients (not shown), while
sBAG6 was not associated with the tumor load (Fig. 5A, right
panel). In addition, sB7-H6 levels, and not sBAG6, decreased
with IM therapy after at least 6 months of administration
(Fig. 5B, left and right panel respectively), suggesting that sB7-
H6 concentrations reflect tumor burden. Of note, sB7-H6 and
sBAG6 did not correlate with the KIT mutational status (not
shown). The circulating levels of sB7-H6 at diagnosis were not
associated with the NKp30 DBC ratio (Fig. 5C, left panel). In
contrast, NK cells from patients with detectable Serum levels of
sBAG6 expressed significantly lower levels of NKp30A,
NKp30B, and to some extent NKp30C isoform mRNA in both
localized (Fig. S7A) and metastatic GIST (Fig. S7B) and exhib-
ited a higher probability to fall into the DBClow GIST subgroup
(Fig. 5C, right panel). In GIST tumor lysates, sBAG6 levels
were even higher than the paired plasma concentrations
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Figure 3. Relative expression levels of NKp30 isoforms predict EFS and OS in metastatic GIST patients. Event-free survival (A & C) and overall survival (B & D) of metastatic
GIST patients according to the median relative expression of NKp30A (left), NKp30B (middle) and NKp30C (right) isoforms, was assessed at the start of imatinib mesylate
(IM) therapy at diagnosis (A–B, n D 67) and at the time of sampling (C–D, n D 126) by univariate analysis using the Kaplan–Meier method. (E) Kaplan–Meier curves of
overall survival based on combination of the relative expression of NKp30 isoforms with the KIT11 mutation status are shown for the pooled cohort (n D 126). �p < 0.05,
��

p < 0.01, ���p < 0.001 by Log-rank (Mantel–cox) test.
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(Fig. S7C), suggesting a gradient from the tumor microenviron-
ment to the lymphoid organs. However, sBAG6 in plasma was
not associated with tumor-derived exosomes.15 Indeed the
ultracentrifugation of plasma samples from GIST patients
allowed the detection of the soluble but not exosomal forms of
BAG6 (Fig. S7D).

More importantly, detectable levels of sB7-H6 assessed at
diagnosis in 50 cases, before IM therapy, predicted short event-
free survival in metastatic GIST patients (Fig. 5D, left panel),
independently of the KIT mutational status (not shown). In
addition, detectable levels of sBAG6, found in 12 out of 29 of
cases at diagnosis failed to predict event-free survival in this
small number of metastatic GIST for whom serum was avail-
able prior to IM therapy (not shown) but predicted dismal
prognosis at any time of sampling during the course of IM
administration (Fig. 5D, right panel). In 29 metastatic GIST
patients for whom sB7-H6 and sBAG6 levels were evaluable, a
minority (4/29) of GIST patients exhibited detectable levels of
both sB7-H6 and sBAG6, while most cases presented with the
exclusive presence of either one of these NKp30 agonists
(Fig. 5E, left panel). Patients presenting no circulating soluble
NKp30 ligands (9/29) were of excellent prognosis with IM ther-
apy (Fig. 5E, right panel). The sB7-H6 was the strongest soluble

parameter to predict event-free survival, but sBAG6 added
prognostic value to this favourable sB7-H6-negative patient
subgroup, representing 47% of patients with dismal prognosis
(Fig. 5E, right panel).

As controls, the levels of two NKp30-independent
markers such as soluble thrombospondin (a marker of Treg
induction 16) and osteopontin (a marker of tumor progres-
sion 17) had no impact on the event-free survival of meta-
static GIST in response to IM (Fig. S8).

Predictive algorithm of all NKp30-related predictors in

metastatic GIST

Importantly, the serum levels of NKp30 ligands did not add any
predictive value to the DBC ratio (Fig. 6A). In the favorable-
prognosis subgroup of sB7-H6 negative individuals, a minority
of 13% of patients presenting with low NKp30A (with a trend
for NKp30B and NKp30C) transcripts exhibited a shorter
event-free survival (Fig. 6B, Fig. S9A, left and right panels). In
contrast, sBAG6 added prognostic value to the high NKp30C
transcription level subgroup (and to a lesser extent to the high
NKp30A and NKp30B transcription subgroups), representing a
subset of 26% of patients with dismal prognosis (Fig. 6C,
Fig. S9B, left and right panels).

GIST TILs respond to ex vivo stimulation with rIFN-a or

anti-TRAIL mAb

We tested the capacity of various immunomodulatory mole-
cules to reinstate local immunity in TILs, including NK cells,
with particular attention to DBClow phenotypes. Seven primary
GIST tumors harvested post-surgery (Table S2) were immuno-
phenotyped by flow cytometry to characterize TILs. The

Figure 4. NKp30 DBC ratio combined with NKp30A isoform relative expression highlight a subgroup of metastatic GIST patients with poor prognosis. Kaplan–Meier
curves of event free survival (upper panels) and overall survival (lower panels) obtained by stratifying the pooled metastatic GIST cohort (n D 126) from the beginning of
imatinib mesylate (IM) treatment (A) or at the time of sampling (B), into four groups according to the median value of NKp30 DBC ratio with the median relative expres-
sion of NKp30A isoform. Of note, Fig. S6 shows segregation based on the median value of NKp30 DBC ratio with the median relative expression of NKp30B and C iso-
forms. ��p < 0.01, ���p < 0.001 by Log-rank (Mantel–cox) test.

Table 1. Multivariate analysis of prognosis factors for survival of metastatic GIST
patients from the date of sampling (Cox model).

Parameter HR (95% CI) p value

Event-free survival
DBC 0.53 (0.32–0.89) 0.012
NKp30C 0.53 (0.31–0.89) 0.015

Overall survival
DBC 0.46 (0.25–0.84) 0.013
NKp30A 0.38 (0.27–0.68) 0.002
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Figure 5. Soluble NKp30 ligands, B7-H6 and BAG6, are biomarkers in metastatic GIST patients. (A)–(C) Levels of sB7-H6 (left panel) and sBAG6 (right panel) measured in
metastatic GIST patient serum as related to tumor resection (A), to IM therapy (B) or to the DBC ratio (C). (D) Event-free survival of metastatic GIST patients from the time
of IM according to the median value of sB7-H6 (n D 50, left panel) and from the time of sampling in the course of IM therapy according to the median value of sBAG6 (n
D 67, right panel) was assessed using the Kaplan–Meier method. (E) Representative frequency of metastatic GIST patient presenting no, either one, or both soluble
NKp30L at diagnosis, prior to IM therapy (n D 29, left panel). Kaplan–Meier curves of event free survival of 29 metastatic GIST patients from the time of IM according to
serum levels of both NKp30 ligands �p< 0.05, ��p< 0.01, ���p< 0.001, ns—not significant by non-parametric Mann–Whitney test in (A)–(C); �p< 0.05, ��p< 0.01 using
the Kaplan–Meier method in (D)–(E).
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frequencies of CD45C cells (ranging from 10 to 65%
(Fig. S10A) comprised various percentages of NK cells (from
1.4% to 11.1% of CD3¡CD56C/CD45C, Fig. S10B) and T cells,
essentially CD4C T cells (Fig. S10C), ranging from 14 to 38% of
CD45C cells (not shown)). Most GIST-derived TILs were
capable of producing IFN-g (four out of seven, Fig. S10D) and
TNF-a (five out of seven, Fig. S10E) at baseline upon short
stimulation with PMA/ionomycin, independently of GIST
tumor invasion and T or NK cell frequencies.

TILs were incubated for 24 h with either rIFN-a, the TLR3
ligand Poly I:C, neutralizing anti-FasL mAb, anti-TRAIL mAb
or anti-IL-10 mAb (or the corresponding isotype controls),
then analyzed for their intracellular concentrations of IFN-g
and TNF-a by flow cytometry. IFN-a2a induced a 2- to 3-fold
increase of IFN-gC NK cells (in five out of six patients,
Fig. S10F). In addition, anti-TRAIL mAb stimulated NK cells
(Fig. S10F), CD4C T cells (Fig. S10G) and, in one patient,
CD8C T cells to produce IFN-g with up to 6-fold increase in
IFN-gC NK cells (Fig. S10H). T cell proliferation was moni-
tored after 5 d of stimulation and showed an increase in
KI67CCD4C and KI67CCD8C T cells following addition of
anti-FasL, anti-TRAIL, and anti-IL-10 mAbs (Fig. S10I–J).
Thus, TILs derived from DBChigh or DBClow GIST patients, can
be activated ex vivo by a number of immune stimulators.

Discussion

Here, we report that the expression of NKp30 isoforms and
soluble NKp30 ligands are strong predictive biomarkers of
response to IM therapy in metastatic GIST. The NKp30 iso-
form ratio (measuring the predominance of the stimulatory

NKp30B isoform over the suppressive NKp30C isoform in
DBChigh patients) and the normal/high level of expression of
NKp30 isoforms (NK cell fitness) were found to predict favor-
able event-free survival and overall survival in metastatic
GIST following IM therapy in two distinct series of patients.
Consistent with these observations, the soluble NKp30 ligands
sB7-H6 and sBAG6, known to dampen NKp30-dependent NK
cell functions,18,19 alone or in coordination, also negatively
predicted GIST patient event-free survival. The DBC ratio and
the serum levels of sB7-H6/sBAG6 appear to play somewhat
overlapping roles in the predictive model of response to IM.
In addition, the relative expression of the rare NKp30A tran-
scripts had an additive value to the DBC ratio or to the soluble
NKp30 ligand prognostic biomarkers, and helped segregate
the cohort into subgroups highlighting those patients most
resistant to IM. The correlation of a DBClow phenotype with a
non-Th1, but pro-inflammatory tumor microenvironment
confirms the role of NKp30 in dictating functional cross-talk
between cells of the tumor microenvironment as previously
shown in GIST 10 and reported by us in high-grade neuroblas-
toma.18 Encouragingly, the capacity of immunostimulatory
molecules, such as IFN-a2a, to reactivate NK cells and T lym-
phocytes from bad prognosis DBClow patients ex vivo, empha-
sizes the potential benefit of future combination therapies
combining immunotherapeutic strategies to oncogene desad-
diction-targeted regimen to promote NK and T cell activity in
GIST DBClow patients, or those patients relapsing after IM
monotherapy.

Since tumor cells downregulate MHC class I molecules and
express several stress-related ligands, NK cells were thought to
be the major players in antitumor immune responses, as shown

Figure 6. Event-free survival in metastatic GIST can be best predicted by the coordinated analysis of several NKp30-related parameters. (A) Event-free survival of meta-
static GIST patients from the time of IM according to the DBClow phenotype and the median values of sB7-H6 (n D 30, left panel) or sBAG6 (n D 27, right panel) was
assessed using the Kaplan–Meier method. (B)–(C) Analysis of predictive interactions between the relative expression levels of NKp30 isoforms and serum levels of NKp30
ligands. Event-free survival of metastatic GIST patients from the time of IM according to the sB7-H6 levels and NKp30A relative expression (B) and the median value of
the levels of NKp30 isoforms C and sBAG6 levels (C), using the Kaplan–Meier method. Of note, Fig. S10 shows EFS of NKp30L levels with the additional NKp30 isoforms.
�

p < 0.05, ��p < 0.01, ns: not significant by Log-rank (Mantel–Cox) test.
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for virally infected cells.20 However, several murine studies
using specific mAbs depleting NK or T cells pointed to a clear
role of NK cells against metastases formation rather than in the
control of primary tumors.21-23 The prognosis value of NK cell
infiltrates in human malignancies has been investigated,
using various NK cell-related markers (CD56, CD57, CD16,
NKp46) in primary solid tumors after surgical resection. In
nearly all the reports, NK cells were underrepresented in the
inflammatory infiltrates,24 except in colorectal carcinoma 25

and in GIST 11 where they mostly resided in the peri-tumoral
areas.11,26,27 NK cell functions were also seen to be repressed in
tumor beds in breast and lung malignancies, due to a downre-
gulation of their natural cytotoxic receptors.26,28,29 Hence, in
most malignancies, NK cell abundance in TILs fails to correlate
with clinical outcome.24,30-32 This is however a tumor-specific
phenomenon, as NK cell receptors (NKp30 or KIR) strongly
influenced the prognosis in RCC,33 GIST,11 neuroblastoma,18

and acute myeloid leukemia,34 over NK cells themselves. The
biology underlying these different observations across tumor
types remains unclear.

In the particular setting of GIST, the natural immune infil-
trates, mainly composed of T cells, Tregs, macrophages and
NK cells,11-13 are polarized by the standard GIST-targeted ther-
apy, IM. Indeed, IM does activate NK cells to produce IFN-g
via activation of DC/NK cross-talk.8,9 Another BRAF tyrosine
kinase inhibitor, vemurafenib, has been recently shown to
directly promote NK cell functions that may contribute to the
clinical response in melanoma patients.35

We show here that the fitness of NK cells in GIST relies
on the DBC ratio (measuring the predominance of the stim-
ulatory NKp30B isoform over the suppressive NKp30C iso-
form) and on the NKp30 mRNA transcriptional levels,
independently of the KIT mutational status. The DBC ratio
represented a strong prognosis biomarker of GIST outcome
in metastatic patients. Our group has also demonstrated
that the DBC ratio dictates the progression-free survival of
high-risk neuroblastoma patients after induction chemother-
apy.18 In addition, the transcriptional level of NKp30 not
only predicted the event-free survival and overall survival of
metastatic GIST, but also the progression-free survival of
localized WT or KIT exon 9 mutated patients. The combi-
nation of both predictors, NKp30 relative isoform ratios
and transcription levels, further identifies a subgroup of
patients with dismal prognosis (i.e., DBClow with low tran-
scription of NKp30 mRNA), who could benefit from a per-
sonalized immunotherapeutic strategy aimed at increasing
NKp30 isoform transcription. Indeed, IL-2 or IL-15 are two
efficient cytokines to upregulate all three NKp30 isoforms
in a stoichiometric manner (SR, unpublished data).

In addition, sB7-H6 predicts the event-free survival of meta-
static GIST patients independently of the KIT mutational sta-
tus. We have previously shown that sB7-H6 levels inversely
correlate with NKp30 surface expression, and with reduced
IFN-g release by NK cells upon recognition of B7-H6C tumor
target cells.18 Thus, sB7-H6 acts in the periphery, at least in
part, by masking the NKp30 receptor and by reducing NKp30-
dependent NK cell functions. In contrast to sB7-H6, sBAG6
levels were specifically associated with the downregulation of
NKp30 isoform mRNA transcription, without causing it. It has

been shown that sBAG6 inhibits NKp30-dependent functions
of NK cells.15,36 The presence of sB7-H6 or sBAG6 in the serum
detected at diagnosis or at sampling was associated with a
reduction in the event-free survival of metastatic GIST patients
on IM therapy in univariate analyses.

To combat this, the use of sB7-H6 and/or sBAG6-blocking
mAbs, or NKp30-blocking mAbs for DBClow patients, could
prevent the NKp30-NKp30 ligand-mediated immunosuppres-
sion of NK cells.37 B7-H6 bispecific T cell engagers or CAR T
cells engineered with antibodies targeting B7-H6 are under
investigation.38 A bispecific antibody recognizing NKp46 and a
cancer antigen could by-pass the need for the versatile NKp30
receptor.

The correlation of a DBClow phenotype with a non-Th1, but
pro-inflammatory tumor microenvironment demonstrates the
role of NKp30 in dictating functional cross-talk between cells of
the tumor microenvironment. More recently, IM was shown to
polarize M1 macrophages into unfavorable M2 macrophages,39 a
scenario that may worsen the tumor microenvironment and con-
tribute to the poor clinical outcome of DBClow GIST patients.

Encouragingly, we also show that GIST-derived TILs,
including those from poor-prognosis DBClow patients, can be
reactivated to produce cytokines and to proliferate upon stimu-
lation with IFN-a2a (as already shown in a pilot study in GIST
patients 40), or with blocking mAbs to TRAIL, This emphasizes
the potential to develop novel IM-immunotherapeutic combi-
nation strategies, which might benefit DBClow patients or
patients that relapse under IM. In addition, as IM fails to
reduce Treg levels in WT GIST, a combined therapy of IM with
metronomic cyclophosphamide, anti-CTLA-4, or anti-IDO
could have therapeutic benefit in this patient subgroup.14

GIST has come of age as another example of a malignancy
entering the arena of immunomodulation, in which personal-
ized immunotherapy can be envisioned based on NKp30 iso-
form profiling and NKp30 ligand recirculation.

Materials and methods

Patients and specimens

Patient characteristics are depicted in Table S1. The analysis of
NKp30 isoform transcripts was performed on 60 localized and
a total of 126 metastatic GIST (n D 71 for the test and n D 55
for the validation cohort), while the soluble NKp30 study was
performed on 92 metastatic GIST patients with available serum
sample. The study on fresh tumors was prospectively per-
formed on 27 GIST patients enrolled for surgery (Table S2).
Patient samples were provided by Gustave Roussy Institute
(Villejuif, France), Leon B�erard center (Lyon, France),
Georges-François Leclerc Center (Dijon, France), University
Hospital Jean Minjoz (Besançon, France), Institute Mutualiste
Montsouris (Paris, France) and European Hospital Georges
Pompidou (Paris, France). The study was approved by the local
ethic committee (2007-A00923-50) and informed written con-
sent was obtained from patients. Clinical responses were
assessed by computed tomography (CT) scan and the responses
were classified according to RECIST.41 One hundred and six
healthy volunteers were used as controls (EFS, Cr�eteil and
Besançon, France).
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Peripheral blood mononuclear cells (PBMC)

PBMC were obtained by Ficoll-Hypaque density gradient (PAA
Laboratories), washed twice in Dulbecco’s phosphate-buffered
saline (PBS, GIBCO Invitrogen), re-suspended in RLT buffer
containing b-2 mercaptoethanol (Quiagen) to preserve the
RNA quality, and stored at ¡80�C. Serum or plasma were
obtained by centrifugation of whole blood or heparinized-blood
respectively (2,000 rpm, 15 min), followed by a second centrifu-
gation (20 min, 5,000 rpm) to remove platelets, and were stored
at ¡80�C.

qRT-PCR

Total cellular RNA was isolated from PBMC and GIST tumor
samples with the RNeasy kit (Qiagen) following the manufac-
turer’s recommendations. First strand cDNA was synthesized
from 1 mg of total RNA using SuperScriptTM III Reverse Tran-
scriptase (Invitrogen) and random primers (Promega) accord-
ing to the manufacturer’s recommendations.

For qRT-PCR, 5 mL of first-strand cDNA was mixed with
12.5 mL of 2X TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems). For NKp30 isoforms A, B, and C and NKp46:
0.75 mL primers (10 mM) and probe (5 mM); and for the b-2-
microglobulin housekeeping gene (b2M): 0.5 mL of primers
(10 mM) and probe (5 mM), were used in a final volume of
25 mL. A StepOnePlus System (Applied Biosystems) was used
for temperature cycling and real time fluorescence measure-
ment. The PCR conditions were as follows: initial incubation at
50�C for 2 min, denaturation at 95�C for 10 min, followed by
45 cycles at 95�C for 15 s, and 60�C for 1 min. PCR primers
and TaqMan probes are listed in Table S3. The relative expres-
sion of the gene of interest was calculated with the 2¡DCt

method 42 normalized to the expression level of b2M, with the
following formula: 2¡DCt

D 2(Ct[gene of interest] - Ct [housekeeping gene])

£ 106. The level of expression of the distinct NKp30 isoforms
compared with each other (delta, D) was determined using
the following formula DNKp30x NKp30y D CtNKp30y -
CtNKp30x, with Ct D Cycle threshold. The median of each
NKp30 isoform pair delta (D) was used for the survival curve
analysis.

sB7-H6 and sBAG6 serum detection by ELISA

Soluble B7-H6 and BAG6 were assessed from the sera and
plasma of GIST patients by an ELISA method. For this, B7-H6
(17B1.3) or BAG6 (3E4) mAb were coated at 5 or 1.5 mg/mL in
0.1 M NaHCO3 solution or PBS respectively overnight at 4�C
in 96-well Nunc-ImmunoTM plates (Thermo Scientific). Block-
ing solution (PBS supplemented with 3% or 1% BSA) was then
added for 1 h at room temperature or overnight at 4�C. After
four washes with PBS plus 0.05% Tween 20, serial dilutions of
sB7-H6, sBAG6, or serum samples were incubated for 2 h at
room temperature. Then biotinylated B7-H6 (9G9.2, home-
made, 1 mg/mL in PBS supplemented with 1% BSA) or poly-
clonal chicken anti-BAG6 (13pp2, 7.5 mg/mL in PBS, raised
against recombinant BAG6 N-terminus) were added to each
well for 1 h at room temperature. Streptavidin-conjugated HRP
(Sigma Aldrich) or goat anti-chicken-POD was then added for

1 h at room temperature. For sB7-H6 detection, BD Optia
TMB substrate (BD Biosciences) was incubated during 15–
30 min at room temperature. For sBAG6, tetramethylbenzidine
substrate (ThermoScientific; CatNo. #34029) was used and
incubated for 20 min at 37�C. The reaction was stopped with
1 M HCl or 0.5 M H2SO4 and the optical density (OD) was
measured at 450 nm with an Apollo LB 911 instrument (Bert-
hold) or with a SpectraMax M4 (Molecular Devices).

GIST micro-dissection and chemokine studies

Chemokine and cytokine detection in frozen GIST patient tis-
sue was performed from dissected tissue sections. Tissues were
sectioned and dissected using a vacutome (Microm HM550
modified Leica AS LMD system). Hematoxilin staining was
used to identify regions of interest. Small pieces of frozen tissue
were transferred into 250 mL cold lysis buffer, vortexed, frozen
at –80�C (10 min), and thawed on ice. After incubation in a
cold ultrasonic bath (10 min), samples were frozen again at
¡80�C, thawed on ice and centrifuged (13,000 rpm, 20 min,
4�C). The protein concentration of the supernatant was deter-
mined and adjusted to 1,000 mg/mL using human serum dilu-
ent (BioRad). Cytokine and chemokine concentrations in tissue
lysates were quantified by multiplex protein arrays, according
to manufacturer’s instructions (BioRad).

Statistical analyses

Data were analyzed with Prism 5 software (GraphPad San
Diego, CA, USA) and the IBM SPSS 19 software (IBM,
Bois-Colombe, France). The unpaired t-test and the non-
parametric Mann–Whitney test were used for comparison
of the different groups, as indicated in the Figure Legends.
Correlations were analyzed by Spearman test, and survival
curves were plotted according to the Kaplan–Meier method
and compared by log-rank (Mantel–Cox) regression (uni-
variate analysis) or by Firth’s penalized-likelihood Cox
regression (multivariate analysis). A p value of < 0.05 was
considered statistically significant.
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Article 2: TNFR2/BIRC3-TRAF1 signaling 

pathway as a novel NK cell immune checkpoint 

in cancer 

Dans cet article, nous avons étudié les mécanismes inhibiteurs des cellules NK par le 

microenvironnement tumoral. Notre équipe a démontré préalablement le rôle du récepteur 

NKp30 et de ses isoformes dans les GIST. Nous avons donc réalisé un microarray à partir des 

cellules NK CD56bright du sang et de la tumeur de 12 patients GIST, révélant 21 gènes 

surexprimés dans les cellules NK intratumorales des patients de mauvais pronostic clinique 

et/ou eǆpƌiŵaŶt pƌĠfĠƌeŶtielleŵeŶt l’isofoƌŵe iŵŵuŶosuppƌessive NKpϯϬC. Après analyse 

par RT-qPCR, 6 de ces gènes ont été confirmés comme surexprimés dans les cellules NK 

intratumorales. Parmi ces 6 gènes, 2 étaient surexprimés dans les tumeurs de patients de 

profil NKp30C : TRAF1 et BIRC3. 

Ces gènes codent des protéines de la voie de signalisation de différents récepteurs de 

la famille des TNFRSF. Nous avons pu reproduire cette induction de TRAF1 et BIRC3 in vitro 

daŶs des Đellules NK issues de voloŶtaiƌes saiŶs ;VSͿ paƌ stiŵulatioŶ aveĐ du TNFα.  De plus 

l’aĐtivatioŶ des Đellules NK de VS par stimulation du NKp30 ou du CD16 induisait également 

uŶe suƌeǆpƌessioŶ de Đes gğŶes. Nous avoŶs dĠŵoŶtƌĠ la spĠĐifiĐitĠ de Đette voie d’aĐtivatioŶ 

eŶ ďloƋuaŶt le ƌĠĐepteuƌ TNFRϮ à l’aide d’uŶ aŶtiĐoƌps ďloƋuaŶt, iŶduisaŶt aloƌs uŶe 

diminutioŶ de la suƌeǆpƌessioŶ iŶduite paƌ le TNFα, le NKpϯϬ ou le CDϭ6. Ces ƌĠsultats oŶt 

également été reproduits en utilisant des cellules NK issues du sang de patients atteints de 

mélanomes métastatiques (MM). 

De manière intéressante, nous avons également observé que la surexpression des 

gğŶes TRAFϭ et BIRCϯ apƌğs stiŵulatioŶ des Đellules NK paƌ le TNFα ;aiŶsi Ƌue paƌ l’aĐtivatioŶ 

de NKpϯϬ ou CDϭ6Ϳ eŶtƌaiŶait uŶe diŵiŶutioŶ de l’eǆpƌessioŶ du gğŶe ĐodaŶt le ƌĠĐepteuƌ 

activateur NCR1 (également appelé NKp46) chez les VS et MM via le TNFR2. Cette diminution 

de l’eǆpƌessioŶ gĠŶiƋue se ƌetƌouvait aussi daŶs l’eǆpƌessioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe de la pƌotĠiŶe. De 

plus, seule l’eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteuƌ NCRϭ Ġtait diŵiŶuĠe, l’eǆpƌessioŶ d’autƌes ƌĠĐepteuƌs 
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activateurs comme le NKG2D restait inchangée. Ces résultats ont également été confirmés 

dans des cellules NK intratumorales issues de patients GIST. 

Nous avoŶs aloƌs ĠtudiĠ l’iŵpaĐt des isofoƌŵes de NKpϯϬ daŶs la ŵodulatioŶ des gğŶes 

TRAFϭ, BIRCϯ et NCRϭ. Coŵŵe Ŷous l’avioŶs dĠjà rapporté dans des études précédentes, les 

Đellules NK de pƌofil NKpϯϬC pƌoduisaieŶt ŵoiŶs de ĐǇtokiŶes Thϭ ;IFNγ, TNFαͿ Ƌue Đelles de 

pƌofil NKpϯϬAB. CepeŶdaŶt Ŷous avoŶs oďseƌvĠ l’iŶveƌse loƌsƋue les Đellules NK ĠtaieŶt 

stiŵulĠes aveĐ du TNFα. EŶ ƌevaŶĐhe, les isofoƌŵes de NKpϯϬ Ŷ’oŶt pas ŵodulĠ l’eǆpƌessioŶ 

des gènes TRAF1, BIRC3, NCR1, leur expression étant identique quel que soit le profil NKp30. 

NĠaŶŵoiŶs, Ŷous avoŶs pu dĠŵoŶtƌeƌ uŶe ĐoƌƌĠlatioŶ ŶĠgative eŶtƌe le tauǆ d’eǆpƌessioŶ de 

BIRC3 et celui de NCR1 spécifiquement chez les cellules NK de profil NKp30C. 

FiŶaleŵeŶt, Ŷous avoŶs testĠ l’effet du TNFα suƌ des Đellules NK splĠŶiƋues ŵuƌiŶes 

;le ƌĠĐepteuƌ NKpϯϬ Ŷ’ĠtaŶt pas eǆpƌiŵĠ Đhez la souƌisͿ et avoŶs pu oďseƌveƌ les ŵġŵes effets 

Ƌue Đhez l’Hoŵŵe avec une surexpression de TRAF1 et BIRC3 et une diminution de 

l’eǆpƌessioŶ de NCRϭ. Ces ƌĠsultats Ŷous oŶt poussĠs à Ġtudieƌ le ƌôle de Đette voie daŶs des 

modèles de tumeurs murines in vivo. Ainsi, nous avons greffé en sous-cutané des souris 

C57BL/6 avec la ligné RMA-S, une lignée tumorale déficiente en CMH I. Contrairement à nos 

pƌĠdiĐtioŶs, l’iŶjeĐtioŶ jouƌŶaliğƌe de TNFα ou la ŶeutƌalisatioŶ du TNFRϮ paƌ iŶjeĐtioŶ ϯ fois 

paƌ seŵaiŶe d’uŶ aŶtiĐoƌps ďloƋuaŶt aŶti-TNFRϮ ŵuƌiŶs Ŷ’oŶt pas ŵodifiĠ la Đƌoissance de 

Đette tuŵeuƌ Ŷ’eǆpƌiŵaŶt pas de ligaŶds de NCRϭ. Au ĐoŶtƌaiƌe, l’iŶhiďitioŶ du TNFα paƌ 

iŶjeĐtioŶ d’EtaŶeƌĐept ϯ fois paƌ seŵaiŶe, uŶe pƌotĠiŶe de fusioŶ TNFRϮ-Fc, a induit une 

diminution du nombre de métastases pulmonaires de la lignée tumorale B16F10, décrite 

Đoŵŵe ƌeĐoŶŶue paƌ le ƌĠĐepteuƌ NCRϭ. IŶveƌseŵeŶt, l’iŶjeĐtioŶ jouƌŶaliğƌe de TNFα aĐĐĠlğƌe 

la dissémination métastatique de cette même lignée tumorale dans les souris C57BL/6. 

Notƌe Ġtude iŶdiƋue doŶĐ Ƌue le TNFα joue uŶ ƌôle iŵŵuŶosuppƌessif pour les cellules 

NK, iŶduisaŶt uŶe diŵiŶutioŶ de l’eǆpƌessioŶ gĠŶiƋue et ŵeŵďƌaŶaiƌe du ƌĠĐepteuƌ aĐtivateuƌ 

NCRϭ via la voie TNFRϮ/TRAFϭ/BIRCϯ. Le ďloĐage du TNFα daŶs le ŵiĐƌoeŶviƌoŶŶeŵeŶt est 

donc une cible thérapeutique potentielle pour restaurer les fonctions des cellules NK. 
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Abstract 

            Natural Killer (NK) cells control metastatic dissemination of murine tumors and are an 

important prognostic factor in several human malignancies. However, tumor cells hijack many of 

the NK cell functional features compromising their tumoricidal activity. Here, we show a 

deleterious role of the TNFα/TNFR2/BIRC3/TRAF1 signaling cascade in NK cells from the tumor 

microenvironment (TME). TNFα induces BIRC3/cIAP2 transcripts and reduces NKp46/NCR1 

transcription and surface expression on NK cells, promoting metastases dissemination in mice and 

poor prognosis in GIST patients. NKp30 engagement, by promoting the release of TNFα, also 

contributes to BIRC3 upregulation, and more so in patients expressing predominantly NKp30C 

isoforms. These findings reveal that in the absence of IL-12 or a Th1-geared TME, TNFα can be 

considered as a negative regulatory cytokine for innate effectors. 

 

Introduction 

 

    The interactions between the immune system and cancer cells are governed by a complex 

network of biological pathways, resulting in an overriding tolerance. Tolerance is maintained by 

multiple mechanisms, including regulatory immune cells, immunosuppressive cytokines and 

chemokines, and “immune checkpoint” receptors that down-modulate antitumor immune 

functions. The CTLA-4/B7.2 and PD-1/PD-L1 receptor/ligand pairs are dominant immune 

checkpoint axis operative in the tumor microenvironment (TME), co-opted by cancers to evade 

immune attack1. Monoclonal antibodies (mAbs) blocking these pathways have emerged as 

powerful weapons in the oncologic armamentarium to harness T cell effectors and/or decrease 

regulatory T cell functions2–4. However, sequenced therapy targeting first NK cells and then T cells 

might be considered, given that tumor cell attack and IFNȖ release by NK cells foster the TME 

conducive/contributing to the development of antigen-specific T cell- based immune responses5,6.  

Despite the discovery of the ‘natural killing’ capacity of NK cells 40 years ago, NK cell 

function has not yet been successfully exploited in the clinic. NK cells are a heterogeneous 

population comprising cytotoxic, immunoregulatory, memory and unlicensed-licensed subsets. 
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Substantial interspecies differences, relative lack of proliferative capacity in vivo, evidence that 

early cross-talk with myeloid suppressor cells facilitates the metastatic niche, limited homing 

capacities to tumor beds and dysfunction at tumor sites represent crucial hindrances for their 

clinical implementation7.  

          The balance between activating and inhibitory receptors on NK cells determines the 

activation status of NK cells. Abolishing the inhibitory signals of NK cells by means of blocking 

monoclonal antibodies (mAbs) supposedly restore full-blown NK cell activity. Hence, blocking 

mAbs directed against CTLA-4, PD-1, PDL-1, Tim3 and KIR not only unleash T cell functions but 

also NK cell activity to various degrees8–13. 

          More importantly, apart from the killer inhibitory receptors and the CD94/NKG2A pathway 

which are currently targeted in clinical trials14, only a few other NK cell specific (or non-specific) 

immune checkpoints have been described, mostly in the context of mouse tumor 

immunosurveillance (such as CD9615, TIGIT16, and the Cbl-b17, CDK818, GSK319, CIS20,21 

signaling cascades). In addition, these immune checkpoints do not alone explain all dysfunctional 

capacities of NK tumor infiltrating lymphocytes (TILs), suggesting that additional inhibitory 

molecules may be in play in dampening NK cell functions.  

           Therefore, there is a need for a deeper understanding of the most relevant immune 

checkpoints operating in human solid malignancies. The TME offers several complementary 

mechanisms accounting for NK cell dysfunctions (among which TGFβ, adenosine, IL-10 and 

metalloproteinases shedding ligands for activating receptors7). We and others have reported in 

frequent and paradigmatic adult and pediatric malignancies (lung cancers, melanoma, 

neuroblastoma and gastrointestinal sarcomas) that NK cell functional deficiencies dictate poor 

prognosis22–29.  

           Our group unraveled the important role of the activating receptor NKp30 and more 

importantly, NKp30 isoforms in the regulation of NK cell functions, in B7-H6 (NKp30 ligand) 

expressing neuroblastoma24,30 and GIST25–28,31. We described the immunosuppressive 

NCR3/NKp30C isoform expressed by less than 50% individuals, unleashing IL-10 production by 

NK cells (in contact with dendritic cells) and defects in TNFα release27, whilst other patients 

present a dominant NKp30AB phenotype associated with Th1 and lytic functions. GIST patients 
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with dominant NKp30C transcription were endowed with poor prognosis27. We took advantage of 

the GIST model system in which both NK cells and NKp30 isoforms display a pathophysiological 

relevance in patients to scrutinize which inhibitory pathways could be associated with TIL NK cell 

dysfunctions. Surprisingly, we unraveled a deleterious role of the TNFα/TNFR2/BIRC3/TRAF1 

signaling pathway, inducing the downregulation of Ncr1 gene transcription and NKp46 surface 

expression correlating with NKp30C patient’ profiling. These findings could be validated across 

species since TNFα also induced a marked increase and reduction of Birc3 and Ncr1 genes 

transcription respectively and tended to facilitate metastases dissemination in the B16F10 mouse 

melanoma model.  

 

Results 

 

Regulation of Birc3/cIAP2 and Traf1 gene transcripts in NK TILs in GIST patients 

 

We performed flow cytometry based-cell sorting of the CD3-CD56bright NK cell subset in 

peripheral blood as well as paired GIST tumors at diagnosis of 12 patients, for whom the NKp30 

isoform profiling (AB versus C26) and clinical prognosis (time to progression after imatinib 

mesylate) were characterized and monitored (Suppl. Table 1). The transcriptional landscape of 

these NK cell subsets was analyzed by Agilent-based DNA microarrays and statistical analyses 

were performed, attempting to select gene products mostly overexpressed in tumor beds (rather 

than blood), in cases of poor (rather than favorable) prognosis as well as in NKp30C (rather than 

AB) isoform profiles (Fig. 1A-B, Suppl. Fig. 1). Twenty one gene candidates were statistically 

significant but after specific probe-based qPCR analyses, only 6 gene products overexpressed in 

tumors and in poor prognosis patients (early relapse and NKp30C profiling) were retained in this 

model (Fig. 1C). Among these candidates, baculoviral IAP repeat containing 3 (BIRC3, also called 

cIAP2) and tumor necrosis factor receptor (TNFR)-associated factor 1 (TRAF1) were the strongest 

hallmarks of NK TILs associated with NKp30C unfavorable profile (Fig. 1D). Of note, these two 

parameters were positively correlated (Fig. 1E). Traf1 was also under expressed in GIST presenting 
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with a mutation in the exon 11 of c-kit (known to be of better prognosis) (Suppl. Fig. 1).  

Altogether, these microarray analyses point to a potential regulatory role of the 

cIAP2/BIRC3 - TRAF1 signaling pathway in NK GIST TILs. 

 

Regulation of Birc3/Traf1 gene expression in NK cells 

TRAF1/2 and cIAP1/2 are members of the TNF receptor associated factor (TRAF) and the 

inhibitor of apoptosis (IAP) families, respectively. They are critical for both the TNFα-induced 

canonical and the non-canonical NF-κB signaling pathways32,33. We investigated which of the 

TNFR family members could lead to the coordinated transcription of both Birc3/cIAP2 and Traf1 

gene products in human circulating NK cells of healthy volunteers (HV) (Fig. 2A-B, Suppl. Fig. 

2A), in NK cell lines (Suppl. Fig. 2B) and in NK cells from melanoma patients (MM) (Fig. 2C). 

We found that TNFα (but not engagement of CD137/4-1BB or CD95/Fas, other receptors of the 

TNF receptors superfamily expressed by the NK cells) selectively induced an increased 

transcription of Birc3/cIAP2 and Traf1 gene products, in all conditions (except in NKL, Suppl. Fig. 

2B). Moreover, triggering of NKp30 or CD16 NK cell activating receptors increased the levels of 

mRNA encoding BIRC3 and TRAF1 in NK from HV and MM (Fig. 2A-C). Given that engagement 

of NK cell activating receptors releases TNFα, it is not surprising to observe that blockade of 

binding and signaling through TNFR2 using neutralizing antibodies anti-TNFR2 tend to reduce the 

NKp30-mediated upregulation of Birc3 and Traf1 transcripts (Fig. 2B). Of note, both NK cells 

subsets differing for CD56 expression levels (CD56dim vs CD56bright) responded equally to TNFα 

stimulation via upregulation of Birc3 and Traf1 mRNA (Suppl. Fig. 2C). Finally, both Birc3 and 

Traf1 gene products induced by TNF (Fig. 2D) or NKp30 cross-linking (Fig. 2E) were highly 

correlated in circulating NK cells from HV and MM patients. 

 

TNFα induced downregulation of NCR1/NKp46 in NK cells 

 

Interestingly, stimulation of human NK cells with TNFα or engagement of NK cell 
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activating receptors (such as NKp30 or CD16) not only upregulated the transcription of Birc3 and 

Traf1 gene products but concomitantly downregulated the activating receptor NKp46 in HV (Fig. 

3A) and MM (Fig. 3B) in a TNFα/TNFR2-dependent manner (Suppl. Fig. 3A-B). This was 

observed regardless of CD56 expression (Suppl. Fig. 3C) and with NK92 cell line (Suppl. Fig. 3D). 

In contrast to TNFα, TGFβ failed to downregulate the levels of mRNA encoding NCR1/NKp46 

(Fig. 3C, right panel) and did not boost the TNFα-mediated effects. We failed to observe any TNFα-

dependent NK cell death or anti-proliferative effects (Suppl. Fig. 4), or inhibition of IFNȖ secretion 

(Fig. 4B). Moreover, at the protein level, TNFα tended to induce a slight but significant decrease 

in surface expression of NKp46, on the whole NK cell population (Fig. 3E, upper panel) and on 

CD56dim but more markedly on CD56bright NK cells (Fig. 3D, Suppl. Fig. 3E), as also observed with 

TGFβ on CD56dim NK cells (p=0.03; Suppl. Fig. 3E). Also, overlay of one representative HV shows 

that TNFα-induced down regulation of NCR1 is dose dependent (Fig. 3E, lower panel). Of note, 

TNFα failed to regulate other important activating receptors (such as NKG2D, Suppl. Fig. 2D) or 

immune checkpoints (such as PD-1, not shown). 

We next investigated the impact of the NKp30 isoform profiling in the TNFα-dependent 

regulation of BIRC3/TRAF1 and NCR1/NKp46 in circulating NK cells from HV. While NKp30-

dependent stimulation of NK cells from NKp30C individuals led to lower Th1 cytokine secretion 

compared with NKp30AB profiles (Fig. 4A) as already reported27, we obtained the opposite result 

using TNFα stimulation of NK cells (Fig. 4B). Next, we observed that both NKp30 isoform profiles 

did respond to TNFα stimulation for Birc3/Traf1 genes upregulation as well as Ncr1 gene 

downregulation (Fig. 4C). Of note, there was a strong inverse correlation between BIRC3 and 

NCR1/NKp46 encoding transcripts (p=0.00012; not shown), but this is attributable to individuals 

harboring a NKp30C isoform profile (Fig. 4D).  

Subsequently, we studied the effects of TNFα on tumor infiltrating lymphocytes (TILs) 

from GIST patients. In three independent cases, this cytokine could also induce Traf1 transcripts 

but less consistently Birc3 counterparts (Fig. 5A). NKp30 engagement of those TIL NK cells 

appeared to mimic the effects of TNFα in the one available GIST case (Fig. 5B). In parallel, we 

observed a downregulation of Ncr1 gene transcription (Fig. 5C) and protein expression on these 

TIL NK cells (Fig. 5D). 
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The TNFα/TNFR2 pathway promotes aggressiveness of NK cell-dependent tumors 

 

We investigated the capacity of TNFα to regulate the expression of Birc3 and Traf1 genes 

in murine splenic NK cells. Here again, as in human cells, the exposure of mouse NK cells to TNFα 

enhanced the levels of both transcripts and decreased that of Ncr1 (Fig. 6A). To address the 

relevance of these findings, we treated RMA-S, a TAP2-deficient β2 microglobulin negative 

lymphoma under the control of NK cells34, with TNFα or a neutralizing anti-mouse TNFR2 Ab. 

None of these manoeuvers could interfere with the growth of this s.c. lymphoma which fails to 

express NCR1 ligands (Suppl. Fig. 5). In sharp contrast, Etanercept, a TNFR2-Fc fusion protein 

(but not Anakinra, blocking IL-1R1, not shown) reduced the number of metastases from B16F10 

melanoma known to be controlled through NCR1/NKp46 receptors in C57BL/6 mice (Fig. 6B-

C)35. Conversely, while administrations of the cytokine TNFα twice a week did not have any 

prometastatic effects (not shown), daily doses of recombinant TNFα accelerated metastases 

dissemination (Fig. 6B-C).  

These findings suggest that TNFα may act as a protumorigenic cytokine in NCR1-

dependent tumor models. 

 

Discussion 

 

The bottom-up strategy consisting of transcriptomic analyses of TIL NK cells from poor 

prognosis patients (relative to good prognosis counterparts), and selecting for gene products 

overexpressed in TIL compared with paired blood specimen revealed two molecular components 

belonging to the TNFR signaling pathway, i.e. BIRC3/cIAP2 and TRAF1. This finding culminated 

in the demonstration that TNFα is the main regulator of the expression of both molecules, and leads 

in turn in the downregulation of the main NK cell activating receptor NCR1/NKp46 expected to 

keep in check tumor progression. 
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Tumor necrosis factor (TNF) receptor-associated factor (TRAF) 1 was originally identified 

based on its ability to interact with the cytosolic domain of TNF receptor type 2 (TNFR2)36. TRAF1 

in fact associates with multiple TNFR family members and can also bind several protein kinases 

and adaptor proteins suggesting that TRAF1 likely possesses multiple functions in cytokine 

signaling networks. TRAF1 is unique among TRAF proteins for two reasons. First, it lacks a RING 

finger domain present in TRAF2-6 that has been shown to be required for TRAF2- and TRAF6-

mediated activities. Second, TRAF1 has the most restricted expression among TRAFs, and is found 

almost exclusively in activated lymphocytes, dendritic cells, and certain epithelia.  

The biology of TRAF1 is complex, TRAF1 exhibiting multifaceted functions37. Notably, 

TRAF1 associates with TRAF2 to interact with TNFR2, the TRAF1-TRAF2 heterodimers 

inactivating TNFR2 activities. TRAF1 expression is induced after NF-κB activation, and therefore 

could participate in the negative feedback loop to suppress TNFR2-induced NF-κB activity. Recent 

evidence obtained from TRAF1-/- mice show that TRAF1-deficient T cells are hyper-responsive to 

TNFα, exhibiting increased T cell receptor (TCR)-dependent T cell proliferation in vitro. Also, 

these TRAF1-/- mice had increased sensitivity to TNFα-induced skin necrosis in vivo. This initial 

report supported a role for TRAF1 as a negative regulator of signaling by certain TNF-family 

receptors.  

Additional complexity in TRAF1 biology came from compelling evidence of its pro-and 

anti-apoptotic functions. The caspase inhibitors cIAP2/BIRC3 and FLIP (which are NF-κB 

dependent) also bind to TRAF1 and TRAF2, and can be recruited to the TNFR1 receptors through 

interaction with FADD, FADD/TRADD complexes leading to caspase 8-dependent apoptosis. 

Hence, TRAF1 can be converted into a pro-apoptotic protein after cleavage of caspase 8, after cell 

stimulation with FasL or TNFα38,39. However, results obtained in TRAF1 transgenic mice showed 

that TRAF1 suppress TCR (or Fas and TNFR1)-mediated apoptosis40.  The balance between pro-

apoptotic (FADD/casp8) and anti-apoptotic (TRAF1/TRAF2/cIAP1/cIAP2) complexes that are 

recruited to TNFR1 induce either gene expression or apoptosis. This flip-flop phenotype of TRAF1 

might depend upon i) which protein TRAF1 binds to, ii) status of TRAF1 (cleaved or not by casp-
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8), iii) member of TNF-family receptors that TRAF1 interact with at a given time point, knowing 

that some are stimulatory41 and some are inhibitory42,43.  

Here we show that TNFR2/TRAF1/c-IAP2 signaling is associated with an NK cell 

suppressive phenotype. It is not related to the pro-or anti-apoptotic effects of TRAF1 but may be 

related to its interference on cytokine signaling. Several mechanisms pertaining to the intrinsic role 

of TNFα or to NF-κB activation could be in play. 

NK cell activation, notably through NKp30 engagement or exposure to TNFα, leads to rapid 

activation of the canonical pathway explaining the congenital NK cell immunodeficiency related 

to mutations of the NF-κB essential modulator (NEMO) gene44. However, NF-κB nuclear 

translocation in NK cells is not always associated with Th1-like NK cell activating pathways. 

Indeed, IL-33 produced by decidual stromal cells, by transducing a ST2-specific triggering of 

decidual NK cells induced a Th2-like polarization (IL-4, IL-13, IL-10) associated with a loss of 

perforin/GrzA and imbalanced expression of activating (NCR)/inhibitory (KIR) NK receptors, all 

culminating in an immunosuppressive cross-talk45. This is reminiscent of the differential signaling 

pathways involved in NF-κB nuclear translocation contrasting NKp30C versus NKp30AB NK cell 

profiles, which might explain stronger association of cIAP2/BIRC3 with NKp30C phenotypes.  It 

appears indeed from our data that TNFα-exposed NK cells from NKp30C individuals produce more 

IFNȖ (and perhaps more TNFα) in a positive feedback loop than those from NKp30AB individuals, 

leading to chronic TNFα production (instead of a ‘desirable’ short term apoptosis), maintaining the 

immunosuppressive NK cells.  

The prevailing conundrum is that TNFα augments cytokine-induced NK cell IFNȖ 

production through TNFR246 which is supported by the decreased activation of NK cells observed 

in patients exposed to anti-TNF Abs47. This TNFα-induced NK cell activation can culminate in 

apoptotic NK cell death as reported in pioneering reports exposing NK cells to IL-2/IL-1248.  

However, in the setting of chronic inflammation such as Crohn disease49, or HCV –induced liver 

fibrosis, a high TNFα production by activated NK cells or innate lymphoid cells contrasted with 

low IFNȖ release and was associated with tissue destruction. Hence,  TNFα production by NKp44+ 

liver NK cells in HCV induced-hepatitis markedly correlated with fibrosis activity and viral load50. 

This NKp44/NKp44L-mediated, TNFα-dependent profibrotic phenotype contrasted with the 
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NKG2D-mediated, IFNȖ/TRAIL-dependent antifibrotic activity of NKp46high NK cells described 

during chronic HCV infection51,52. So, it is conceivable that NK cell TNFα production may 

participate in chronic inflammation during oncogenetic processes, such as those described in GIST. 

Moreover, recent findings from Smyth’s group indicated that TGFβ favors the 

dedifferentiation of conventional effector NK cells into TNFα producing ILC-1 which display an 

immature phenotype associated with a poor tumoricidal activity (Gao Y, Smyth MJ, Nat Immunol, 

in press). 

Lastly, the reduced surface expression of NKp46 expression resulting from direct or indirect 

exposure to TNFα could also mitigate NK cell effector functions. The NKp46 receptor was 

demonstrated to be essential for the in vitro functionality of NK cells53 and, consequently, was 

suggested to be crucial to the in vivo immunity conferred by NK cells against tumors and 

viruses35,54. The level of NKp46 expressed on the NK cell surface is associated with the magnitude 

of the response elicited upon ligation53. Most of the receptor downregulation has been associated 

with the NKp46 engagement by NKp46 ligands expressed on tumor cells or virus- infected 

targets35,55. Additionally, decreased NKp46 expression independent of NKp46 engagement have 

been described in the setting of HIV infection and CD16 triggering in a process involving 

metalloproteinase activation56, also culminating into impaired NK cell functions. 

While high dosing of local TNFα can promote necrosis, chronic exposure to low dosing 

could blunt the innate arm of anticancer immune responses and favor fibrosis. While anti-TNFα 

antibodies were associated with occurrence of cancers (melanoma or lymphoma57),  the results of 

meta-analyses were never clear, maybe in relation with the complexity of the TNFR2/TRAF1 

signaling pathways. We can postulate that genomic differences in this pathway may also explain 

the variegated functional outcome observed post-TNFα stimulation or TNFR2 blockade. Recent 

genome-wide association studies disclosed that several single nucleotide polymorphisms (SNPs), 

including tumor necrosis factor (TNF) alpha -308G/A polymorphism58 and TNF receptor-

associated factor 1 (TRAF1) (+16860A/G), are associated with the pathophysiology of rheumatoid 

arthritis (RA) or non-hodgkin lymphoma59–61. Recently, Abdul-Sater et al. unveiled an unexpected 

role for TRAF1 in negatively regulating Toll-like receptor signaling, providing a mechanistic 

explanation for the increased inflammation seen with a disease-associated TRAF1 SNP. The 
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TRAF1 MATH domain binds directly to three components of the linear ubiquitination (LUBAC) 

complex, SHARPIN, HOIP and HOIL-1, to interfere with the recruitment and linear ubiquitination 

of NEMO in monocytes. This results in decreased NF-κB activation and cytokine production, 

independently of TNFα62. Hence, Traf1−/− mice show increased susceptibility to LPS-induced 

septic shock. The decreased TRAF1 protein in subjects with the RA-associated SNP (GG) in the 

5′ intron is explained by decreased pre-mRNA levels of the G allele compared to the A allele. 

Monocytes and T cells from healthy human subjects harboring an RA-associated SNP in TRAF1 

express less TRAF1 pre-mRNA and protein following activation. Regardless of this effect on 

monocytes which was TLR4-dependent but TNFα-independent, TRAF1 genotyping was assessed 

as a potential genetic predictor of the response to anti-TNF Abs in Japanese RA patients. TRAF1 

(+16860A/G) SNP and more specifically the risk allele GG of rs3761847  (found in 25% of 

Caucasians) appeared to be a good predictor of resistance to TNFα blockers in RA patients63. 

In conclusion, this manuscript highlights for the first time the immunosuppressive functions 

of TNFα-mediated signaling in NK cells in tumor beds, maintained as an autocrine loop in NKp30C 

profiled individuals, culminating in chronic TNFα release, NKp46 downmodulation and perhaps, 

dedifferentiation in ILC1 cells.  This work also highlights the potential relevance of TRAF1 

proteins, not only in T cell and monocyte biology but also in NK cell functions. The genetic patterns 

of TRAF1 deserve to be studied prospectively to better evaluate the potential of TNFα blockade in 

restoring cancer immunosurveillance. 

 

Material and Methods 

 

Patients and specimens. GIST samples were provided by Gustave Roussy Cancer Campus 

(Villejuif, France), European Hospital Georges Pompidou (Paris, France) and Hospital Jean Minjoz 

(Besançon, France). Patients’ characteristics are depicted in Suppl. Table 1. The study was 

approved by the local ethical committee (2007-A00923-50) and informed written consent was 

obtained from patients. Blood samples of melanoma patients were collected during the MAGE3-

protein vaccination trial. The details about patient characteristics, protocol description, and survival 
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have been previously reported by Kruit and colleagues64. PBMCs of healthy volunteer (HV) were 

obtained from buffy coat provided by the Etablissement Français du Sang (EFS, Créteil, France). 

 

NK cell lines. Human NK leukaemia cell line NKL was a gift of Pr I. Cremer (Centre de Recherche 

des Cordeliers, Paris, France). NK92 cell line was obtained from ATCC. YTS was kindly provided 

by Dr A. Caignard (Institut Universitaire d'Hématologie, Paris, France) and MEC04 was a gift from 

Dr P. Coppo (Hôpital Saint-Antoine, Paris, France). 

 

Tumor infiltrated lymphocyte (TIL) preparations. Resected GIST specimens were dissociated 

with the gentle MACs Dissociator protocol (Miltenyi Biotec) as previously described26. Briefly, 

tissue samples were cut and placed in dissociation medium, which consisted of RPMI1640 

(GIBCO, Invitrogen), 1% penicillin/streptomycin, collagenase IV (100IU/mL), hyaluronidase 

(280IU/mL), and DNAse I (30IU/mL) (all from Sigma-Aldrich), and run on a gentle MACS 

Dissociator (Miltenyi Biotec). The tumor cell suspension was filtered through a 70 μm cell strainer 

(BD Biosciences), centrifuged for 5 minutes at 1500 rpm and TILS was estimated in Malassez cell 

by Hayem Blue staining. 

 

Flow cytometry analyses and NK cell isolation. GIST tumor cell suspensions were stained with 

conjugated antibodies CD45-APC-750 (clone J33), CD56-PC7 (clone N901, both from Beckman 

Coulter), CD3-VB (clone BW264/56, Miltenyi Biotec), and the dead cell exclusion 7-AAD (BD 

Pharmingen) for 20 minutes at 4°C, then washed with PBS. Next, NK cells defined as CD45-CD3-

CD56bright were sorted by a FACS ARIA III  (BD Biosciences). PBMC were stained with the same 

CD56-PC7 and CD3-VB, NKp46-APC (clone 9E2, Miltenyi) or the corresponding isotype control 

mouse IgG1 (clone IS5-21F5, Miltenyi Biotec).  Cells were then washed, fixed, and acquired by 

flow cytometry using a Cyan ADP9, (Beckman Coulter Inc.) within 24 h. Data were analyzed with 

Kaluza software (Beckman Coulter Inc.). 



Ivagnès A. et al. TNFR2/BIRC3 signaling pathway inhibitory in TIL NK cells submitted                           June 11, 2017 

 
18 

PBMC of Healthy Volunteer (HV) were obtained from buffy coat provided by the Etablissement 

Français du Sang (EFS, Créteil, France) using lymphocytes separation medium (Eurobio, AbCys), 

washed three times in PBS 1X. NK cells were then isolated using magnetic negative selection kits 

following the manufacturer’s instructions (EasySep, Stemcell Technologies).  

NK cells from mice were obtained after sampling of the spleen which was crushed on the 100µm 

cell strainer, red blood cells were eliminated using ACK solution (Ammonium-Chlorure-

Potassium) and NK cells were then negatively selected using magnetic separation kit according to 

the manufacturer’s instructions (mouse NK Cell isolation kit, Miltenyi Biotec). 

 

Microarray analysis. 250 ng of cDNAs of CD3-CD56bright NK cells from each GIST patient were 

used as template for Cyγ labeling which was performed according to Miltenyi Biotec’s undisclosed 

protocol. The Cy3- labeled cDNAs were hybridized overnight (17 h, 65°C) to an Agilent Whole 

Human Genome Oligo Microarrays 8x60K V2 using Agilent’s recommended hybridization 

chamber and oven. Fluorescence signals of the hybridized Agilent Microarrays were detected using 

Agilent’s Microarray Scanner System (Agilent Technologies). The Agilent Feature Extraction 

Software (FES) was used to read out and process the microarray image files. Expression is 

normalized by row (reduced and centered). Genes are selected according to overexpression (p-

value and Fold-Change of differential tests according to different annotation, computed from 

“ebayes” function applied to “lmFit” of limma package65. 

 

In vitro stimulation. NK cells were seeded in 96-well plates at 1 x 105 cells/well in 200 µL of 

complete RPMI1640 (GIBCO Invitrogen) +10% human AB serum (Institut de biotechnologies 

Jacques Boy). For NKp30 cross-linking, flat bottom plates (Maxisorp, Nunc) were pre-coated with 

2.5 µg/mL of either anti-human NKp30 antibody (Clone 210847, R&D Systems) or the 

corresponding IgG2A isotype control (Clone 20102, R&D Systems) in 50 µL of Dulbecco’s 

phosphate-buffered saline (PBS, GIBCO Invitrogen). For TNFα (Miltenyi Biotec) and TGFβ 

(R&D Systems) stimulation, NK cells were seeded in 96-round bottom plates and cytokines were 

added in the medium at indicated concentration. Blocking of the TNFR2 was obtained using the 
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anti-human TNFR2 antibody (Clone 22210, R&D Systems) or the corresponding IgG1 isotype 

control (Clone 11711, R&D Systems). Fas agonist antibody (Clone UT-1) and its mouse isotype 

control IgM (Clone PFR-03) were obtained from Invitrogen.  4-1BB agonist antibody was kindly 

provided by Pr. Byoung S. Kwon (Tulane University Health Sciences Center, LA, USA) and its 

isotype control IgG1 was obtained from R&D Systems. For RNA analysis, cells were harvested 12 

h after stimulation, washed with PBS and re-suspended in RLT buffer containing β-2 

mercaptoethanol (Quiagen) to preserve the RNA quality and stored at  

-80°C. For cytometry analysis, cells were harvested after 48 h of stimulation, washed with PBS 1X 

and stained as described above. Cytokines were measured from 24 h in vitro culture supernatants 

by ELISA kit according to the manufacturers’ instructions: TNFα (BD OptEIA 555212, BD 

Biosciences), IFNȖ (ELISA MAX 4γ010γ, Biolegend), TGFβ1 (BD OptEIA, 559119, BD 

Biosciences). 

 

Quantitative reverse-transcription PCR (qRT-PCR). Total cellular RNA was isolated from 

samples with the RNeasy kit (Qiagen) following the manufacturer’s recommendations. For NKpγ0 

detection, first strand cDNA was synthesized from 1 µg of total RNA using SuperScript™ III 

Reverse Transcriptase (Invitrogen) and random primers (Promega) according to the manufacturer’s 

recommendations. For qRT-PCR, 5 μL of first-strand cDNA was mixed with 12.5 μL of TaqMan 

Gene Expression Master Mix (2X) (Applied Biosystems). For NKp30 isoforms (A, B, and C): 0.75 

μL primers (10 μM) and probe (5 μM); and for the β-2-microglobulin housekeeping gene (β2M): 

0.5 μL of primers (10 μM) and probe (5 μM), were used in a final volume of 25 μL. The PCR 

conditions were as follows: initial incubation at 50 °C for 2 min, denaturation at 95 °C for 10 min, 

followed by 45 cycles at 95 °C for 15 sec, and 60 °C for 1 min. Costumed PCR primers and TaqMan 

probes are listed in Suppl. Table 2 (Sigma-Aldrich). For all the other genes, a 1-step RT qPCR was 

performed (TaqMan® RNA-to-Ct™ 1-Step Kit, Applied Biosystems) using 1 µg of RNA with 1µL 

of Taqman RT-Enzyme Mix 40X (Applied Biosystems), 20 µL of Taqman RT-PCR Mix (2X) 

(Applied Biosystems) and 2 µL of Taqman Gene Expression Assay (20X) for a final volume of 40 

µL. The 1-step RT-qPCR conditions were as follows: initial incubation at 48 °C for 15 min, enzyme 

activation at 95 °C for 10 min followed by 45 cycles at 95 °C for 15 sec and 60 °C for 1min. A 

StepOnePlus System (Applied Biosystems) was used for temperature cycling and real time 
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fluorescence measurement. PCR primers were obtained from Applied Biosystems and are listed in 

Suppl. Table 2. The relative expression of the gene of interest was calculated with the 2–ΔCt 

method66 normalized to the expression level of β2M, with the following formula: 2–ΔCt = (2-(Ct (gene 

of interest) - Ct (housekeeping gene))) x 106. The level of expression of the distinct NKp30 isoforms compared 

with each other (delta, Δ) was determined using the following formula: NKpγ0x NKpγ0y = 

CtNKp30y - CtNKp30x, with Ct = Cycle threshold. The median of each NKp30 isoform pair delta 

(Δ) was used for the survival curve analysis. 

 

Mice experiments. Female C57Bl/6 mice were obtained from Harlan (France). All animals were 

maintained in Gustave Roussy Cancer Campus (Villejuif, France) animal facilities according to the 

Animal Experimental Ethics Committee Guidelines. B16F10 lung metastases. B16F10 tumor cells 

were obtained from MT Lotze’s laboratory. Briefly, 100µL of B16F10 cells were injected 

intravenously at a concentration of 2 x 106 cells/mL in PBS. Treatment of the mice began the next 

day with intraperitoneal injection of either PBS (100 µL) every day, 100 µL of mouse recombinant 

TNFα (Miltenyi Biotec) at 10 µg/mL every day or 100 µL of Etanercept (Pfizer) at 5mg/mL three 

times per week. Mice were sacrificed 3 weeks after tumor cells injection and the lungs were 

sampled. Lungs were dehydrated and fixed by immersing them in paraformaldehyde 4% for 24 h. 

Lungs were then kept in ethanol 100% until the metastases were counted using a binocular 

magnifier. RMA/S. Female C57Bl/6 mice obtained from Harlan (France) were injected 

subcutaneously in the right flank with 2 x 106 cells in 100 µL of PBS 1X. Three days after injection, 

mice were treated with intra-peritoneal injections of either PBS every day, 100 µL of mouse 

recombinant TNFα at 10 µg/mL every day, 100 µL of anti-mouse TNFR2 (Clone TR75-54.7) or 

isotype control hamster IgG (both from BioXCell) at 5mg/mL for 3 weeks. Seven days after 

injection, tumor growth was measured every 2 days using calipers. 

Apoptosis assays. For Annexin V/DAPI staining, cells were incubated for 15 min in dark at room 

temperature with Annexin V APC (BD Pharmingen), wash with Annexin V buffer and stained with 

DAPI (BD Pharmingen) 5 min at RT before FACS acquisition. 
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Statistical analysis. Results are expressed as Mean ± SEM. Data were analyzed with Prism 5 

software (GraphPad, San Diego, CA, USA). The paired t-test, unpaired t-test and the non-

parametric Wilcoxon matched pairs test were used for comparison of the different groups as 

indicated in the Figure Legends. Two-way ANOVA test was used for tumor growth analysis. 

Spearman test was used for correlations analysis. p-values <0.05 were considered as significant. 
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Figure Legends 

 

Figure 1. Comprehensive transcriptomics analyses revealing TRAF1 and cIAP2/BIRC3 in 

NK TILs from GIST. A-B. Heat map representation of microarray analyses of CD3-CD56bright 

NK cells from paired blood and tumors (A) in NKp30 AB versus C profiles (B) on about 20,000 

gene products, the most significant hits contrasting the two groups according to the median of the 

whole cohort being depicted. Of note, for the genes products identified by several distinct probe 

sets, the most variant was retained in the model. p-values (one-sided differential test) are indicated 

on the right side for each significant gene product. C-D. RT-PCR evaluation of the transcription of 

each gene product pre-selected from the microarray analyses, comparing blood versus tumor 

expression in at least 3 GIST bearing patients (C) or NKp30AB versus NKp30C profiles (D). E. 

Scatter plot, Pearson correlations coefficient and p-value between TRAF1 and BIRC3 transcript 

abundancy in tumors. Each dot represents one HV or patient. Wilcoxon matched pairs test: 

*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. 

 

Figure 2. NK cell stimulation by TNFα or NCR3 triggering leads to markedly increased 

transcription of Traf1 and Birc3. A-C. Regulation of expression of TRAF1 and BIRC3 in HV 

and melanoma patients. RT-PCR of both transcripts in blood-derived-NK cells, performed 12 h 

post-stimulation with 50 ng/mL of TNFα or after cross-linking of NCR3/NKp30 and CD16 (or 

IgG2a and IgG, respectively, isotype control Abs). Graphs show the relative expression normalized 

to β2 microglobulin expression in HV (A, left panel for TRAF1 and right panel for BIRC3) and 

melanoma patients (C), with or without blockade of the TNFR2 by specific neutralizing Abs or 

IgG1 isotype controls (B) in HV (upper panel) and MM (lower panel). D-E. Spearman correlations 

between TRAF1 and BIRC3 transcript abundancy in blood NK cells post-TNFα stimulation (D) or 

NKp30 engagement (E). Each dot represents one HV or patient. Student paired t-test for A, 

Wilcoxon matched pairs test for B-E: *p<0.05, **p<0.01, ** *p<0.001. 
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Figure 3. TNFα markedly and selectively downregulates NCR1 expression. A-C. Regulation 

of expression of NCR1 in purified blood NK cells from HV (A) and melanoma patients (B) 

following 12 h-stimulation with rTNFα at 50 ng/mL or NKp30 engagement or rTGFβ at 5 ng/mL 

(C). Each dot represents one HV or patient. D-E. NKp46 protein expression on the cell surface of 

NK cells as assessed in flow cytometry at 48 h post-stimulation at increasing dosing of rTNFα (5 

or 50 ng/mL) or rTGFβ (5 ng/mL) in concatenated data from at least 6 HV (left panel) and 6 

metastatic melanoma (MM, right panel)) (D) and in two representative individuals in overlayed 

mean fluorescence intensities (E), one treated with rTNFα and TGFβ (upper panel) and another 

with different concentration of rTNFα (lower panel). Of note, neutralizing anti-TNFR2 Ab inhibits 

the down regulation of NKp46 at the surface of MM. MFI were superimposable using an isotype 

control staining in all conditions of stimulation (not shown). Student paired t-test for A, Wilcoxon 

matched pairs test B-D: *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001. 

 

Figure 4. Anti-correlations between BIRC3 and NCR1 in NKp30C individuals. A-B. Th1 

cytokine release from NK cells stimulated through NKp30 engagement (A) or rTNFα (B) in AB 

versus C NKp30 profile as determined by ELISA at 12 h (A) and 24 h (B).  C. RT-PCR of all three 

transcripts (TRAF1, BIRC3, NCR1) in blood –derived-NK cells, performed 12 h post-stimulation 

with 50 ng/mL of TNFα according to the NKp30 isotype profiles. D. Spearman correlations 

between NCR1 and BIRC3 transcript abundancy in blood NK cells post-TNFα stimulation in all 

patients, separating NKp30 AB from NKp30C individuals. Wilcoxon matched pairs test A-B, 

Student paired t-test C: *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001. 

 

Figure 5. TNFα-mediated downregulation of NCR1 in intratumor GIST NK cells. Same 

experimental settings as in Fig. 4, after sorting of NK cells from fresh GIST tumors. RT-qPCR 

expression of TRAF1, BIRC3 (A), as well as NCR1 (C) after stimulation with rTNFα (A, C) or 

NKp30 engagement (B) at 12 h of ex vivo stimulation in 1-3 GIST tumors. D. Membrane 

expression of NKp46/NCR1 after 48 h incubation of NK TIL with rTGFβ or TNFα in mean 

fluorescence intensity. MFI were superimposable using an isotype control staining in all conditions 

of stimulation (not shown). 
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Figure 6. Regulation of metastases dissemination by interfering with the TNFα/TNFR2 

interaction. A. Transcription of Traf1, Birc3 and Ncr1 gene products in mouse splenic NK cells 

post-stimulation with rTNFα as assessed by RT-PCR at 12 h. Similar experimental settings as with 

human blood or tumor NK cells. B-C. B16F10 melanoma lung metastases dissemination post i.v. 

injection at 3 weeks without treatment (PBS injection) or with daily inoculation of 1 g of mouse 

rTNFα for γ weeks (C, left) or with an inhibitor of TNFα (Etanercept) twice a week for 3 weeks 

starting at day 1 post-tumor inoculation (C, right). Representative micrograph pictures of metastatic 

lungs in each group (B) and concatenated data from 2 experiments yielding similar results (C) at 

mouse sacrifice. Wilcoxon matched pairs test (A), Mann Whitney test (C): *p<0.05. 
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Suppl. Table 1. Patient characteristics 

 
n= 17 

Age-yr Median 

Range 

70 

43-92 

Sex - no.(%)  Male                                          
Female 

11 (65) 

6 (35) 

Site of tumor at diagnosis - no.(%)  Stomach 

Duodenum 

Small intestine 

11 (65) 

1 (6) 

5 (29) 

Metastatic disease - no.(%)   3 (18) 

Modified NIH consensus criteria- no.(%)  1 

2 

3 

4 

2 (12) 

2 (12) 

6 (35) 

7 (41) 

Mutation location - no.(%)  KIT exon 9 

KIT exon 11 

PDGFRA exon 12 or 18 

None, wild-type KIT and 
PDGFRA 

Not available 

2 (12) 

11 (65) 

2 (12) 

1 (6) 

1 (6) 

Medical Treatment - no.(%)  Neoadjuvant tyrosine kinase 
inhibitor 

Adjuvant tyrosine kinase 
inhibitor 

None 

Not available 

0 

13 (76) 

3 (18) 

1 (6) 

Clinical outcome - no.(%)  No evolutive disease 

Alive with disease 

14 (82) 

3 (18) 

 



Supplemental Figures 

 

Supplemental Figure 1. Segregation of gene products according to the c-kit prototypic 

oncogenic mutation in the GIST. Heat map representation of microarray analyses of  

CD3-CD56bright NK cells from GIST patient tumors exhibiting or not a mutation in the c-kit 

exon 11 on about 20,000 gene products, the most significant hits contrasting the two groups 

according to the median of the whole cohort being depicted. Of note, for the genes products 

identified by several distinct probes, the most significant one was retained in the model.  

Significant p-values <0.05 are indicated on the right side for each significant gene product.  



 

Supplemental Figure 2. NK cell line stimulation by TNFα leads to markedly increased 

transcription of TRAF1 and BIRC3. A. Regulation of expression of TRAF1 and BIRC3 in 8 

HV post-stimulation with several TNF-family members at 12 h post-stimulation with 50 ng/mL 

of TNFα or saturating amounts of antibodies engaging 4-1BB or 5 µg/mL of CD95 (or isotype 

control Abs). B. TRAF1 and BIRC3 expression in several NK cell lines 12 h post-TNFα 

stimulation. The RT-qPCR data from one to 3 experiments are depicted in the graphs, in 

triplicate wells. Graphs show the means +/- SEM of the relative expression normalized to β2 

microglobulin expression in NK cell lines. C. Idem as in Fig. 2A using blood NK cells purified 

according to the CD56 expression levels. Each dot represents one HV. Wilcoxon matched pairs 

test: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ns: not significant. 



 

Supplemental Figure 3. Neutralizing of the TNFR2 inhibits NKp30 or TNFα-induced 

downregulation of NCR1. A. Same experiment as in Fig. 2B, blocking of the TNFR2 inhibits 

the downregulation of NCR1 after cross-linking of NKp30 in HV. B. In MM, neutralizing anti-

TNFR2 Ab prevents downregulation of NCR1 post-TNFα stimulation. C-D. Same settings as 

in Suppl. Fig. 2C (C) or Suppl. Fig. 2B (D) displaying the level of NCR1 expression. E. NKp46 

protein expression on the cell surface of NK cell CD56bright (left panel) or CD56dim (right panel) 

as in Fig. 3D. F. NKG2D expression level in HV in the same conditions described in Fig 

2A.Wilcoxon matched pairs test: *p<0.05, **p<0.01. ns: not significant. 

 



 

Supplemental Figure 4. TNFα or TNF family members fail to induce apoptosis of blood 
NK cells. Same setting as in Suppl. Fig. 2A-B but monitoring annexin V/DAPI by flow 

cytometry at 24 h (left and middle panels) and 48 h (right panel). Trypan blue experiments 

corroborated the absence of effects of TNFα on proliferation and/or cell death of NK cells. 

Wilcoxon matched pairs test. 

 

Supplemental Figure 5. No significant impact of TNFα or TNFR2 blockade in NKp46 
ligand negative tumor cells. Subcutaneous growth of RMAS lymphoma over a kinetics of 3 

weeks without treatment (PBS 1X injection) or with daily inoculation of 1 g of mouse rTNFα 

for 2 weeks or with 500µg of neutralizing anti-mouseTNFR2 Ab (or IgG1 isotype control Ab) 

twice a week for 2 weeks starting at day 7 post-tumor inoculation. Representative tumor kinetics 

of 5-6 mice/group: means +/- SEM of tumor sizes are depicted at each time points of 

measurement with a caliper. Two experiments yielding similar results. Two-way ANOVA 

statistical analyses. ns: not significant. 
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Discussion 

Ces deƌŶiğƌes aŶŶĠes, l͛iŵŵuŶothĠƌapie daŶs le tƌaiteŵeŶt des ĐaŶĐeƌs est deǀeŶue 

une voie privilégiée dans la recherche de stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses.  En 

effet, la complexité des tumeurs et leur grande hétérogénéité imposent non seulement de 

tuer les cellules tumorales mais également de réactiver le système immunitaire dans le 

microenvironnement tumoral. Malgré les efforts et améliorations des connaissances, la 

grande majorité des patients ne bénéficie pas encore de ces traitements. Ainsi, la recherche 

de ďioŵaƌƋueuƌs peƌŵettaŶt la pƌĠdiĐtioŶ de la ƌĠpoŶse d͛uŶ patieŶt à uŶe thĠƌapie doŶŶĠe 

est primordiale. Notre équipe a déjà montré dans des études précédentes la valeur 

pƌoŶostiƋue de l͛iŶfiltƌat des Đellules NK Đhez les patieŶts atteiŶts de GI“T (Rusakiewicz, 

Semeraro, et al. 2013) mais également celle du récepteur NKp30 et plus particulièrement de 

son isoforme NKp30c (Delahaye et al. 2011). 

DaŶs le pƌeŵieƌ aƌtiĐle, Ŷous dĠŵoŶtƌoŶs Ƌue le ȴBC, le ƌatio de l͛eǆpƌessioŶ des 

isoformes NKp30b et NKp30c, permet de pƌĠdiƌe la ƌĠpoŶse à l͛IM des patieŶts GI“T. De plus, 

les ligands solubles de NKp30, sB7-H6 et sBAG6 impactent également la survie des patients 

eŶ ƌĠpoŶse à l͛IM. Besse et Đollğgues oŶt d͛ailleuƌs ŵoŶtƌĠ Ƌue sBϳ-H6 inhibait les cellules 

NK dans le CBNPC (Besse et al. 2016)  taŶdis Ƌu͛uŶ ƌôle siŵilaiƌe a ĠtĠ dĠĐƌit daŶs le cancer 

de l͛oǀaiƌe (Pesce et al. 2015) Ces ligands, présents dans le microenvironnement tumoral 

influencent le système immunitaire. Par ailleurs, nous montrons que ce microenvironnement 

est, lui, ŵodulĠ paƌ les Đellules NK : le ȴBC iŶflueŶĐe le pƌofil ĐǇtokiŶiƋue sĠĐƌĠtĠ par les 

Đellules NK. Les Đellules ȴBClow sécrètent des cytokines immunosuppressives au contraire des 

ȴBChigh pƌoduisaŶt les ĐǇtokiŶes Thϭ ;IFNɶ et TNFαͿ. Ces ƌĠsultats foŶt ĠĐho à Đeuǆ Ƌue Ŷotƌe 

équipe a publiés récemment dans le neuroblastome où nous avons également mis en 

ĠǀideŶĐe uŶ ƌôle siŵilaiƌe de NKpϯϬ et des ligaŶds soluďles aiŶsi Ƌu͛uŶe ĐoƌƌĠlatioŶ eŶtƌe 

uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de NKpϯϬ et uŶe plus foƌte ĐoŶĐeŶtƌatioŶ du ligaŶd soluďle 

sB7-H6 (Semeraro et al. 2015). “eŵeƌaƌo et Đollğgues ŶoteŶt ĠgaleŵeŶt Ƌue l͛IFNɶ ;pƌoduit 

par les cellules NK de profil NKp30AB) diminue la transcription du gène codant B7-H6 alors 

Ƌue l͛IL-10 (produit par les cellules NK de profil NKp30C) augmente son expression. En 

ƌeǀaŶĐhe le TNFα Ŷ͛a auĐuŶ effet. Cette ŵodulatioŶ de la foŶĐtioŶŶalitĠ des NK paƌ le 

microenvironnement tumoral peut être contrôlée par injection de cytokines comme nos 
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ƌĠsultats le ŵoŶtƌeŶt loƌsƋue l͛ajout d͛IFNαϮa ƌĠaĐtiǀe ex vivo des cellules NK et des LT 

issues de patieŶts de pƌofil ȴBClow en induisant une augmentation de deux à trois fois leur 

sécrétion d͛IFNɶ. L͛iŵpaĐt ŶĠgatif des ligaŶds soluďles de NKpϯϬ sBϳ-H6 et sBAG6 sur la 

suƌǀie des patieŶts GI“T ;ǀia l͛iŶhiďitioŶ de la foŶĐtioŶŶalitĠ des Đellules NKͿ laisse peŶseƌ 

que le ciblage du microenvironnement tumoral serait une stratégie thérapeutique 

intĠƌessaŶte pouƌ la ƌĠaĐtiǀatioŶ des Đellules NK. L͛utilisatioŶ d͛AĐ ďloƋuaŶts aŶti-sB7-H6 ou 

anti-sBAGϲ pouƌƌait pƌĠǀeŶiƌ l͛iŶhiďitioŶ des Đellules NK. Des AĐ ďispĠĐifiƋues aŶti-B7H6 et 

anti-CDϯ oŶt d͛ailleuƌs ĠtĠ testĠs, eŶtƌaiŶaŶt uŶe augŵeŶtatioŶ de la Đytotoxicité anti-

tuŵoƌale et la sĠĐƌĠtioŶ d͛IFNɶ des LT in vitro et in vivo (Wu et al. 2015). Nos résultats 

ŵoŶtƌeŶt ĠgaleŵeŶt Ƌue l͛eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteuƌ NKpϯϬ lui-même est diminuée dans les 

cellules NK des GIST et ce phénomène a également été observé dans le neuroblastome et le 

mélanome (Messaoudene et al. 2016; Semeraro et al. 2015). Il y aurait donc un mécanisme 

de diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteuƌ aĐtiǀateuƌ NKpϯϬ paƌ le ŵiĐƌoeŶǀiƌoŶŶeŵeŶt 

tuŵoƌal, pƌoďaďleŵeŶt paƌ l͛iŶteƌŶalisatioŶ du NKpϯϬ apƌğs fiǆatioŶ de ligaŶds soluďle 

sBAG6 ou SB7-Hϲ, diŵiŶuaŶt aiŶsi l͛aĐtiǀatioŶ des Đellules NK. Il seƌait iŶtĠƌessaŶt d͛oďseƌǀeƌ 

in vivo l͛aĐtioŶ des ligaŶds soluďles de NKpϯϬ daŶs uŶ ŵodğle de GI“T (Balachandran et al. 

2011) Đhez des souƌis huŵaŶisĠes. AiŶsi, l͛iŶjeĐtioŶ d͛IFNα-Ϯa et de l͛AĐ aŶti-TRAIL pourrait 

être testée in vivo de même que des Ac neutralisant anti-B7-H6 ou anti-BAG6. De plus, 

l͛IFNα-Ϯa et l͛AĐ aŶti-T‘AIL augŵeŶtaŶt la sĠĐƌĠtioŶ d͛IFNɶ paƌ les cellules NK, il serait utile 

de déterminer si ces cellules NK présentent une augmentation de leur cytotoxicité. 

Les cellules NK infiltrant les tumeurs se situent majoritairement non pas au centre de 

la tumeur mais dans le stroma péritumoral (Esendagli et al. 2008; Messaoudene et al. 2015; 

Platonova et al. 2011; Rusakiewicz, Semeraro, et al. 2013). Les Đellules NK pĠŶĠtƌaŶt au Đœuƌ 

de la tumeur sont anergiques, leur fonction serait donc inhibée par le microenvironnement 

tuŵoƌal. De Ŷoŵďƌeuses Ġtudes ŵoŶtƌeŶt d͛ailleuƌs Ƌue les Đellules NK joueƌaieŶt uŶ ƌôle 

anti-tumoral via le contrôle de la dissĠŵiŶatioŶ ŵĠtastatiƋue plutôt Ƌue paƌ l͛ĠliŵiŶatioŶ de 

la tumeur primaire (Aboud, Kingsmore, and Segal 1993; Talmadge et al. 1980). Cependant, 

de par leur fort potentiel antitumoral, il est primordial de réactiver les cellules NK présentes 

dans la tumeur. Leur activation ne nécessitant pas de TAA et de par leur capacité à sécréter 

des cytokines Th1, les cellules NK permettent également une activation des LT contre la 

tumeur.  
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Dans notre second article, nous avons cherché à déterminer les mécanismes 

iŶhiďiteuƌs des Đellules NK paƌ le ŵiĐƌoeŶǀiƌoŶŶeŵeŶt tuŵoƌal. A paƌtiƌ d͛uŶ microarray 

réalisé sur des cellules NK infiltrant les GIST de 12 patients et les cellules NK du sang de ces 

mêmes patients, nous avons identifié une surexpression des gènes BIRC3 et TRAF1 dans les 

tuŵeuƌs des patieŶts de pƌofil NKpϯϬĐ ;ȴBClow) que nous avons validée par qPCR. Par 

ailleurs, ces deux gènes étaient surexprimés in vitro eŶ ƌĠpoŶse au TNFα, à uŶ AĐ agoŶiste 

anti-NKp30 ou à un Ac agoniste anti-CD16, dans des cellules NK issues de VS comme de 

patieŶts atteiŶts de MM. De plus, l͛eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteuƌ aĐtiǀateuƌ NKpϰϲ ;aussi appelĠ 

NCR1) était diminuée au niveau de l͛A‘N ŵessageƌ ;A‘NŵͿ et de la pƌotĠiŶe. Ces effets soŶt 

paƌtielleŵeŶt dĠpeŶdaŶts du TNF‘Ϯ Đoŵŵe le ŵoŶtƌe Ŷotƌe ďloĐage du TNF‘Ϯ à l͛aide d͛uŶ 

Ac neutralisant qui induit une diminution des modulations transcriptionnelles générées par 

le TNFα ŵais Ġgaleŵent par le NKp30. 

TRAF1 et BIRC3 sont des protéines de signalisation de différents récepteurs de la 

famille des TNFRSF dont TNFR2 fait partie. Le TNFR2, au contraire du TNFR1 est exprimé 

exclusivement sur les lymphocytes et induit un signal de prolifératioŶ apƌğs fiǆatioŶ du TNFα 

via la voie NF-κB ;ǀoiƌ IŶtƌoduĐtioŶͿ. T‘AFϭ appaƌtieŶt à la faŵille des pƌotĠiŶes T‘AF Ƌui 

comprend 7 membres. Tous, sauf TRAF1, possèdent un domaine RING leur conférant leur 

foŶĐtioŶ d͛uďiƋuitiŶe ligase. De plus, l͛eǆpƌessioŶ de TRAF1 est restreinte aux lymphocytes 

activés, aux DC et à certaines cellules épithéliales. De par son absence de domaine RING, 

T‘AFϭ est uŶ ƌĠgulateuƌ ŶĠgatif de l͛aĐtiǀatioŶ de TNF‘Ϯ. EŶ effet, des souƌis dĠfiĐieŶtes eŶ 

TRAF1 présentent des LT hyperprolifératifs (Tsitsikov et al. 2001). BIRC3 interagit 

indirectement avec TRAF1 lorsque celui-ci est associé avec TRAF2 après activation de TFNR2 

ŵais il peut ġtƌe aussi ƌeĐƌutĠ paƌ TNF‘ϭ et ƌĠgule ŶĠgatiǀeŵeŶt l͛apoptose eŶ pƌoŵouǀaŶt 

l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie NF-κB. DaŶs Ŷotƌe Ġtude, la suƌeǆpƌessioŶ de T‘AFϭ et BI‘Cϯ est 

associée à un phénotype suppressif dans les cellules NK de profil NKp30c. Cela pourrait être 

dû à l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie NF-κB et soŶ iŶflueŶĐe suƌ la sigŶalisatioŶ des ĐǇtokiŶes. EŶ effet, 

Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ de NKpϯϬ aĐtiǀe la ǀoie NF-κB de ŵaŶiğƌe diffĠƌeŶte 

suivant les isoformes : NKp30a et NKp30b activent plus fortement la voie NF-κB Ƌue NKpϯϬĐ 

qui active également la MAP kinase p38 (Delahaye et al. 2011). La voie NF-κB iŶduit la 

sécrétion de cytokines Th1 par les cellules NK après stimulation paƌ le TNFα ŵais ĠgaleŵeŶt 

après activation du récepteur NKp30. Cependant NF-κB peut aussi ĐoŶduiƌe à la sĠĐƌĠtioŶ de 
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cytokines Th2 (IL-4, IL-13, IL-ϭϬͿ Đoŵŵe Đ͛est le Đas de l͛IL-33 produit par les cellules NK de la 

decidua (Hu et al. 2015). De plus, l͛IL-ϯϯ est ƌespoŶsaďle d͛uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ 

des récepteurs activateurs NKp30 et NKG2D et de la surexpression du récepteur inhibiteur 

KIR2DL1. Ces résultats rappellent notre étude dans laquelle nous observons une diminution 

de l͛eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteuƌ aĐtiǀateuƌ NKpϰϲ ;ŵais pas de NKGϮDͿ. De plus, Ŷous aǀioŶs 

ƌappoƌtĠ Ƌue l͛eǆpƌessioŶ gĠŶiƋue et pƌotĠiƋue de NKpϯϬ Ġtait diŵiŶuĠe daŶs les GI“T 

(Delahaye et al. 2011) aiŶsi Ƌue daŶs le N“CLC où uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de NC‘ϭ a 

également été observée (Fend et al. 2017). NKp46 est considéré comme un récepteur 

activateur essentiel pour la fonctionnalité des cellules NK in vitro mais également in vivo où 

son rôle dans le contrôle de la dissémination métastatique a été rapporté par Glasner et 

collègues (Glasner et al. 2012). Ainsi une diminution de son expression pourrait être un 

ŵĠĐaŶisŵe d͛ĠǀasioŶ pouƌ les tuŵeuƌs, de ŵaŶiğƌe siŵilaiƌe au ŵĠĐaŶisŵe d͛ĠǀasioŶ du VIH  

Ƌui iŶduit uŶe ďaisse de l͛eǆpƌessioŶ de NC‘ϭ à la suƌfaĐe des Đellules NK (Parsons et al. 

2013). 

La stiŵulatioŶ paƌ le TNFα de Đellules NK iŶduit uŶe pƌoduĐtioŶ d͛IFNɶ ǀia le TNF‘Ϯ 

(Almishri et al. 2016). La ǀoie du TNFα appaƌait doŶĐ pƌiŵoƌdiale pouƌ l͛aĐtiǀatioŶ des 

cellules NK. Ainsi, le traitement par un Ac anti-TNFα de patieŶts atteiŶts de lǇŵphoŵe B 

induit une altération des fonctions de leurs cellules NK (Nocturne et al. 2017). Nos résultats 

montrent une influence du profil NKp30 dans la réponse des cellules NK à la stimulation par 

le TNFα Đaƌ Ŷous oďseƌǀoŶs uŶe sĠĐƌĠtioŶ d͛IFNɶ plus iŵpoƌtaŶte par les cellules NK de profil 

NKpϯϬC Ƌue paƌ les NKpϯϬAB. DaŶs uŶ ĐoŶteǆte d͛iŶfeĐtioŶ au ǀiƌus de l͛hĠpatite C ;HCVͿ, 

les cellules NK intrahépatiques NKp44+ pƌĠseŶteŶt uŶe pƌoduĐtioŶ de TNFα plus iŵpoƌtaŶte 

que celles NKp44- et leur présence est corrélée positivement avec la charge virale de HCV et 

la fibrose hépatique (Nel et al. 2016). Cette étude montre un impact délétère des NK 

pƌoduĐteuƌs de TNFα daŶs le foie loƌs d͛uŶe hĠpatite C ĐhƌoŶiƋue. Ces ƌĠsultats, ƌeŶfoƌĐĠs 

par nos propres traǀauǆ, dĠŵoŶtƌeŶt Ƌue les Đellules NK, de paƌ leuƌ pƌoduĐtioŶ de TNFα, 

peuǀeŶt aǀoiƌ uŶ ƌôle pƌotuŵoƌal eŶ paƌtiĐipaŶt à l͛iŶflaŵŵatioŶ ĐhƌoŶiƋue duƌaŶt 

l͛oŶĐogeŶğse. UŶ autƌe iŶdiĐe du ƌôle dĠlĠtğƌe du TNFα a ĠtĠ appoƌtĠ paƌ l͛ĠƋuipe de “ŵǇth 

qui a décrit un mécanisme de dédifférenciation de cellules NK en ILC-ϭ pƌoduĐtƌiĐes de TNFα, 

eŶ pƌĠseŶĐe de TGFβ. Ces ILC-1 présentent de faibles capacités antitumorales, notamment 

dans le GIST (Gao Y, Smyth MJ, Nat Immunol, in press). 
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L͛aĐtioŶ du ŵiĐƌoeŶǀiƌoŶŶeŵeŶt tuŵoƌal daŶs l͛ĠĐhappeŵeŶt des tuŵeuƌs passe paƌ 

l͛iŶduĐtioŶ d͛uŶ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt iŵŵuŶosuppƌessif ǀia la sĠĐƌĠtioŶ de faĐteuƌs paƌ les 

cellules tumorales elles-mêmes ou par le recrutement de cellules immunitaires favorisant 

cette immunosuppression. Dans notre Ġtude, les Đellules NK iŶtƌatuŵoƌales soŶt au Đœuƌ 

d͛uŶ ŵĠĐaŶisŵe d͛iŵŵuŶosuppƌessioŶ. EŶ effet, loƌsƋu͛elles soŶt aĐtiǀĠes ǀia leuƌ ƌĠĐepteuƌ 

NKpϯϬ, elles sĠĐƌğteŶt des ĐǇtokiŶes Thϭ ;IFNɶ et TNFαͿ. Le TNFα se fiǆe de ŵaŶiğƌe 

autocrine sur le TNFR2 et entraîne dans les cellules de profil NKp30C une surexpression des 

gğŶes BI‘Cϯ et T‘AFϭ ǀia la ǀoie du TNF‘Ϯ et uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de NC‘ϭ ǀia la 

voie NF-κB. Cela iŶduiƌait plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt Đhez les Đellules NK de pƌofil NKpϯϬC au 

détriment des pƌofils NKpϯϬAB, uŶe eǆpƌessioŶ de ĐǇtokiŶes Thϭ, IFNɶ et TNFα daŶs uŶe 

ďouĐle de ƌĠtƌoĐoŶtƌôle positif gĠŶĠƌaŶt uŶe pƌoduĐtioŶ de TNFα ĐhƌoŶiƋue et doŶĐ uŶe 

diŵiŶutioŶ toujouƌs plus iŵpoƌtaŶte de l͛eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteuƌ aĐtiǀateuƌ NC‘ϭ ;Figure 

12). Il seƌait iŶtĠƌessaŶt de dĠteƌŵiŶeƌ si Đe ŵĠĐaŶisŵe, eŶ ĐoŵďiŶaisoŶ aǀeĐ le TGFβ 

Ŷ͛iŶduiƌait pas ĠgaleŵeŶt uŶe dĠdiffĠƌeŶĐiatioŶ des Đellules NK eŶ ILC-ϭ. De plus, l͛Ġtude de 

la signalisation des voies TNFR2 et NKp46 dans des VS mais également des GIST permettrait 

de dĠteƌŵiŶeƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe Đes deuǆ ǀoies. 

 

Figure 12 : Schéma récapitulatif de la boucle de rétrocontrôle NKp30/TNFR2/BIRC3/TRAF1 induisant une 

diminution de l'expression de NKp46 chez les cellules NK de profil NKpϯϬĐ. LoƌsƋu’uŶe Đellule NK s’aĐtiǀe ǀia le NKpϯϬĐ, il Ǉ a 
activation de la voie NK-κB iŶduisaŶt la sĠĐƌĠtioŶ de TNFα. Ce deƌŶieƌ ǀa se fiǆeƌ de ŵaŶiğƌe autoĐƌiŶe au ƌĠĐepteuƌ TNFRϮ 
Ƌui aloƌs iŶduiƌe l’augŵeŶtatioŶ de l’eǆpƌessioŶ des ŵolĠĐules de sigŶalisatioŶ TRAFϭ et BIRCϯ ĐoŶduisaŶt à l’aĐtiǀatioŶ de 
la voie NK-κB. AiŶsi, l’eǆpƌessioŶ du gğŶe NCRϭ ĐodaŶt le ƌĠĐepteuƌ aĐtiǀateuƌ NKpϰϲ est diŵiŶuĠe aiŶsi Ƌue soŶ eǆpƌessioŶ 
ŵeŵďƌaŶaiƌe peƌŵettaŶt uŶe ďaisse de l’aĐtiǀatioŶ des Đellules NK.  
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Conclusion et perspectives 

 

La découverte des Ac bloquant les inhibiteurs des points de contrôle immunitaire 

(anti-CTLA-4 et anti-PD-1/PD-LϭͿ il Ǉ a uŶe dizaiŶe d͛aŶŶĠes a ĐoŶduit à uŶ ƌeŶouǀeau des 

stratégies anti-tuŵoƌales ďasĠes suƌ les iŵŵuŶothĠƌapies. AfiŶ d͛optimiser au mieux la 

réussite de ces traitements, une connaissance précise des tumeurs de chaque patient est 

ŶĠĐessaiƌe. A l͛ğƌe de la ŵĠdeĐiŶe peƌsoŶŶalisĠe, dĠfiŶiƌ des ďioŵaƌƋueuƌs fiaďles pouƌ la 

réponse à un traitement est primordial. Cette approche nous a conduit à caractériser les 

isoformes du récepteur NKp30, récepteur activateur des cellules NK, ainsi que les ligands 

solubles de NKp30 sB7-Hϲ et sBAGϲ Đoŵŵe ŵaƌƋueuƌs pƌĠdiĐtifs de la ƌĠpoŶse à l͛IM daŶs 

le traitement des GIST. Nos recherches renforcent le rôle capital des cellules NK dans 

l͛iŵŵuŶitĠ aŶti-tuŵoƌale. EŶ effet, l͛iŵpoƌtaŶĐe aŶtituŵoƌale des Đellules NK et plus 

spécifiquement de NKp30 a été démontrée dans de nombreux cancers comme le 

neuroblastome (Semeraro et al. 2015), le cancer colorectal, le cancer du rein (Remark et al. 

2013) ou encore les leucémies myéloïdes aiguës (Ruggeri et al. 2002). Le ciblage des cellules 

NK dans le contexte de l͛iŵŵuŶothĠƌapie appaƌait doŶĐ pƌoŵetteuƌ pouƌ Đes tuŵeuƌs. 

AĐtiǀeƌ les Đellules NK à l͛aide de diffĠƌeŶts aŶtiĐoƌps est uŶe piste eŶ Đouƌs d͛eǆploƌatioŶ 

avec le ciblage par exemple du récepteur activateur NKG2D (von Strandmann et al. 2006) ou 

du récepteur inhibiteur NKG2A (McWilliams et al. 2016). L͛isofoƌŵe NKpϯϬĐ iŵpaĐtaŶt 

négativement le pronostic des patients GIST, le ciblage de cette isoforme 

immunosuppressive pourrait améliorer la survie des patients. Ainsi, nous avons montré que 

la diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de NKpϯϬĐ paƌ des petits ARN interférants (siRNA) restaurait la 

sécrétion de cytokines Th1 par les cellules NK de profil NKp30c (Semeraro et al. 2015). 

IŶduiƌe uŶ ĐhaŶgeŵeŶt daŶs l͛eǆpƌessioŶ des isofoƌŵes de NKpϯϬ eŶ faǀeuƌ des isofoƌŵes 

NKp30a ou NKp30b serait également un moyen de rétablir la fonctionnalité antitumorale des 

cellules NK. Des résultats non publiés de notre équipe suggèrent que les inhibiteurs des 

histoŶes dĠsaĐĠtǇlases ;HDACiͿ ou des ageŶts dĠŵĠthǇlaŶts seƌaieŶt Đapaďles d͛iŶduiƌe 

Đette ĐoŵŵutatioŶ daŶs l͛eǆpƌessioŶ des isofoƌŵes de NKpϯϬ. De plus, les HDACi se soŶt 

ŵoŶtƌĠs Đapaďles d͛iŶduiƌe uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de Bϳ-H6 in vitro (Fiegler et al. 

2013).  
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L͛IM est Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ iŶdiƌeĐteŵeŶt les Đellules NK ǀia l͛aĐtiǀatioŶ des DC. 

CepeŶdaŶt, le ǀeŵuƌafeŶiď, uŶ autƌe iŶhiďiteuƌ de tǇƌosiŶe kiŶase ĐiďlaŶt B‘AF, s͛est ƌĠǀĠlĠ 

Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ diƌeĐteŵeŶt les Đellules NK et aŵĠlioƌeƌ la ƌĠpoŶse de patients atteints de 

mélanome (De Andrade et al. 2014). AiŶsi l͛utilisatioŶ ĐoŵďiŶĠe de TKI aǀeĐ d͛autƌes 

ŵolĠĐules Đoŵŵe des AĐ ďloƋuaŶts l͛aŶti-CTLA-ϰ ou l͛aŶti-PD-1 serait une stratégie 

iŶtĠƌessaŶte : les TKI ĐiďlaŶt la tuŵeuƌ tout eŶ faǀoƌisaŶt l͛aĐtiǀatioŶ des Đellules NK taŶdis 

que les Ac anti-CTLA-4 ou anti-PD-1 permettent l͛aĐtiǀatioŶ des LT daŶs la tuŵeuƌ. 

Cependant, bien que reposant majoritairement sur leurs effets sur les LT, les Ac anti-CTLA-4 

et anti-PD-1 ciblent aussi les cellules NK qui expriment CTLA-4 et PD-1. Ainsi, une meilleure 

ĐoŵpƌĠheŶsioŶ de l͛iŵpaĐt de Đes Ac sur les cellules NK aiderait à améliorer leur utilisation. 

Nos ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt ĠgaleŵeŶt l͛iŵpoƌtaŶĐe du ŵiĐƌoeŶǀiƌoŶŶeŵeŶt tuŵoƌal et 

ŶotaŵŵeŶt du TNFα daŶs la foŶĐtioŶ des Đellules NK. Nous ŵoŶtƌoŶs Ƌue le TNFα est au 

Đœuƌ d͛uŶ Ŷouǀeau ŵĠĐaŶisŵe iŶhibiteur des cellules NK via la voie TNFR2/BIRC3/TRAF1. 

AiŶsi, Đhez la souƌis, l͛iŶhiďitioŶ du TNFα paƌ l͛EtaŶeƌĐept ;uŶe pƌotĠiŶe de fusioŶ 

ĐoŵpƌeŶaŶt la paƌtie eǆtƌaĐellulaiƌe du TNF‘Ϯ liĠ à uŶ fƌagŵeŶt FĐ d͛uŶe IgGϭͿ diŵiŶue la 

dissémination métastatique d͛uŶe ligŶĠe tuŵoƌale seŶsiďle auǆ Đellules NK. Il appaƌait doŶĐ 

Ƌue le Điďlage du TNFα daŶs ĐeƌtaiŶs ĐaŶĐeƌs pouƌƌait ƌestauƌeƌ l͛aĐtiǀitĠ aŶtituŵoƌale des 

Đellules NK. Le Điďlage d͛autƌes ĐǇtokiŶes iŶhiďitƌiĐes, Đoŵŵe le TGFβ, où l͛iŶjeĐtioŶ de 

cytokines stiŵulatƌiĐes Đoŵŵe l͛IL-ϭϮ ou l͛IL-18 ont déjà démontré des résultats intéressants 

(Romee, Leong, and Fehniger 2014). Combiner ces différentes approches permettrait de 

rétablir un microenvironnement antitumoral favorable aux cellules NK. 

Enfin, le séquençage des ARNm des cellules présentes dans le microenvironnement 

tumoral a permis de définir le profil transcriptomique des tumeurs mais également des 

cellules immunitaires dans un cancer donné. Nous avons pu mettre en évidence grâce à 

Đette teĐhŶiƋue le ƌôle dĠlĠtğƌe de la ǀoie TNFα/TNF‘Ϯ/BI‘Cϯ/T‘AFϭ daŶs les Đellules NK, 

initialement dans le GIST. Ces résultats ont démontré pour la première fois un rôle négatif 

du TNFα suƌ les Đellules NK. ‘ĠĐeŵŵeŶt, NiƌsĐhl et Đollğgues oŶt dĠŵoŶtƌĠ uŶ ƌôle de l͛IFNɶ 

daŶs la ƌĠsistaŶĐe de ŵĠlaŶoŵe pƌiŵaiƌe à l͛iŵŵuŶitĠ aŶtituŵoƌale ǀia l͛eǆpƌessioŶ de la 

protéine suppressor-of-cytokine-signaling 2 (SOCS2) dans des phagocytes infiltrant les 

tumeurs (Nirschl et al. 2017). 



132 
 

MalgƌĠ la dĠĐouǀeƌte des Đellules NK il Ǉ a ϰϬ aŶs, leuƌs ŵĠĐaŶisŵes d͛aĐtioŶ et leuƌ 

fonctionnement ne sont pas pleinement compris et exploités en clinique. Cela peut 

s͛eǆpliƋueƌ paƌ les diffiĐultĠs à tƌouǀeƌ des ŵodğles appƌopƌiĠs, l͛hĠtĠƌogĠŶĠitĠ de la 

populatioŶ des Đellules NK ;ĐǇtotoǆiƋues, sĠĐƌĠtƌiĐes, ŵĠŵoiƌes, …Ϳ et paƌ les diffĠƌeŶĐes 

entre les cellules NK murines et celles humaines, constituant un obstacle majeur pour 

l͛appliĐatioŶ ĐliŶiƋue des dĠĐouǀeƌtes suƌ les Đellules NK. EŶ effet, paƌ eǆeŵple le ƌĠĐepteuƌ 

NKpϯϬ Ŷ͛eǆiste pas Đhez la souƌis. AiŶsi pouƌ Ŷotƌe Ġtude Đhez la souƌis, il seƌait intéressant 

de réaliser les mêmes expériences chez des souris humanisées, même si ces dernières 

pƌĠseŶteŶt ĠgaleŵeŶt des liŵites ;iŶjeĐtioŶ d͛IL-ϭϱ huŵaiŶe ŶĠĐessaiƌe pouƌ l͛hoŵĠostasie 

des cellules NK) (Li and Di Santo 2016). Néanmoins, plusieurs thérapies basées sur les 

cellules NK sont testées actuellement (Conlon et al. 2015; Kohrt et al. 2011; Nguyen et al. 

2009). De plus, une approche par étape ciblant dans un premier temps les cellules NK puis 

les LT deǀƌait ġtƌe eŶǀisagĠe : l͛ĠliŵiŶatioŶ des Đellules tuŵoƌales et la pƌoduĐtioŶ d͛IFNɶ paƌ 

les cellules NK favoriserait très certainement le dĠǀeloppeŵeŶt d͛uŶe ƌĠpoŶse aŶtigğŶe 

spécifique des LT. 

Les ƌĠsultats pƌĠseŶtĠs daŶs Đette thğse dĠŵoŶtƌeŶt l͛iŵpoƌtaŶĐe des Đellules NK et 

plus particulièrement des isoformes du récepteur activateur NKp30 dans la survie des 

patients GIST et présentent également pour la première fois un rôle délétère de la voie 

TNFα/TNF‘Ϯ/BI‘Cϯ/T‘AFϭ pouƌ la foŶĐtioŶŶalitĠ aŶtituŵoƌale des Đellules NK. AiŶsi, le 

ciblage de cette nouvelle voie mais également des isoformes de NKp30 représentent des 

nouvelles stratégies thérapeutiques pour la restauration des capacités antitumorales des 

cellules NK. 
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