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Résumé  

La Fractalkine (FKN) comme traitement des métastases osseuses de CNPC au sein d’une 

stratégie multimodale : Une étude préclinique sur un modèle murin. 

 

Le cancer du poumon touche plus de 50 000 
personnes par an en France. Au moment du 
diagnostic, 60% des patients présentent une 
maladie métastatique. Ces métastases siègent 
au niveau osseux dans 20 à 40% des cas et sont 
associées à une survie réduite (5 à 10% à 5 ans) 
et à une altération de la qualité de vie. 
L’identification de nouvelles thérapeutiques 
potentielles est nécessaire à l’amélioration du 
pronostic vital et fonctionnel de ces patients. 
Une chimiokine, la fractalkine (FKN), 
constitue une piste thérapeutique intéressante. 
Ayant un rôle dans le recrutement 
leucocytaire, ainsi que sur le métabolisme 
osseux, délivrée localement, elle pourrait 
permettre de restaurer une immunité anti-
tumorale et agir sur l’ostéolyse. Son impact sur 
le développement tumoral est complexe et 
dépend de l’expression de son récepteur par les 
cellules tumorales, sa forme, la localisation des 
lésions, et du type de cancer. 
 
Nous avons tout d’abord voulu déterminer 
l’impact de la FKN sur le développement de 
métastases osseuses de CNPC (cancer 
pulmonaire non à petites cellules) dans un 
modèle syngénique murin, utilisant des 
cellules LL2 exprimant soit un niveau faible 
(LL2-FKNlo), soit un niveau élevé de FKN 
(LL2-FKNhi).  
 
 La FKN avait un effet anti-tumoral, 
permettant une réduction du poids des tumeurs 
de 73% dans le groupe LL2-FKNhi comparé au 
groupe LL2-FKNlo à J14.  
L’expression élevée de FKN était associée à 
une augmentation du recrutement des 
monocytes inflammatoires, des cellules 

Natural Killer (NK), et plus particulièrement 
des lymphocytes B (LB), constituant un 
microenvironnement immunopermissif.  Elle 
était également associée à des modifications 
significatives du niveau d’expression de gènes 
impliqués dans l’ostéoformation et la 
régulation de l’immunité. 
 
L’effet anti-tumoral de la FKN tendant à 
s’atténuer au cours du temps, et la proportion 
de lymphocytes T régulateurs (LTreg) 
FOXP3+ infiltrant le microenvironnement des 
tumeurs LL2-FKNhi étant supérieure à celle 
des tumeurs LL2-FKNlo, nous avons suspecté 
leur implication dans cette perte d’effet.  
Nous avons testé des associations de 
traitements, capables de stimuler l’immunité 
anti-tumorale via le blocage de checkpoints 
immunitaires (Ac monoclonaux anti-CTLA4, 
anti-PD1, anti-PDL1, anti-TIM3), ou capables 
de bloquer l’activité des LTreg 
(cyclophosphamide, Ac anti-GITR), en 
association à une expression élevée de la FKN 
dans le but de de renforcer et/ou prolonger son 
effet anti-tumoral.  
A ce jour, les schémas d’administration que 
nous avons choisis n’ont pas permis d’obtenir 
un tel résultat. D’autres protocoles doivent 
encore être testés. 
 
Ces travaux nous ont permis de montrer un 
effet anti-tumoral de la FKN dans un modèle 
murin de métastases osseuses de CNPC, d’en 
préciser les mécanismes sous-jacents et 
d’identifier de nouvelles pistes d’associations 
de traitements, prenant en compte le rôle anti-
tumoral des LB et pro-tumoral des LTreg dans 
ce modèle murin.  

 

Mots Clés :CX3CL1, cancer pulmonaire, métastases osseuses, microenvironnement tumoral, 
inhibiteurs de checkpoints immunitaires 
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Fractalkine as a treatment of bone metastasis of NSCLC within a multimodal strategy: 

preclinical study in mice. 

 

Summary  

In France, about 50 000 new cases of lung 
cancer are diagnosed every year. Sixty percent 
of them are already metastatic. Bone 
localizations are described in 20 to 40% of 
cases and they are associated with poor 
survival (5 to 10 % at 5 years) and impaired 
quality of life. New therapeutic options are 
mandatory to improve survival and functional 
prognosis. 
A chemokine, the fractalkine (FKN), 
represents a promising one. It is known for its 
capacity of leukocytes recruitment and its 
impact on the bone metabolism. It could be 
able to restore anti-tumor immunity and to act 
on osteolysis, when delivered locally. The 
impact on tumor development is highly 
complex and depends on the expression of its 
receptor by tumor cells, its molecular form, 
the location of the lesion, and the tumor type. 
 
We first planned to determine the impact of 
the FKN on the tumor development within a 
syngeneic murine model of bone metastasis of 
lung cancer, using either LL2 lung cancer cell 
line expressing a low (LL2-FKNlo) or a high 
level of FKN (LL2-FKNhi). 
 
FKN had an anti-tumoral effect, able to reduce 
the tumor-weight by 73% in the LL2-FKNhi 
groups, compared to LL2-FKNlo one, at day 
14. High level of expression of FKN was 
associated with an increase in the recruitment 
of inflammatory monocytes, natural killer 

cells, and more specifically B lymphocytes 
(LB). Together, they formed an 
immunopermissive tumoral 
microenvironment. We also noted significant 
modification of expression level of genes 
involved in osteoformation and regulation of 
immunity. 
 
The FKN anti-tumor effect tended to decrease 
after day 14. At the same time, we quoted a 
high level of infiltration of LL2-FKNhi tumors 
by T regulatory lymphocytes (LTreg). We 
suspected their implication in this loss of 
effect. 
We tried therapeutic associations, able to 
stimulate anti-tumor immunity through 
immune checkpoint blockade (monoclonal 
antibody against CTLA4, PD1, PDL1, or 
TIM3) or to block LTreg (cyclophosphamide, 
anti-GITR antibody) in association with high 
FKN expression. The goal was to prolong 
and/or to reinforce its anti-tumoral effect. 
To date, the used administration protocols 
weren’t able to induce such an effect. Other 
protocols need to be tested. 
 
This work highlighted an anti-tumoral effect 
of FKN in this murine model of bone 
metastasis of lung cancer and identified the 
underlying mechanisms. It pointed out new 
therapeutics associations options based on the 
anti-tumoral implication of LB, and pro-
tumoral action of LTreg.

. 
 

Keywords: CX3CL1, lung cancer, experimental bone metastases, tumor microenvironment, 
checkpoint inhibitor 
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Introduction  

A Le cancer pulmonaire  

 

a. Épidémiologie du cancer pulmonaire 

 

En France, en 2018 (données GLOBOCAN 2018), le cancer du poumon touchait 47 133 

nouveaux patients. Pendant cette même année, il était responsable de 37 459 décès. 

Dans le monde, en 2018 (données GLOBOCAN 2018), le nombre de cas incidents de cancer 

du poumon était de 2 093 876, avec une mortalité de 1 761 007, le plaçant au premier rang des 

causes de décès par cancer, devant les cancers du côlon, de l’estomac, du foie et du sein. 

Même si la lutte contre le tabac, son principal carcinogène identifié (Le Cancer en France 

Edition 2014), a permis de diminuer son incidence aux États-Unis et en Europe, celle-ci reste 

en augmentation dans tous les autres pays du monde (De Groot et al. 2018).  

L’analyse de la base de données américaine SEER  

(https://seer.cancer.gov/statfacts/html/lungb.html) nous révèle les données suivantes : 

- 6,3% des hommes et des femmes développeront un cancer du poumon 

à un moment de leur vie. 

- L’âge médian au diagnostic est de 70 ans 

- Le taux de survie à 5 ans, tous stades confondus, est de 19,4% 

- 57% des patients présentent au moins une métastase au moment du 

diagnostic de cancer pulmonaire  

- Le taux de survie à 5 ans des patients ayant une atteinte métastatique 

est de 5,2%.  

 

On distingue 2 grands types de cancers pulmonaires : 

 -les cancers pulmonaires à petites cellules (CPC) qui représentent 15% des diagnostics.  

 -les cancers pulmonaires non à petites cellules (CNPC) qui représentent 85% de 

l’ensemble des cancers pulmonaires (Jemal et al. 2011). 

Parmi les CNPC, il existe 2 types histologiques principaux : les adénocarcinomes (ADK) et les 

carcinomes épidermoïdes (CE). 

Quel que soit le sous-type histologique, l’histoire naturelle du cancer du poumon est l’évolution 

vers un stade métastatique, et le site osseux est l’un des plus fréquents.  
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En effet, 20 à 40% des patients ayant un cancer pulmonaire tous stades confondus 

développeront des lésions osseuses au cours de leur maladie (Kuchuk et al. 2012). Chez 40 à 

80% de ces patients, la maladie est métastatique à l’os dès le diagnostic. Les localisations 

osseuses sont multiples dans plus de 80% des cas, et touchent les vertèbres dans 40 à 50% des 

cas, les côtes dans 20 à 27% des cas, et le bassin dans 17 à 22% des cas. Le fait d’avoir des 

métastases en site osseux réduit significativement la médiane de survie des patients atteints de 

cancer pulmonaire, comparé aux autres localisations métastatiques possibles. 

 

b. Prise en charge des CNPC métastatiques en 2020 

 

Actuellement, la prise en charge du CNPC, en France, repose sur un arsenal thérapeutique 

élargi associant la chirurgie, la radiothérapie (conventionnelle et ciblée), la chimiothérapie 

conventionnelle (doublet associant un sel de platine et une molécule de 3ème génération), les 

anti-VEGF, les thérapies ciblées (Tyrosines Kinase Inhibiteur en cas de mutation de REGF, de 

translocation de ALK, de ROS 1, de BRAF ou de HER2) et les immunothérapies (Ac anti PD1- 

anti PDL-1 et anti- CTLA4). 

Pour les CNPC métastatiques de type adénocarcinome, le traitement proposé est une thérapie 

ciblée en cas de mutations d’oncogènes (addiction oncogénique), une immunothérapie anti-

PDL1 (pembrolizumab) associée à un doublet de sel de platine et molécule de 3ème génération 

quand l’expression de PDL1 est <50%, ou une monothérapie anti-PDL1, si PDL1 est exprimé 

par plus de 50% des cellules tumorales. 

Pour les CNPC métastatiques de types carcinomes épidermoïdes : le traitement repose sur un 

doublet de chimiothérapie en cas de PDL1<50% ou une monothérapie par anti-PDL1 en cas de 

PDL1>50%. 

Les taux de survie pour les stades métastatiques atteignent :  

• 45,5% à 5 ans en cas d’ADK avec addiction oncogénique accessible à une 

thérapie ciblée (Mok et al. 2020). 

• 45,5% à 2 ans pour les ADK traités par chimiothérapie et anti-PDL1 (Gadeel et 

al. 2020). 

• 17,1% à 3 ans pour les lésions exprimant PDL1 à plus de 50% et traitées par 

anti-PDL1 (Vokes et al. 2018). 

• 8,2% à 3 ans pour les tumeurs relevant d’un traitement par chimiothérapie 

conventionnelle (Vokes et al. 2018). 
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Malgré les évolutions récentes du traitement du cancer du poumon à un stade métastatique, il 

existe une marge de progression importante dans le traitement de cette maladie qui reste encore 

trop souvent et trop rapidement mortelle. 

 

c. Prise en charge spécifique des métastases osseuses de CNPC en 2020 

 

L’invasion du tissu osseux par les cellules malignes compromet rapidement l’équilibre entre la 

synthèse/minéralisation de la matrice osseuse (assurée par les ostéoblastes) et la résorption 

osseuse (assurée par les ostéoclastes), induisant une hyper-résorption osseuse et facilitant ainsi 

le développement des métastases.  

D’un point de vue clinique, cela se traduit par des douleurs osseuses, des fractures 

pathologiques, des compressions médullaires ou de racines nerveuses, des hypercalcémies 

malignes et à l’extrême, une insuffisance médullaire (Santini et al. 2015). Ces différents 

événements sont regroupés sous le terme d’Événements Osseux (EO). 

La prise en charge de ces métastases osseuses repose sur le traitement systémique détaillé au 

point précédent, auquel peut s’ajouter un traitement spécifique à cette localisation : 

- un traitement systémique par inhibiteurs de la résorption osseuse, en cas de localisations 

osseuses multiples, dans le but de prévenir les EO. 

- la radiothérapie palliative, dans un but de décompression ou d’antalgie. 

- la chirurgie de décompression en cas de risque neurologique élevé. 

- la chirurgie de stabilisation en cas de fracture pathologique. 

- le recours aux techniques ablatives et de cimentoplasties en radiologie interventionnelle. 

 

Les traitements inhibiteurs de la résorption osseuse actuellement disponibles en pratique sont 

les suivants : 

- les biphosphonates (acide zolédronique) (Lopez-Olivo et al. 2012), 

- les anticorps monoclonaux anti-RANK-ligand (dénosumab) (Henry et al. 2011). 

 

Malgré les progrès de la radiologie interventionnelle, de la chirurgie, de la radiothérapie et des 

nouvelles chimiothérapies, les métastases osseuses conservent à la fois un très mauvais 

pronostic (médiane de survie entre 7 et 15 mois) et un impact majeur sur la qualité de vie des 

patients, incitant de fait la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques, notamment celles 

basées sur l’immunité anti-tumorale. 
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B Cancer et immunité 

 

a. Définition du cancer et de son microenvironnement 

 

Depuis les travaux de synthèse de Hanahan et Weinberg en 2000 et 2011 qui ont décrit les 

« hallmarks » du cancer (Hanahan et Weinberg 2000 ; Hanahan et Weinberg 2011), le cancer 

n’est plus uniquement considéré comme une maladie de la cellule tumorale.  

2000       2011 

Figure 1 : Hallmarks du cancer.  Ces 2 schémas présentent les caractéristiques distinctives 
des cellules de cancers reconnues en 2000 (panneau gauche), et révisées en 2011 (panneau 
droit). Les cibles thérapeutiques que représentent ces caractéristiques sont soulignées dans la 
version de 2011 ainsi que les thérapeutiques en cours de développement.  
Adapté de Hanahan, D. and Weinberg R.A. The hallmarks of cancer. Cell 2000 : 100, 57–70 ; 
et Hanahan D and Weinberg R. Hallmarks of cancer. The next generation.Cell 2011 ; 144 : 
646-674. 
 
Il s’agit bien d’une pathologie d’origine génétique, qui résulte d’activations d’oncogènes, 

d’inactivations de gènes suppresseurs de tumeurs, du fait de la survenue de mutations lors des 

divisions cellulaires successives, et d’altérations épigénétiques.  

Dès lors, la cellule tumorale acquiert 6 propriétés (Fig. 1/ 2000):  

- l’activation constitutionnelle des voix de signalisation de la prolifération 

cellulaire,  

- la résistance à l’apoptose et aux mécanismes de mort cellulaire,  

- l’échappement aux mécanismes de régulation de la prolifération cellulaire,  

- l’immortalité (réplication illimitée, pas de sénescence),  

- les capacités d’invasion et métastases,  

- et l’induction d’une néo-angiogenèse.  
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L’accumulation de mutations somatiques est d’ailleurs un paramètre étudié, permettant de 

définir une tumeur en fonction de son instabilité génétique (genetic instability) et donc de la 

quantité de mutations retrouvées au sein des cellules tumorales (tumor mutational burden = 

nombre de mutations somatiques par mégabase d’ADN).  

 

Mais ces altérations génétiques ne sont pas suffisantes au développement d’un cancer. La 

cellule tumorale doit également être capable d’échapper à la destruction par les cellules 

immunitaires tout en induisant un profil inflammatoire favorable à son développement. Plus 

le nombre de mutations est élevé dans les cellules tumorales, plus la tumeur est considérée 

comme potentiellement immunogène, par l’expression de néo-Antigènes (Ag) résultants de 

l’expression de ces mutations accumulées. Mais les cellules tumorales ont également développé 

des mécanismes d’échappement à la vigilance du système immunitaire. Les mécanismes les 

plus fréquemment décrits dans la littérature sont les suivants (Beatty et Gladney 2015 ; 

Mellman et al. 2011) : 

- La sélection des clones tumoraux les moins immunogènes par la perte de 

l’expression ou la mutation des Ag tumoraux, ou par la perturbation des 

mécanismes de présentation Ag (diminution de l’expression du complexe 

majeur d’hisotocompatibilité (CMH) I, blocage de la maturation des cellules 

dendritiques (CD), blocage du CMH, diminution de l’expression des facteurs de 

co-activation…) 

- La résistance à la lyse cellulaire induite par les lymphocytes T (LT) 

cytotoxiques. 

- Le développement d’un environnement immunosuppressif par le recrutement de 

lymphocytes immunosuppresseurs (LTreg, MDSCs, macrophages M2…) , la 

production de cytokines pro-tumorales, et immunosuppressives (VEGF, IL10, 

adénosine, prostaglandine E2, TGFβ…). 

- L’induction d’un épuisement ou d’une anergie des LT cytotoxiques, par 

l’expression de checkpoint immunitaires (CPI) inhibiteurs.  

 

Enfin la cellule tumorale doit également être capable de modifier son métabolisme afin de 

pouvoir permettre une prolifération et une croissance cellulaire permanente (Fig. 1/2011).  

 

C’est donc le comportement de la cellule tumorale au sein de son microenvironnement, qui 

permet ou non le développement d’une tumeur et d’une métastase. 
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Le corollaire de ces découvertes est que la prise en charge du cancer n’est plus seulement 

centrée sur la destruction directe de la cellule cancéreuse (chimiothérapie, chirurgie, 

radiothérapie), mais sur le traitement de la cellule tumorale au sein de son microenvironnement 

(Fig. 2 A), en ciblant tous les acteurs possibles :  

- Les cellules tumorales, avec différentes populations clonales, et donc une 

hétérogénéité certaine. 

- Les cellules endothéliales des néo-vaisseaux associés aux tumeurs, les péricytes, 

les fibroblastes associés aux tumeurs (CAF)… 

- Les cellules immunitaires 

- Le métabolisme cellulaire 

- Les éléments permettant les interactions entre ces différents constituants, dont 

les chimiokines et les CPI. 

La composition de ce microenvironnement tumoral, ainsi que le comportement des éléments 

qui le composent sont dynamiques, et évoluent au cours du temps et du développement des 

lésions (Fig. 2 B).  

 

 

A         B 

 

Figure 2 : Les cellules du microenvironnement tumoral. 

A : les tumeurs solides sont constituées de différentes cellules : celles du parenchyme et celles 
du stroma, qui participent ensemble à la croissance et à la progression de la tumeur.  
B : les différents microenvironnements tumoraux. L’abondance, l’organisation histologique, 
les caractéristiques phénotypiques des types de cellules stromales, ainsi que de la matrice 
extracellulaire, évoluent pendant la progression tumorale, permettant la croissance de la 
tumeur primaire, l’invasion des tissus adjacents puis la croissance métastatique. Les cellules 
saines de l’organe atteint, affectent aussi les caractéristiques des différents 
microenvironnements néoplasiques, qui sont évolutifs.  
Adapté de Hanahan D and Weinberg R. Hallmarks of cancer. The next generation. Cell 2011 ; 
144 : 646-674. 
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Ce dynamisme tumoral associé à la complexité et la diversité des mécanismes impliqués dans 

le développement tumoral, plaident pour l’utilisation de traitements combinés, ciblant 

différentes caractéristiques du cancer.   

Les traitements développés afin de restaurer l’immunité anti-tumorale doivent être adaptés à 

une analyse personnalisée des mécanismes d’échappement d’une tumeur donnée dans un 

environnement donné (place des éléments théragnostiques individuels). La connaissance du 

principe d’immunosurveillance, et de la composition et des propriétés des cellules immunitaires 

en contexte tumoral est un prérequis essentiel au développement de ces stratégies 

thérapeutiques. 

 

b. Concepts d’immunosurveillance et d’immunoediting 

 

Les interrelations entre l’immunité et le développement tumoral ont intéressé les chercheurs 

très précocement. Le concept d’immunosurveillance a été envisagé dès 1909, quand Paul 

Ehrlich a formulé l’hypothèse que les systèmes de défense de l’hôte pouvaient prévenir le 

développement de tumeurs (Ehrlich 1909). 

Le concept ne s’est vraiment développé que dans les années 1950, avec les travaux de Lewis 

Thomas (Thomas 1959) puis de Mac Farlan Burnett (Burnett 1970) qui définissent 

l’immunosurveillance comme l’ensemble des mécanismes impliquant l’identification et la 

destruction des cellules tumorales par le système immunitaire (Kuby 2013). Ce sont 

notamment, les altérations génétiques et épigénétiques qui caractérisent les cellules tumorales, 

qui sont responsables de l’expression de multiples Ag spécifiques de la cellule tumorale, 

signature du non soi, et donc capables d’induire une réponse immunitaire (Boon et al.1996). Ce 

premier concept permettait de fournir une explication au développement plus fréquent des 

cancers chez les patients immunodéficients, mais ne permettait pas de comprendre comment un 

cancer pouvait se développer chez les sujets immunocompétents. 

Un peu plus tard, dans les années 2000, Dunn et Schreiber (Dunn et al. 2002) ont développé le 

concept dynamique d’immunoediting. Ce concept, découpé en 3 phases (Fig.3) permettait la 

prise de conscience de la pression de sélection exercée par le système immunitaire sur les 

différents clones de cellules tumorales, conduisant à favoriser la multiplication des clones les 

moins immunogènes et donc le développement d’un cancer chez des patients 

immunocompétents par ailleurs.  C’était l’évolution du concept simple d’immunosurveillance 

vers celui d’immunoediting défini comme l’ensemble des processus pro-tumoraux, et anti-

tumoraux médiés par le système immunitaire (Kuby 2013).  
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Pendant la première phase, ou phase d’élimination, qui recoupe le concept 

d’immunosurveillance, le système immunitaire identifie les cellules tumorales comme des 

éléments étrangers et les détruit efficacement via les cellules Natural Killers (NK), et les LT 

CD4+ et les LT CD8+. 

Au cours de la seconde phase, ou phase d’équilibre, les cellules tumorales se développent et 

se multiplient. Le système immunitaire est encore efficace et capable de contrer le 

développement d’une tumeur. C’est pendant cette phase que la pression de sélection du système 

immunitaire est maximale : les clones tumoraux les plus immunogènes sont détruits, et seuls 

les clones tumoraux les plus « discrets immunologiquement » peuvent survivre puis se 

développer. Cette sélection des cellules tumorales les moins immunogènes favorise le passage 

à la phase 3. 

La troisième phase, ou phase d’échappement, correspond au moment où le système 

immunitaire n’est plus capable de détecter et/ou détruire les cellules tumorales ainsi 

sélectionnées, et la tumeur devient cliniquement détectable. 

 

Figure 3 : Les 3 E de l’immunoediting du cancer. 

3 phases sont décrites pour ce processus :  
a/ La phase d’Elimination, qui correspond à l’immunosurveillance.  
b/ La phase d’Equilibre qui constitue le processus par lequel le système immunitaire 
sélectionne de manière itérative les générations de cellules tumorales ayant des capacités 
accrues de résistance au système immunitaire.  
c/ La phase d’Echappement pendant laquelle la tumeur sculptée immunologiquement croît  de 
manière incontrôlée chez l’hôte immunocompétent. 
En bleu : les cellules tumorales de première génération. En rouge : les variants de cellules 
tumorales. En gris : les cellules stromales non transformées. En orange : une nouvelle 
génération de variants de cellules tumorales. Les petits disques orange représentent les 
cytokines, et les éclairs blancs l’activité cytotoxique des lymphocytes contre les cellules 
tumorales. 
Adapté de Dunn G, Bruce A, Ikeda H et al. Cancer immunoediting : from immunosurveillance 
to tumor escape. Nat Immunol. 2002 ;3 :991-8. 
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La connaissance de la composition en cellules immunitaires du microenvironnement tumoral, 

ainsi que de leur comportement respectif est indispensable à la compréhension de l’évolution 

d’une phase à l’autre, dans l’objectif final de restaurer une immunité anti-tumorale dans un but 

thérapeutique. L’objectif des immunothérapies anti-tumorales est l’inversion du concept 

d’immunoediting : revenir d’une situation d’échappement à une situation d’élimination. 

 

c. Populations de cellules immunitaires présentes dans le microenvironnement 

tumoral 

 

Comme nous venons de le voir, les cellules immunitaires ont un rôle majeur dans le 

développement des tumeurs et des métastases. Des travaux récents ont prouvé que la 

composition du microenvironnement immunitaire est corrélée à la survie des patients, 

notamment dans le contexte du CNPC (Tamminga et al. 2020). En plus de l’impact pronostique 

de l’analyse de la composition du microenvironnement immunitaire tumoral, l’émergence des 

immunothérapies en pratique clinique a conduit à une analyse extensive du rôle et du 

comportement de chaque population cellulaire immunitaire dans le développement tumoral, 

notamment dans un but théragnostique (Hendry et al. 2017).  

Nous allons évoquer les rôles connus de ces cellules dans le contexte du cancer pulmonaire 

(Altorki et al. 2019), sachant qu’un même type cellulaire peut avoir un profil d’action différent 

au cours des étapes du développement des tumeurs et des métastases. 

Le rôle des cellules immunitaires est conditionné par les autres éléments du 

microenvironnement tumoral, et réciproquement.  

Les interactions sont multiples : entre les cellules immunitaires elles-mêmes, entre les cellules 

immunitaires et les autres cellules du microenvironnement (cellules tumorales, cellules 

stromales, fibroblastes…). Ces interactions peuvent se faire directement par des mécanismes 

de ligands/récepteurs membranaires présents à la surface de ces différentes cellules, mais aussi 

via les cytokines et les facteurs de croissance qu’elles sécrètent et reçoivent (Fig. 4). 
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Figure 4 : Le microenvironnement hétérogène du cancer pulmonaire.  

Le microenvironnement du cancer pulmonaire (TME) contient une variété de cellules stromales 
reprogrammées par la tumeur. Un élément principal de l’immunosuppression dans le TME est 
l’inactivation des lymphocytes cytotoxiques CD8+ par différents biais. Les cellules 
dendritiques (CDs) immatures produisent du TGFβ, qui promeut l’expansion des populations 
cellulaires immunosuppressives telles que les LTreg FOXP3+, qui à leur tour inhibent les LT 
CD8+. Les CDs expriment PDL1 (ligand 1 du récepteur de mort cellulaire PD1), un CPI qui 
inhibe directement l’activation des LT CD8+. Les MDSCs (myeloid derived suppressor cells) 
expriment l’arginase 1 (ARG1) et l’oxyde nitrique synthase inductible (INOS), qui contribuent 
à l’inhibition des LT. Les fibroblastes associés aux tumeurs (CAF) peuvent également inhiber 
l’action des LT CD8+ en stimulant les LTreg ou en exprimant PDL1, PDL2 et FASL. De plus 
les cellules tumorales peuvent directement produire des molécules inhibitrices telles que la 
cyclooxygénase 2 (COX-2) ,la prostaglandine E2 (PGE2) , l’indolamine 2,3-dioxygénase 
(IDO), et PDL1 qui peuvent bloquer l’activité des LT CD8+. Les neutrophiles sécrètent de 
multiples cytokines qui influent sur la progression tumorale (interleukine 1-B (IL-1b), IL6). La 
tumeur sécrète des récepteurs solubles pour les produits de glycation avancée (sRAGE), qui 
induisent via une activation systémique des ostéoblastes de la moelle osseuse, un recrutement 
des neutrophiles SiglecFhi dans la tumeur lesquels vont favoriser la croissance tumorale par 
stimulation de la néo-angiogenèse, la différenciation des cellules myéloïdes, la suppression des 
LT et la prolifération des cellules tumorales. Les cellules endothéliales répondent au VEGF 
produit par les cellules tumorales, les NK, les TAMs (Tumor associated macrophages), pour 
induire une néo-angiogenèse. Les TAMs produisent l’IL6, COX-2, et les metalloprotéases 
MMP-9 et MMP-14 qui favorisent l’invasion et les métastases. Les NK induisent une 
immunosuppression par la down-régulation des NK-Rc, la diminution de leur potentiel de 
dégranulation, et la moindre production d’IFN-g. Les LB, dans les structures lymphoïdes 
tertiaires, peuvent soit produire des Ac tumeur-spécifiques, ou induire les LTreg.  
Adaptée de Altorki N, Markowitz G, Gao D et al. The lung microenvironment : an important 
regulator of tumor growth and metastasis. Nat Rew Cancer 2019 ; 9-28. 
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Pour décrire ces populations cellulaires, nous allons commencer par définir les structures 

lymphoïdes tertiaires (SLT), leur présence au sein des tumeurs pulmonaires étant associée à un 

meilleur pronostic (Remark et al. 2015). Les SLT sont des agrégats lymphocytaires constitués 

d’une zone riche en LT et d’une zone contenant les lymphocytes B (LB) formant un centre 

germinatif analogue à ceux présents au sein des organes lymphoïdes secondaires. Ce sont des 

lieux de génération de réponses immunitaires anti-tumorales où des CDs matures présentent 

des Ag aux LT et où des cellules folliculaires présentent des Ag aux LB, aboutissant 

respectivement à la maturation des LT effecteurs et mémoires, et à la différenciation des LB en 

plasmocytes producteurs d’Ac et en LB mémoires (Dieu-Nosjean et al. 2016). C’est un élément 

majeur du microenvironnement tumoral immunopermissif. 

Les Cellules dendritiques (CD) (Upham et Xi 2017), en conditions physiologiques, sont 

responsables de la présentation des Ag tumoraux aux LT CD4+ et CD8+, au sein des ganglions 

lymphatiques ou des structures lymphoïdes tertiaires (Goc et al. 2014). A l’état immature, les 

CD jouent le rôle de sentinelles dans les tissus périphériques, où elles captent les Ag. Elles 

deviennent alors matures et migrent vers les ganglions ou les structures lymphoïdes tertiaires 

où elles vont présenter cet Ag aux LT et activer leur réponse. Elles ont la capacité d’orienter 

cette réponse vers différents profils immunitaires via les cytokines qu’elles sécrètent (ex : 

profils Th1 ou Th2 pour les CD4+ helper). Elles ont également un rôle dans la sélection des 

LB. En contexte tumoral, elles peuvent avoir un effet immunosuppresseur par l’expression de 

molécules co-inhibitrices de la réponse T appelées checkpoints immunitaires (CPI) inhibiteurs, 

ou la production de TGFβ capable d’induire la différenciation des LT CD4 en LTreg FOXP3+.  

Les TIL (tumor infiltating lymphocytes) sont représentés à la fois par les LT et les LB 

infiltrant les tumeurs (Bremmes et al. 2016). Les lymphocytes T CD8+ et CD4+ sont les 

éléments principaux de la réponse immunitaire anti-tumorale.  Localisés dans les organes 

lymphoïdes secondaires ou tertiaires, ils reconnaissent les Ag tumoraux présentés par les 

cellules présentatrices d’Ag via le CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité). Alors 

activés, ils peuvent se différencier en T mémoire (CD4 ou CD8) ou en T effecteur (CD4 helper 

ou CD8 cytotoxique) (Fig. 5). 

Ils sont la cible privilégiée de la recherche sur l’immunothérapie anti-cancer du fait de : 

- leur activation sélective par la reconnaissance d’un Ag tumoral  

- leur capacité de cytotoxicité directe des cellules tumorales ainsi identifiées (LT 

effecteurs, cytotoxiques CD8+) 

- leur capacité à orchestrer l’ensemble de la réaction inflammatoire, tant innée 

qu’adaptative (LT helper CD4+). 
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Figure 5 : Mécanisme d’activation des LT : 
 A. La sélection clonale des LT spécifiques d’un antigène se fait dans les organes lymphoïdes 
secondaires ou tertiaires, via la présentation d’Ag par les cellules présentatrices d’Ag (CPA). 
Leur activation nécessite également l’expression d’un co-signal activateur par la CPA : 
CD80/86 qui active le Rc CD28 à la surface du LT.  
B. L’activation du LT est également régulée par l’expression des CPI inhibiteurs et activateurs 
(CTLA-4, CD80/86,PD1,PDL1,TIM3, TIGIT,VISTA…). Ainsi activés, et après avoir proliféré 
au sein des organes lymphoïdes, les LT vont migrer sur le site de l’inflammation où ils vont 
exercer une action cytotoxique directe sur les cellules tumorales (LT cytotoxiques CD8+), et 
également réguler l’ensemble de la réaction inflammatoire (LT helper). 
Adapté de Marshall H, Djamgoz M. Immuno-Oncology : Emerging Targets and Combination 
therapies. Front Oncol 2018 ;8 :315. 
 

Il existe une grande diversité de sous-types de LT helper (LTh). Orientés vers un profil ou un 

autre en fonction de l’environnement cytokinique au moment de l’activation des LT CD4+ 

(cytokines dites polarisantes), ils sont définis par leur profil cytokinique (cytokines dites 

effectrices) (Fig. 6):  

- Les LTh1 sécrètent l’ IL-2, l’IFNγ, le TNF β, activant les LT cytotoxiques, et les 

macrophages et favorisant la réponse anti-tumorale. 

- Les LTh2 sécrètent l’IL-4, l’IL-5, l’IL-6, l’IL-9, l’IL-10 et l’IL-13, régulent l’activation 

et la différenciation des LB, et induisent une réponse inflammatoire plutôt favorable au 

développement tumoral. 

- Les LTreg (CD4+, CD25+, FOXP3+) sont les LTh les plus impliqués dans 

l’immunosuppression tumorale. Leur rôle, en conditions physiologiques, est de 

maintenir un équilibre dans la réponse immunitaire et d’éviter l’auto-immunité. En 

contexte tumoral, ils sont capables d’induire la suppression des LT CD8+, des NK, des 

LB et des CPA, tout en majorant l’infiltration par les TAMs et les MDSCs.  

- Les LTh17, eux sont encore en cours d’étude, mais semblent impliqués dans la 

médiation de l’immunité cellulaire. 
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Figure 6 : Les différents sous-types de LTh.  

Les cytokines polarisantes, les facteurs de transcription, les cytokines effectrices et les fonctions 
principales en physiologie et en pathologie sont ici décrites pour chacun des sous-types 
principaux de LTh. 
Adapté de Kuby Immunology seventh edition. North American Edition. New York 2013. 
 
En contexte tumoral, les fonctions des TILs sont donc modulées par les éléments du 

microenvironnement tumoral. Les LT CD8+ sont le plus souvent bloqués conduisant à leur 

anergie ou épuisement, et les LTh orientés vers un profil pro-tumoral ou immunosuppressif, 

particulièrement LTreg. Cette reprogrammation des LT par le microenvironnement tumoral est 

une des cibles principales des traitements d’immunothérapie en cours de développement, dans 

l’objectif de restaurer une immunité anti-tumorale efficace.  

Aux côtés de ces LT, qui participent à l’immunité cellulaire anti-tumorale, les 

Lymphocytes B (LB), eux, sont les acteurs principaux de l'immunité humorale de par leur 

capacité à produire des immunoglobulines (Ig). Lors de la première rencontre avec un Ag, au 

sein des organes lymphoïdes secondaires ou tertiaires, les LB naïfs, vont se transformer en 

cellules B activées et se différencier en plasmocytes producteurs d’anticorps (Ac) ou en LB 

mémoires. Le rôle des LB dans l’immunité tumorale est encore en cours d’investigation et sujet 

à controverse (Kaplon et Dieu-Nosjean 2018). Ils ont 2 modalités d’action : une médiée par leur 

capacité à produire des Ac spécifiques, et une indépendante de ces Ig.  

Plusieurs publications montrent qu’une forte proportion de LB au sein des tumeurs solides a un 

impact pronostique positif, notamment pour le cancer pulmonaire (Germain et al. 2014 ; Hu et 

al. 2019). Cet effet anti-tumoral repose sur plusieurs mécanismes. Les plasmocytes, produisant 
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des Ig (Fig.7), peuvent induire la lyse des cellules tumorales suivant l’activation de 3 processus 

moléculaires distincts. On décrit la cytotoxicité dépendante du complément (CDC), la 

cytotoxicité cellulaire dépendante des Ac (ADCC) et la phagocytose cellulaire dépendante des 

Ac (ADPC). Les processus d’ADCC et l’ADPC nécessitent la participation d’effecteurs 

cellulaires porteurs du Rc à la fraction constante (Fc) des Ig (FcγRs), que sont les macrophages, 

les NK et les mastocytes. Ces cellules, une fois activées par la liaison de la Fc des Ig sur leurs 

récepteurs FcγR peuvent alors induire la destruction des cellules tumorales selon 2 modalités. 

La lyse cellulaire par cytotoxicité via la libération de perforine et de granzyme contenus dans 

des granules lytiques de ces granulocytes semble le processus principalement impliqué au début 

de la réaction inflammatoire. Dans un second temps, la fixation des Ig sur les Rc FcγR de ces 

granulocytes, induit l’expression des ligands TRAIL et/ou de Fas à leur surface, déclenchant 

un processus d’apoptose des cellules tumorales après liaison à leurs récepteurs de mort 

cellulaire (Hassin et al. 2011; Li et al .2014 ; Prager 2019). Toutefois, des mécanismes de 

compétition entre les différentes classes d’Ig produites par les LB, notamment entre les IgG4 

et les IgG1 aux propriétés effectrices plus puissantes, limitent le processus d’ADCC, et 

l’activation de la voie classique du complément (Karagiannis et al. 2013), réduisant, de fait, le 

potentiel anti-tumoral des LB associés aux anticorps.  

Les LB peuvent contribuer par ailleurs à l’immunité anti-tumorale par d’autres mécanismes 

indépendants des anticorps. En effet, avec les cellules dendritiques et les macrophages, les LB 

sont les seuls types cellulaires considérés comme cellules présentatrices d’antigènes 

« professionnelles », car exprimant à la fois à leur surface le CMH et les signaux d’activation 

CD28/CD80/CD86. La présentation antigénique par les LB est donc particulièrement efficace, 

et majore ainsi l’action des LT effecteurs. Par ailleurs, de par leur profil de production 

cytokinique, les LB constituent une population hétérogène composée de sous-populations 

fonctionnellement distinctes qui contribuent à la fois aux réponses immunitaires pro- et anti-

tumorales. L'équilibre entre ces sous-populations, résultant de processus dynamiques de 

conversion des LB, est régulé par le microenvironnement tumoral (Lund 2008). Le profil de 

sécrétion des cytokines permet une subdivision des LB en trois sous-groupes : les LBel (B 

effector-1) sécrétant des cytokines (IFN-γ, IL-12, TNF-α) impliquées dans la polarisation Th1 

de LTh, les LBe2 (B effector-2) sécrétant des cytokines (IL-2, IL-4, TNF-α, IL-6) impliquées 

dans les réponses Th2, et les LBreg (B régulateurs) sécrétant des cytokines 

immunosuppressives (Lund 2008). Si les LBe1 participent à la réponse anti-tumorale, en 

revanche les LBreg sont impliqués dans les effets pro-tumoraux (Mizoguchi et al. 2000). 
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Figure 7 : Les Immunoglobulines (Ig), ou Anticorps (Ac).  

 On distingue 5 formes distinctes d’Ig : IgA, IgD, IgE, IgG et IgM. Bien que les différentes Ig 
puissent présenter des variations structurales, elles sont toutes construites sur la même unité 
de base constituée de 4 chaînes polypeptidiques (2 chaînes légères identiques et 2 chaînes 
lourdes identiques) maintenues ensemble par des ponts disulfures inter- et intra-chaînes ainsi 
que par des liaisons non-covalentes. Sur la base de la variabilité des séquences, les chaînes 
légères et les chaînes lourdes peuvent être subdivisées en 2 régions, variable et constante. 
Chaque forme présente des propriétés uniques déterminées par la région constante des Ig. La 
digestion des Ig par la papaïne conduit à la libération de 2 fragments identiques nommés Fab 
(pour antigen binding fragment) et un fragment constant Fc. Les fragments Fab se lient aux Ag 
spécifiques, et le fragment Fc, porteur de la fonction effectrice de l’Ac, peut interagir avec la 
cascade du complément, et les Rc à la Fc (FcgRs). Les IgG sont la classe la plus utilisée en 
cancérologie. 
 
En plus de ces 3 populations cellulaires, pouvant contribuer à la constitution de ces SLT au sein 

de la tumeur, et à l’immunité anti-tumorale, d’autres cellules immunitaires sont présentes dans 

le microenvironnement tumoral (Terme et Tanchot 2017). 

Les MDSCs (pour myeloïd-derived suppressor cells) constituent une population 

hétérogène de progéniteurs myéloïdes immatures de type granulocyte/neutrophile (G-MDCS) 

ou de type monocyte (M-MDCS). Elles ont un rôle essentiel dans la tolérance immunitaire, au 

même titre que les LTreg. En effet, elles sont capables (Ma et al. 2018 ; Kolahian et al. 2016) 

d’inhiber la prolifération des LT (via la production de Arg-1, de NO et de ROS) et d’induire le 

développement des LTreg contribuant à la constitution d’un environnement immunosuppressif. 

Les TAMs (pour tumor-associated macrophages) ont un rôle ambivalent au sein de la 

tumeur selon le phénotype prédominant. Les chimiokines ont un rôle particulier dans la 

polarisation des macrophages tumoraux. Sous l’influence du TNFα, de l’IFN- γ, et du LPS, ils 

sont orientés vers un phénotype M1. Ils sont dits activés (production d’IL12 et IL23), pro-

inflammatoires (haut niveau de présentation antigénique, production de chimiokines favorisant 



 27

la réponse Th1), avec une action anti-tumorale (cytotoxicité dirigée contre les cellules 

tumorales et nécrose).  

Sous l’influence de l’IL4, ils sont orientés vers un phénotype M2. Ils sont dits en état 

d’activation alternative, ont une faible production d’IL12, et ont une action immunosuppressive 

(production de cytokines Th2 : IL6, IL10, TGF-β, expression de CPI inhibiteurs tels que CTLA 

4 et PDL1) et pro-tumorale par favorisation de la néo-angiogenèse (production de VEGF). Le 

profil M2 est le profil prédominant dans le microenvironnement du cancer (Noy et Pollard 

2014). 

Les neutrophiles ont été initialement identifiés comme ayant un rôle pro-tumoral via la 

promotion de l’inflammation, de l’angiogenèse et du processus métastatique. Un rapport 

neutrophiles/lymphocytes élevé lors de l’initiation du traitement pour cancer pulmonaire 

pourrait d’ailleurs être un facteur de mauvais pronostic (Diem et al. 2017). D’autres études 

décrivent une action anti-tumorale des neutrophiles via la production de médiateurs 

cytotoxiques et anti-tumoraux particulièrement dans les cancers pulmonaires de stades précoces 

(N1) (Eruslanov et al. 2014). 

Les cellules Natural Killer (NK) ont un rôle important dans l’action anti-tumorale par 

reconnaissance directe des cellules tumorales. Cellules de l’immunité innée, elles ont un fort 

pouvoir de cytolyse (Bernardini et al. 2012). Les cellules tumorales n’exprimant pas ou peu le 

CMH, sont identifiées comme des cellules « du non-soi » par les NK, qui vont alors induire 

leur cytolyse. Cette action est médiée par leurs récepteurs inhibiteurs : KIR (killer-cell 

immunoglobuline like receptors) et CD94/NKG2A qui bloquent l’action cytolytique des 

NK quand ils détectent la présence du CMH sur les cellules cibles, et l’activent quand ils ne 

détectent pas le CMH. Les NK expriment également à leur surface des récepteurs activateurs : 

NKG2D, NCR (natural cytotoxicity receptors) et CD16. C’est le récepteur CD16 qui reconnaît 

la portion Fc des Ig, et active les processus d’ADCC et d’ADCP selon les modalités décrites 

plus haut.  Les NK activés produisent également un grand nombre de cytokines participant au 

recrutement et à l’activation d’autres cellules immunitaires. 

Toutes les cellules de l’immunité peuvent donc avoir un rôle pro ou anti-tumoral au sein 

du microenvironnement tumoral, et les cytokines, les facteurs de croissances et les CPI, produits 

et/ou exprimés par les autres populations cellulaires de ce microenvironnement, jouent un rôle 

majeur dans la polarisation de ces cellules (Fig.8). Il est très difficile d’appréhender dans sa 

globalité l’état immunitaire d’une tumeur. Il semble très intéressant de développer des index 

composites prenant en compte : la composition en cellules immunitaires, leur état d’activation, 
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les cytokines produites, les CPI exprimés, afin de guider les choix des thérapeutiques à proposer 

(Marshall et Djamgoz 2018).  

Les traitements visant à rétablir une immunité anti-tumorale chez les patients, nécessitent une 

bonne compréhension de ces populations immunitaires et leur comportement. La lutte contre 

l’environnement immunosuppressif tumoral au profit d’un environnement immunopermissif 

est l’objectif à atteindre. 

 

 

Figure 8 : Les mécanismes immunosuppressifs dans le microenvironnement tumoral. 

Les LTreg produisent TGF-b et IL10 qui inhibent les LT cytotoxiques (CTL). 
Les MDSCs produisent ROS, ARG, NO qui inhibent les CTL. 
Les TAMs produisent IDO qui inhibe les CTL, les NK et les cellules dendritiques immatures. 
Les CAF et les cellules endothéliales (tumorales, lymphatiques et vasculaires) produisent du 
TGFβ et stimulent l’apoptose des CTL via Fas/FasL.  
Le CMH-1 est peu exprimé par les cellules tumorales, pour bloquer la reconnaissance par les 
CTL.  
FasL, exprimé par les cellules tumorales induit l’apoptose des CTL.  
Les cellules tumorales sécrètent VEGF qui stimule la néo-angiogenèse, et des lactates et FGF 
qui favorisent le développement des CAF.  
Les cellules tumorales produisent CCL2, CXCL12 et IL1b qui stimulent les TAMs 
immunosuppresseurs.  
Les NK sont bloqués par la production tumorale d’IL6/10, IDO et TGF-b, et la production de 
PGE2, TGF-b et IDO par les CAF. 
Adapté de Marshall H, Djamgoz M. Immuno-Oncology : Emerging Targets and Combination 
therapies. Front Oncol 2018 ;8 :315. 
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C Tissus osseux et métastases 

 

a. Le tissu osseux sain  

 

La survenue des métastases osseuses dans le contexte du CNPC implique la connaissance des 

spécificités de ce microenvironnement particulier, afin d’y adapter plus spécifiquement les 

stratégies thérapeutiques envisagées. 

Le tissu osseux est un tissu conjonctif spécialisé d’origine mésenchymateuse. 

Il remplit 3 fonctions principales (Levasseur 2019):  

- une fonction biomécanique (protection des organes, et appareil locomoteur),  

- une fonction métabolique de réserve en minéraux (principalement phosphore et 

calcium),  

- une fonction hématopoïétique (production de tous les éléments figurés du sang, 

dont les cellules immunitaires, dans la médullaire osseuse, à partir de la cellule 

souche hématopoïétique)(Siddiqui et Partridge 2016 ). 

 
Le tissu osseux est constitué de matrice extracellulaire à plus de 90% et de cellules spécialisées : 

les cellules de la lignée ostéoblastique et les ostéoclastes. 

La matrice extracellulaire est minéralisée, et en constant remodelage : des phases d’apposition 

de matériel osseux succèdent à des phases de résorption, pour assurer son renouvellement et sa 

solidité, ainsi que pour maintenir l’homéostasie phosphocalcique de l’organisme. C’est un 

mélange de collagène de type I à 80%, de protéines non collagéniques (élastine, fibronectine, 

ostéonectine, ostéocalcine, ostéopontine, sialoprotéine osseuse, hyaluronane, …), de 

protéoglycanes, d’eau, d’enzymes, de facteurs de croissance, de cytokines et de cristaux 

d’hydroxyapatite. Les protéines non collagéniques de cette matrice extracellulaire sont soit des 

protéines produites par les ostéoblastes, soit des protéines plasmatiques qui ont été produites 

par des organes à distance. Ces protéines jouent à la fois un rôle dans la structuration de la 

matrice osseuse, dans la régulation de la minéralisation et du remodelage osseux, et dans les 

interactions cellulaires. 

Les cellules de la lignée ostéoblastique trouvent leur origine dans la moelle hématopoïétique à 

partir des cellules souches mésenchymateuses, qui donnent les cellules ostéoprogénitrices. 

Celles-ci-peuvent, sous l’influence de différents facteurs de transcription, se différencier en 

chondrocytes, adipocytes ou ostéoblastes. Les ostéoblastes, à leur tour, peuvent se différencier 

en ostéocytes ou évoluer en cellules bordantes (Fig. 9). 
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Figure 9 : Différenciation de la lignée ostéoblastique  

L’engagement de la cellule souche mésenchymateuse vers la voie ostéoblastique se fait sous le 
contrôle de multiples facteurs de transcription dont Runx2 (Runt-related transcription factor 
2), impliquant des voies de signalisation telles que Wnt/LRP5/ β-caténine. 
Adapté de Levasseur R. Physiologie du tissu osseux. EMC-Appareil locomoteur 2019 ;14 :1-
24. 
 

Les ostéoclastes dérivent, eux, d’un précurseur hématopoïétique circulant mononuclée 

commun avec les monocytes/macrophages (Fig. 10). 

 

 

Figure 10 : Différenciation de la lignée ostéoclastique. 

La différenciation de la lignée ostéoclastique se fait sous l’influence de M-CSF puis du système 
OPG/RANKL/RANK.  
Adapté de Levasseur R. Physiologie du tissu osseux. EMC-Appareil locomoteur 2019 ;14 :1-
24.  
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Le remodelage osseux est un phénomène permanent d’équilibre entre ostéolyse et 

ostéoformation. Cet équilibre est dépendant de la communication entre les cellules de la lignée 

ostéoblastique (ostéoblastes, ostéocytes et cellules bordantes) et les cellules en charge de la 

résorption osseuse (les ostéoclastes). 

Les ostéoblastes produisent les principales protéines constituant la matrice ostéoïde (matrice 

osseuse non minéralisée). Ils participent également à la minéralisation de cette matrice grâce à 

une enzyme membranaire : la phosphatase alcaline (PAL). Cette enzyme permet la libération 

de phosphate inorganique nécessaire à la production de phosphate de calcium sous forme de 

cristaux d’hydroxyapatite. Au sein de la matrice osseuse minéralisée, les ostéoblastes peuvent 

se différencier en ostéocytes ou en cellules bordantes (Toppets et al. 2004). Les ostéocytes, 

ainsi « emmurés » au sein de la matrice minéralisée, dans les ostéoplastes, émettent de longs 

prolongements cytoplasmiques, qui leur permettent de communiquer avec l’ensemble des 

cellules du milieu osseux, et de coordonner leurs actions. Ils jouent également un rôle de 

mécanorécepteur et peuvent induire la résorption osseuse. Les cellules bordantes forment, elles, 

une monocouche à la surface de l’os, permettant la communication entre la surface osseuse et 

les ostéocytes. Elles ont la capacité de se diviser et de se différencier en ostéoblastes matures, 

sous l’effet de la PTH ou lors de l’activation de la voie Wnt, constituant, de fait, une réserve 

rapidement mobilisable pour l’ostéoformation (Chow et al. 2009 ; Matic et al. 2016). 

Les ostéoclastes matures sont des cellules géantes multi-nucléées et polarisées, capables de 

résorber la matrice osseuse. La surface de contact entre la matrice osseuse et les ostéoclastes 

constitue la chambre de résorption ou lacune de Howship. La sécrétion d’ions H+ permet la 

résorption de la portion minéralisée de la matrice osseuse, et la libération des minéraux, des 

facteurs de croissance et des cytokines qui y étaient stockées. La digestion de la phase organique 

de la matrice osseuse s’effectue par la libération du contenu des lysosomes de l’ostéoclaste 

(phosphatase acide tartrate résistante (TRAP), cathepsine K, MMP…) (Fig. 11). 
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Figure 11 :  L’ostéoclaste mature.  
L’ostéoclaste mature s’ancre à la matrice osseuse grâce à des molécules d’adhésion situées 
dans les podosomes. Il acidifie la lacune de résorption ainsi délimitée, grâce à la production 
d’ion H+ via l’anhydrase carbonique de type II (ACII) et de multiples enzymes et échangeurs 
d’ions. Il en résulte une forte concentration en calcium. La matrice collagénique est digérée 
par les enzymes relarguées par l’ostéoclaste (TRAcP, MMP9, Cathepsine K). Les produits de 
la dégradation du collagène sont excrétés dans le milieu extracellulaire par transcytose. 
Adapté de Levasseur R. Physiologie du tissu osseux. EMC-Appareil locomoteur 2019 ;14 :1-
24. 
 
Ostéoblastes et ostéoclastes constituent les unités fonctionnelles de remodelage, et leur action 

est couplée dans le temps et dans l’espace. Le cycle de remodelage osseux est composé de 7 

phases (Fig. 12) : 

- Activation : Sous l’effet de signaux d’ostéorésorption mécaniques ou chimiques (Tabl. 

1), les cellules bordantes se rétractent et laissent place aux précurseurs ostéoclastiques. 

Sous l’effet des ostéoblastes qui sécrètent M-CSF et RANKL, les précurseurs 

ostéoclastiques prolifèrent et se différencient en ostéoclastes matures. La production 

d’OPG diminue. L’équilibre résorption/formation penche alors en faveur de la 

résorption. 

- Résorption : Les ostéoclastes matures vont débuter la dégradation de la matrice 

osseuse, sous l’effet de différents signaux (Tabl. 1). La résorption ostéoclastique se 

produit au sein des chambres de résorption, par libération d’enzymes lysosomales et 

production d’HCl, dans les lacunes de Howship.  
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- Inversion : la libération de calcium lors de l’ostéorésorption, induit l’apoptose des 

ostéoclastes. La résorption osseuse ralentit, et des macrophages viennent dégrader les 

résidus de la matrice osseuse. Le recrutement ostéoblastique augmente. 

- Formation : les progéniteurs ostéoblastiques prolifèrent au fond des lacunes de 

Howship, sous l’effet des facteurs de croissance libérés par la résorption de la matrice 

osseuse. Ils comblent ces lacunes de substance ostéoïde. 

- Minéralisation : les ostéoblastes minéralisent la matrice osseuse en produisant des 

cristaux d’hydroxyapatite. 

- Terminaison : une partie des ostéoblastes meure par apoptose. 

- Quiescence : une partie des ostéoblastes se différencie en ostéocytes et en cellules 

bordantes, quiescentes dans l’attente de signaux d’ostéorésorption…. 

 

 

Tableau 1 : Hormones et facteurs impliqués dans les différentes phases du remodelage 

osseux physiologique. 

Adapté de Siddiqui J, Partridge N. Physiological bone remodeling :systemic regulation and 
growth factor involvement. Physiology 2016 ; 31 : 233-245. 
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Figure 12 : Etapes du remodelage osseux physiologique. 

Adapté de Chapitre 4 : Le tissu osseux, année universitaire 2011/2012. Dr Anne McFLEER 
FLORIN 
 
Les relations entre les 2 populations cellulaires osseuses principales sont étroites : les 

ostéoblastes régulent le développement des ostéoclastes et inversement (Boyce et al 2008). 

Les ostéoclastes sécrètent des molécules favorisant la formation osseuse, les couplant aux 

ostéoblastes, telles que BMP-6, et Wnt-10. 

Les ostéoblastes sécrètent les BMP (Bone Morphogenesis Protein), qui régulent 

l’ostéoformation (interaction ostéoblaste/ostéoblaste) : BMP2 favorise la différenciation des 

ostéoblastes, et peut également induire leur apoptose (Hay et al. 2004) ; BMP 7 induit une 

augmentation de l’activité de la phosphatase alcaline (PAL), et induit la minéralisation de la 

matrice extracellulaire par ces mêmes ostéoblastes (Capulli et al. 2014). 

Les ostéoblastes produisent également différents éléments qui agissent sur les ostéoclastes.  Le 

premier est M-CSF, qui agit sur de multiples étapes du développement et de de l’activation des 

ostéoclastes. Ils sécrètent également PTHrp, IL-1b, IL-6 et TNF-α qui favorisent 

l’ostéoclastogenèse. Enfin, les ostéoblastes produisent le RANKL (Receptor Activator of NFkB 

Ligand (Anderson et al. 1997) et son antagoniste naturel, l’OPG (ostéoprotégérine) un Rc leurre 

soluble de RANKL (Simonet et al. 1997). Les ostéoclastes et leurs précurseurs expriment 

RANK, un Rc de surface de la superfamille du TNF. Quand RANKL se lie à ce Rc, il permet 

la multiplication, l’activation et la différenciation des ostéoclastes. Quand l’OPG se lie à 

RANKL, elle empêche la fixation de RANKL sur son Rc RANK et inhibe l’ostéoclastogenèse. 

Le ratio OPG/RANKL détermine le niveau d’ostéoclastogenèse. L’axe OPG /RANK/RANKL 

est la voie de communication principale entre les ostéoblastes et les ostéoclastes.  
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b. Les métastases osseuses  

 

Il est impossible de dissocier les mécanismes de constitution d’une métastase de la description 

des caractéristiques d’une cellule tumorale. Comme nous l’avons vu, 2 des 6 caractéristiques 

principales des cellules de cancer, décrites par Hanahan et Weinberg (Hanahan et Weinberg 

2000) sont les suivantes :  les capacités d’invasion et métastases, et l’induction d’une néo-

angiogenèse. Cependant ces 2 critères ne suffisent pas au développement d’une métastase. Déjà 

en 1889, Paget avait appréhendé la théorie du « seed and soil » : pour qu’une métastase se 

développe, il faut que la cellule tumorale rencontre le microenvironnement qui lui est adapté et 

inversement (Fidler 2002 ; Welch et Hurst 2019).  

Le milieu osseux est richement vascularisé, particulièrement dans la médullaire osseuse, sous 

la forme de capillaires fenêtrés. Il constitue également une réserve en facteurs de croissance et 

en cytokines. C’est un terrain naturellement propice à la formation de métastases, ce qui 

explique la fréquence de cette localisation dans l’évolution de la majorité des types de cancers 

(Migliorini et al 2020).  

Par ailleurs, la tumeur primitive est capable de préparer le site métastatique à distance, et donc 

d’optimiser le site osseux pour favoriser le développement de métastases. On parle de « niche 

pré-métastatique ». La tumeur libère dans la circulation générale, des facteurs de croissance et 

des cytokines capables de modeler le microenvironnement du futur site de métastase, 

notamment en favorisant un environnement immunitaire pro-tumoral et une néo-angiogenèse 

(Wang et al. 2020). 

Il existe également un ostéotropisme particulier de certaines cellules tumorales : les cellules 

tumorales porteuses du récepteur CXCR4 (sein, prostate…) se lient à la chimiokine CXCL12, 

fortement exprimée en milieu osseux, car produite par les ostéoblastes (Langley et Fidler 2011).  

L’ensemble de ces éléments, influencé par la multitude de facteurs impliqués dans le processus 

métastatique osseux, est résumé dans le tableau 2. 
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Tableau 2 : Principaux facteurs de régulation associés aux différentes phases du 

développement de métastases osseuses ostéolytiques et ostéocondensantes. 

Adapté de Wang M, Xia F, Wei Y, Wei X. Molecular mechanisms and clinical management of 
cancer bon metastasis. Bone Res 2020 ;8 :30. 
 
 
On décrit 2 types de métastases osseuses : les lésions ostéocondensantes, ou ostéoblastiques, et 

les lésions ostéolytiques ou ostéoclastiques (Schmid-Alliana et al. 2018). 

Dans le cas du cancer pulmonaire, les 2 types de métastases peuvent coexister, mais le profil le 

plus fréquent est ostéolytique, particulièrement pour les CNPC (Kuchuk et al. 2012). 
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Les métastases ostéocondensantes sont associées à une formation osseuse excessive. La 

stimulation de la formation osseuse résulte notamment d’une activation de la voie de 

signalisation Wnt via une interaction directe entre cellules tumorales et ostéoblastes (Xiang et 

Gilkes 2019). Par ailleurs, les facteurs IGF-1, IGF-2, TGF-β, TNF-α et IL1B, produits par les 

ostéoblastes, représentent des facteurs chemoattractants pour les cellules tumorales. 

Les métastases ostéolytiques, résultent, elles, d’un déséquilibre de la balance entre ostéolyse et 

ostéoformation, au profit de l’ostéorésorption. L’activité des ostéoclastes est stimulée par la 

production de certains facteurs par les cellules tumorales (IL-1, IL-6, IL-11, PDGF, MIP1a, 

TNF, M-CSF, RANKL, PTHrp). La résorption de la matrice osseuse libère des facteurs de 

croissance qui induisent la multiplication des cellules tumorales, qui à leur tour induisent la 

résorption de l’os et ainsi de suite.  

 

 

D Comment restaurer l’immunité anti-tumorale ? 

 

Le but d’un traitement d’immunothérapie anti-cancer est de restaurer une immunité anti-

tumorale efficace. L’analyse de la littérature et les éléments évoqués plus haut nous ont conduits 

à identifier 2 pistes de traitement. 

 

a. Les Chimiokines 

 

i. Définitions et Généralités 

 

Les cytokines sont des protéines solubles de 8 à 14 kDa, sécrétées par les cellules, capables 

d’agir à distance sur d’autres cellules, pour en réguler l’activité et la fonction. Ce sont des 

acteurs majeurs de la composition du microenvironnement tumoral puisqu’elles se trouvent à 

l’interface entre les différentes cellules qui le composent. 

Un des sous-groupes de ces cytokines est celui des chimiokines, ou cytokines chimiotactiques. 

Elles ont été décrites initialement comme des cytokines dotées de propriétés chémo-attractantes 

sur les cellules immunitaires, particulièrement les leucocytes (Thelen 2001 ; Roy et al. 2014). 

Elles représentent donc un moyen potentiel d’augmenter l’infiltrat inflammatoire au sein du 

microenvironnement tumoral, si on est capable d’augmenter leur concentration localement. 
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Les chimiokines font par ailleurs l’objet de multiples publications sur leur action directe dans 

la cancérogenèse, via leur rôle dans la migration cellulaire et l’angiogenèse (Mantovani et al. 

2010) (Tabl. 3). Elles sont impliquées dans la coordination et le recrutement leucocytaire en 

condition physiologique comme pathologique (inflammation, infection, cancer), mais aussi 

dans la régulation de la prolifération, de la différenciation, de la survie et de la sénescence 

d’autres populations cellulaires (angiogenèse, prolifération et survie des cellules tumorales, 

invasion et métastases). 

 

Tableau 3 : Chimiokines impliquées en cancérologie humaine. 

Adapté de Mantovani A, Savino B, Locati M et al. The chemokine system in cancer biology and 
therapy. Cytokine Growth Factor Rev. 2010 ; 21 :27-39. 
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Quarante-sept chimiokines ont été décrites à ce jour. Bien qu’elles partagent des similitudes 

d’action, ce sont des critères structuraux qui permettent de les définir : la présence de 4 résidus 

cystéines, impliquées dans la formation de 2 ponts disulfures, responsables de leur structure en 

3 dimensions. 

Les chimiokines sont subdivisées en 4 sous-groupes en fonction de l’arrangement de ces résidus 

cystéines : C, CC, CXC et CX3C (Fig. 13) (IUIS/WHO 2003). 

  

Figure 13 : Structure des  4 sous-groupes de chimiokines : CXC, CC, C et CX3C 
 Adaptée de Vinader V, Afarinkia K. A beginner’s guide to chemokines. Future Med Chem 
2012 ;4 :845-852 
 

Certaines chimiokines sont produites de manière constitutive, ce sont les chimiokines 

homéostatiques. Pour d’autres, la production est induite dans certaines circonstances, ce sont 

les chimiokines inflammatoires. 

L’action de ces chimiokines s’effectue via leur interaction avec un Rc membranaire. 

Ces Rc sont composés d’une chaîne polypeptidique de 350 à 360 acides aminés, dont 

l’extrémité N-terminale est extracellulaire et l’extrémité C-terminale est intracellulaire.  

Ils présentent 7 domaines transmembranaires. Leur activité de transduction du signal est médiée 

par une protéine G hétérodimérique, capable d’activer des voies de signalisation 

intracellulaires, responsables de l’action de la chimiokine. 

La spécificité d’interaction entre chimiokine et Rc est variable : certains ligands peuvent se lier 

à plusieurs Rc différents et inversement, ce qui implique une grande diversité d’action pour une 

même chimiokine. Plus rarement, cette relation ligand-Rc peut être exclusive. La redondance 

du système de chimiokines est une sécurité intrinsèque essentielle pour la fonctionnalité du 

système immunitaire. 

Leur action est également fonction de la concentration en chimiokine, de la concentration en 

Rc et de l’affinité du Rc pour une chimiokine donnée (Bonecchi et al. 2009). 
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ii. CX3CL1 ou Fractalkine 

 

1. Propriétés  

 

Le nom fractalkine (FKN) a été utilisé pour la première fois pour décrire une chimiokine 

découverte par Bazan et al. (Bazan J et al. 1997). La FKN est caractérisée par la présence de 3 

acides aminés variables, entre les 2 premiers résidus cystéine de l’extrémité N-terminale de ces 

peptides (chemokine [C-X3-C motif] ligand 1). Dans la nomenclature actuelle, basée sur la 

structure des chimiokines, CX3CL1 est le seul représentant de la sous-famille CX3C (Fig.14). 

CX3CL1 et CXCL16 sont dites chimiokines non conventionnelles car ce sont les 2 seules 

décrites pour présenter un ancrage membranaire. Cette spécificité structurelle leur confère une 

taille plus importante (respectivement 254 et 373 acides aminés versus 60-100 pour les 

chimiokines conventionnelles). Elles sont constituées de 4 domaines : un domaine chimiokine, 

un domaine mucine, un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire. 

CX3CL1 est synthétisée sous forme membranaire mais elle peut être clivée par plusieurs 

protéases (ADAM 10, ADAM 17, cathepsine S) libérant ainsi une forme soluble. 

Tous les effets biologiques de CX3CL1 sont médiés par un seul Rc: CX3CR1.  

On a longtemps cru que l'axe CX3CL1/CX3CR1 comprenait une paire exclusive de ligand et 

de Rc, ce qui augmentait l'attractivité de cette voie pour la thérapeutique (Imai et al. 1997). 

Cependant, en 2010, Nakayama et al. ont découvert de manière inattendue que la chimiokine 

CCL26 était un agoniste fonctionnel pour CX3CR1, de moindre affinité toutefois que CX3CL1 

(Nakayama et al. 2010). 

Dans sa forme membranaire, la FKN assure une adhésion cellulaire forte indépendante des 

intégrines et des sélectines (Bachelerie et al. 2013), qui intervient notamment dans la migration 

des leucocytes, permettant leur arrêt dans le flux sanguin, avant la diapédèse (White et Greaves 

2009).  

Dans sa forme soluble, elle possède une activité chimiotactique pour les cellules exprimant 

son Rc. Les cellules qui ont le niveau d’expression le plus important de ce Rc sont : les 

neutrophiles, les cellules NK, les monocytes CD14+, les LT CD4+ et CD8+, les CDs et les LB, 

ainsi que les neurones, les cellules de la microglie, les cellules endothéliales, les cellules 

musculaires lisses et les précurseurs d’ostéoclastes (Bazan et al. 1997). Sous cette forme, elle 

participe au recrutement leucocytaire, mais aussi à la migration de tous les types cellulaires qui 

portent son Rc. Elle favorise aussi la différenciation ostéoclastique et est produite par les 
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ostéoblastes, l’impliquant dans la régulation de la résorption osseuse (Koizumi et al. 2009, 

Hoshino et al. 2013).  

 

 

Figure 14 : La FKN ou CX3CL1 et son récepteur CX3CR1 
Les facteurs de transcription NF-kB, AP-1, STAT-1 et p53 induisent l’expression de la FKN.  
Synthétisée sous forme de précurseur (50-75 kD), la FKN subit différentes modifications post-
traductionnelles, notamment des glycosylations, avant de parvenir à une forme mature (100 
Kda) ancrée à la surface cellulaire. 
Elle exerce son action par sa fixation au récepteur membranaire CX3CR1, un récepteur à 7 
domaines transmembranaires couplé à une protéine G, qui active une cascade de signalisation 
intracellulaire. 
La FKN membranaire peut être clivée sous l’action d’ADAM 10, ADAM 17 et de la cathepsine 
S pour donner un fragment soluble de 85 kDa contenant le domaine chimiokine . 
Adapté de Liu W, Jiang L, Bian C et al. Role of CX3CL1 in disease. Arch Immuno Ther Exp 
2016 ; 64 :371-383. 
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2. Fractalkine et cancer 

Une recherche bibliographique associant les termes « fractalkine » et « neoplasm » sur PubMed 

en date du 15/07/2020 a permis d’identifier 189 résultats.  

Étaient conservés les articles originaux, se rapportant à l’analyse de tumeurs solides, et 

présentant des données sur l’expression ou non de CX3CR1 par les cellules tumorales, et sur 

l’impact de la FKN sur les mécanismes de développement tumoral et le pronostic de la maladie. 

Après lecture des abstracts, 31 articles originaux ont été retenus et 3 revues ont été 

analysées (Liu et al. 2016, D’Haese et al. 2010 ; Ferreti et al. 2014). 

 Dans le cadre du cancer du pancréas, 4 études analysaient le rôle de la FKN et de son 

Rc (Marchesi et al. 2008, Xu et al. 2012, Huang et al. 2017, Wang et al. 2017). Les résultats 

étaient concordants : l’expression de CX3CR1 par les cellules tumorales de cancer du pancréas 

était associée à un mauvais pronostic du fait d’un potentiel métastatique plus élevé (Huang et 

al 2017). Cette expression de CX3CR1 par les cellules tumorales expliquait leur neurotropisme 

(Marchesi et al .2008), les neurones exprimant des niveaux élevés de CX3CL1. L’expression 

de CX3CR1, par les cellules tumorales d’ADK du pancréas leur conférerait en outre une 

résistance aux mécanismes de l’apoptose (Wang et al. 2017). La co-expression de CX3CL1 et 

CX3CR1 dans les cancers du pancréas (Xu et al. 2012) était associée à une moindre survie. 

 Dans le cadre du cancer de prostate, 4 études étaient identifiées (Shulby et al. 2004, 

Tang et al. 2015, Tang et al. 2016, Liu et al. 2018). Les cellules de cancer de prostate 

exprimaient CX3CR1 (Shulby et al. 2004). L’expression de CX3CL1 était majorée en condition 

hypoxique (Tang et al. 2015) et responsable d’une prolifération plus importante des cellules 

tumorales, ainsi que d’un risque de métastases osseuses plus élevé (Liu et al. 2018). CX3CL1 

favorisait par ailleurs la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules de cancer de 

prostate, et donc le risque de métastase à distance (Tang et al. 2016).  

 Pour le cancer du rein à cellules claires, 1 étude (Yao et al. 2014), rapportait que 

l’expression de CX3CR1 par les cellules tumorales était associée à un potentiel métastatique 

plus élevé, et à un plus mauvais pronostic. 

 Pour le cancer de l’ovaire, nous avons identifié 2 études (Main et al. 2017, Singh et al. 

2019). L’étude de Main et al (Main et al. 2017)  identifiait le rôle de CX3CR1 dans l’initiation 

du processus d’adhésion péritonéale des cellules de cancer de l’ovaire, et donc la constitution 

de métastases péritonéales. Sa surexpression était associée à un plus mauvais pronostic. Singh 

et al (Singh et al. 2019) confirmaient ces résultats et retrouvaient également une surexpression 

de CX3CR1 en condition hypoxique. 
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 Pour le cancer colorectal, les 2 études identifiées (Otha et al. 2005, Erreni et al. 2016), 

rapportaient un impact pronostique positif de CX3CL1, par diminution du potentiel 

métastatique des cellules, et corrélé à la densité en TILs (Otha et al. 2005). La co-expression de 

CX3CL1 et CX3CR1 dans les tumeurs coliques était associée à un meilleur pronostic (Erreni 

et al. 2016).  Ces résultats ont d’ailleurs été vérifiés dans des travaux menés dans l’équipe 

(Vitale et al. 2007). 

Pour le carcinome hépatocellulaire, nous avons identifié une étude (Matsubara et al. 

2007). Les patients opérés d’un CHC avec un niveau d’expression plus élevé de CX3CL1 et 

CX3CR1 avaient un meilleur pronostic, et une meilleure survie sans récidive. 

 Pour les gliomes, 3 études étaient identifiées (Erreni et al. 2010, Ren et al.  2010, Sciumé 

et al. 2010). CX3CR1 et CX3CL1 sont exprimés par les cellules tumorales. Les travaux de 

Erreni et al (Erreni et al. 2010) montraient que la surexpression de CX3CL1 était associée à un 

plus mauvais pronostic. En revanche, ceux de Ren et al (Ren et al.  2010) et Sciumé et al 

(Sciumé et al. 2010), démontraient que la surexpression de CX3CL1 réduisait le potentiel 

invasif du gliome en favorisant l’adhésion intercellulaire. 

 Pour le cancer du sein, 3 études sont identifiées (Jamieson-Gladney et al. 2011, Park et 

al. 2012, Tsang et al. 2013). Selon les résultats de Park et al (Park et al. 2012), la surexpression 

de CX3CL1 par les cellules de cancer du sein est associée à une infiltration plus importante par 

les LT CD8+, les NK et les CD, et corrélée à une meilleure survie. Dans l’étude de Tsang et al 

(Tsang et al. 2013), l’expression de CX3CL1 semblait associée à une survie plus courte des 

patientes atteintes de cancer du sein, bien qu’ils aient noté également une augmentation de 

l’infiltration par les TILs. Dans l’analyse de Jamieson et al (Jamieson-Gladney et al. 2011), 

l’expression de CX3CR1, est associée au tropisme osseux des métastases de cancer du sein, et 

à une survie plus courte des patientes. 

 Pour le cancer de l’estomac, nous avons identifié 2 études (Wei et al. 2015, Hyakudomi 

et al. 2008) qui soulignaient une nouvelle fois la dualité d’effet de l’axe CX3CL1/CX3CR1 en 

contexte tumoral. Hyakudomi et al (Hyakudomi et al. 2008) rapportaient un meilleur pronostic 

en cas d’augmentation de l’expression de CX3CL1 dans la tumeur, en rapport avec une 

augmentation de l’infiltration par les LT CD8+ et les NK. Wei et al (Wei et al. 2015) 

rapportaient un potentiel métastatique plus élevé et une plus grande prolifération des cellules 

tumorales en cas de surexpression de CX3CR1.  
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 Pour le cancer du poumon, nous avons identifié 9 études (Schmall et al. 2015, Zhou et 

al. 2016, Liu et al. 2019, Su et al. 2018, Shiels et al. 2017, Mauri et al. 2012, Kee et al. 2013, 

Guo, Chen et al. 2003 et Guo, Zhang et al. 2003). Mauri et al décrivaient une expression plus 

importante de CX3CR1 sur les métastases de cancer pulmonaire que sur les tumeurs primitives, 

particulièrement en site osseux. Dans l’étude de Zhou et al (Zhou et al. 2016), CX3CL1 était 

plus exprimé dans les tumeurs de plus haut grade. Dans les travaux de Schmall et al (Schmall 

et al. 2015), la co-culture de macrophages M2 et de cellules de cancer pulmonaire induisait une 

surexpression de l’axe CX3CL1/CX3CR1 et favorisait la progression tumorale. Dans les 

travaux de Liu et al (Liu et al. 2019), CX3CL1 n’avait pas d’effet sur la prolifération in vitro 

des cellules de cancer pulmonaire, mais favorisait la migration in vitro dans des chambres de 

transmigration (Transwell). Dans l’analyse de Su et al (Su et al. 2018), l’expression de CX3CL1 

n’avait un impact pronostique négatif que dans la sous-population d’ADK pulmonaire du 

patient fumeur. Les travaux de Shiels et al (Shiels et al. 2017), montraient que la présence de 

CX3CL1 dans les échantillons sanguins de femmes non fumeuses, était corrélée à un risque 

moindre de développer un cancer du poumon. Kee et al (Kee et al. 2013), ont montré que la 

production de FKN soluble par les cellules tumorales, diminuait la progression tumorale en site 

pulmonaire dans un modèle murin de cancer du poumon. Il en était de même dans les travaux 

de Guo et al (Guo, Chen et al. 2003 et Guo, Zhang et al. 2003), du fait du recrutement de CD 

et de NK.  

Globalement, l’analyse de la littérature, montre que les 2 formes de FKN, membranaire 

et soluble, agissent à différents niveaux dans la cancérogenèse (Liu et al 2016 ; D’Haese et al 

2010 ; Ferreti et al. 2014) : 

- sous sa forme soluble, elle agit comme un facteur chimiotactique pour nombre de 

cellules immunitaires, porteuses de son récepteur CX3CR1, ce qui lui confère un effet 

anti-tumoral ou pro-tumoral selon le contexte micro-environnemental. 

- sous sa forme soluble, elle agit comme facteur chimiotactique pour certaines cellules 

tumorales, porteuses de son récepteur CX3CR1, ce qui peut favoriser la domiciliation 

des cellules cancéreuses vers les sites exprimant CX3CL1 et donc favoriser le processus 

de métastases. 

- sous sa forme membranaire, elle peut avoir un rôle anti-métastatique, en favorisant 

l’adhésion entre cellules tumorales, quand celles-ci expriment CX3CR1. 

- sous sa forme membranaire, comme soluble, la FKN peut avoir un effet pro-tumoral en 

favorisant la prolifération tumorale, par la médiation de signaux de survie et de 
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prolifération dans certaines cellules tumorales (AKT, MAPK/ERK, EGFR) (Tardaguila 

et al. 2013). 

 

Cette dualité d’action de la FKN dans le développement des tumeurs et des métastases, induit 

la nécessité d’analyser différents paramètres theragnostiques avant d’envisager son utilisation 

thérapeutique dans un type tumoral donné, avec notamment, la mesure de l’expression de son 

récepteur CX3CR1 par les cellules tumorales.  

Malgré cette action ambivalente sur le développement tumoral, les nombreuses spécificités de 

la chimiokine FKN en font une candidate intéressante pour la restauration d’une immunité anti-

tumorale, en plus de ses effets potentiels sur le métabolisme osseux.  

 

b. Les Checkpoints Immunitaires 

 

i. Définitions et généralités 

 

Pour qu’un cancer se développe, il faut notamment que les cellules tumorales soient capables 

d’échapper à la vigilance du système immunitaire (Hanahan et Weinberg 2011). Les cellules 

tumorales et les autres composants cellulaires du microenvironnement tumoral utilisent de 

nombreux mécanismes pour créer un environnement tolérant à ces cellules tumorales. Nous 

allons décrire ici les mécanismes de détournement des points de contrôle du système 

immunitaire ou checkpoints immunitaires ou CPI (Fig. 15) qui sont l’un des moyens de 

développement d’un environnement immunosuppressif. 
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Figure 15 : Activation des LT et cibles thérapeutiques. 

L’activation du LT par la cellule présentatrice d’Ag (CPA) est régulée par de multiples signaux. 
Ici sont représentés les couples ligand/Rc des checkpoints immunitaires exprimés à la surface 
des LT, des CPA et des cellules tumorales qui pourraient être des cibles thérapeutiques. Ces 
checkpoints immunitaires sont exprimés à différents moments de la réponse inflammatoire, par 
les CPA et les CD pour en réguler l’intensité et la durée. Également exprimés de manière 
constitutive par les cellules tumorales, ils induisent une anergie des LT infiltrant les tumeurs, 
favorisant ainsi le développement tumoral. 
Adaptée de Marshall H, Djamgoz M. Immuno-oncology :Emerging targets and combination 
therapies. Front Oncol 2018 ,8 :315. 
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Il existe 3 niveaux de contrôle pour l’activation des LT : la reconnaissance spécifique CMH-

Ac-TCR ; l’environnement cytokinique ; et les checkpoints immunitaires (CPI). 

Les CPI sont des couples de ligand/récepteur qui interviennent dans la modulation de 

l’activation des cellules immunitaires afin de limiter la durée et l’intensité de la réaction 

immune (Pardol 2012). L’expression de ces CPI est soit constitutive, soit, le plus souvent, 

induite après activation de la réponse inflammatoire et d’autant plus que la réaction 

inflammatoire persiste. 

Il existe à la surface d’une même cellule des ligands et/ou des récepteurs co-activateurs (qui 

renforcent l’activation) et des ligands et/ou des récepteurs co-inhibiteurs (qui diminuent 

l’activation). Les Rc des CPI comportent un domaine extracellulaire, et un domaine 

cytoplasmique capable d’activer ou d’inhiber les voies de signalisation intracellulaires 

impliquées dans l’activation de la réponse T.  

C’est l’équilibre complexe entre les signaux activateurs et les signaux inhibiteurs reçus et 

intégrés à un instant T par une cellule immunitaire qui détermine si elle a la capacité de s’activer 

ou non. 

Le rôle physiologique des CPI est la garantie de la tolérance du système immunitaire aux 

cellules du « soi » (éviter l’auto-immunité) et la régulation de la réponse inflammatoire (ni trop 

intense, ni trop durable, ni trop faible) (Garnier et al. 2017 ; Pardol 2012 ; Marshall et Djamgoz  

2018).  

Ce système peut être perverti par les cellules tumorales qui sont capables d’exprimer, à leur 

surface, de façon constitutive ou en réponse à des cytokines inflammatoires présentes dans le 

microenvironnement tumoral, des CPI inhibiteurs. Ceux-ci bloquent l’immunité anti-tumorale, 

en induisant une anergie des LT, qui ne sont plus capables de les détruire. Les cellules tumorales 

sont également capables de moduler l’expression de ces CPI à la surface des cellules 

présentatrices d’Ag et des CD, majorant encore l’anergie et l’épuisement de la réponse T anti-

tumorale. 

 

ii. Principaux CPI ciblés en pratique clinique  

 

Depuis quelques années, l’utilisation d’immunothérapie anti-CPI s’est développée en pratique 

clinique : il s’agit d’Ac monoclonaux dirigés contre des points de contrôle du système 

immunitaire (Vugnat et Champiat 2018). 

Il existe 2 possibilités pour stimuler les LT : inhiber les CPI inhibiteurs par des Ac bloquants, 

ou stimuler les CPI activateurs par des Ac agonistes. 
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Le premier cancer à bénéficier de ce type de traitement a été le mélanome, avec le traitement 

par Ac anti-CTLA4 en pratique clinique à partir de 2010 en France.  

Depuis, les indications se sont rapidement multipliées, notamment dans la prise en charge du 

cancer du poumon, avec à ce jour l’utilisation courante des Ac anti-PD1 et des Ac anti-CTLA4 

(Garnier et al. 2017). 

Actuellement les principales cibles de développement thérapeutique sont les suivantes 

(Barrueto et al. 2020) : 

  

- CTLA 4 : cytotoxic t-lymphocyte-associated protein 4 ou CD 152. L’expression de 

CTLA-4 est rapidement induite après activation des LT. CTLA4 et CD28 partagent les 

mêmes ligands, CD80 et CD86, qui ont cependant une affinité plus grande pour CTLA 

4. En perturbant les interactions entre CD28 et CD80/CD86, qui délivrent les co-signaux 

indispensables à l’activation des LT, CTLA 4 inhibe l’activation des LT effecteurs, 

précocement, au sein des organes lymphoïdes secondaires. Par ailleurs, CTLA 4 est 

constitutivement exprimé par les LTreg et il contribue à leur activité inhibitrice 

(Buchbinder et Desai 2016). 

 

- PD1/PDL1 : programmed death-1 ou CD279. Absent de la surface des LT naïfs, son 

expression est induite après l’activation du LT, plus tardivement que celle de CTLA 4. 

C’est un des marqueurs de l’épuisement des LT.  Ses 2 ligands, PDL1 et PDL2, sont 

exprimés par une grande variété de cellules (CPA, LT, cellules endothéliales, 

fibroblastes pour PDL1 ; CD, LB, monocytes et macrophages pour PDL2), dont les 

cellules tumorales. PD1 inhibe la prolifération des LT, diminue la production d’IFN-γ, 

de TNF-α et d’IL2 et diminue la survie des LT. Il est également exprimé par les LB, les 

NK, les CD et les macrophages, plutôt dans les tissus périphériques (Keir et al. 2007, 

Keir et al. 2008). L’existence de plusieurs ligands de PD1, induit une plus grande 

diversité d’effet.  L’intérêt de cibler à la fois CTLA4 et PD1 vient du fait qu’ils sont 

exprimés à des moments différents de l’activation T (Keir et al. 2008). 

 

- LAG 3 : lymphocyte activation gene 3 ou CD223. Son expression est induite après 

l’activation des LT, plusieurs jours après l’induction de la réaction inflammatoire. Il est 

également exprimé par certaines cellules NK, les LB et les LTreg. Il agit comme un 

inhibiteur des LT effecteurs en se liant au CHM II, avec une affinité plus grande que 
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CD4. Son blocage permet d’augmenter la réactivité des LT cytotoxiques (Long et al. 

2018).  

 

- TIM3 : T-cell immunoglobulin and mucin containing protein 3. Il est exprimé par les 

LT CD8, les LT CD4 helper de type Th1 et Th17, les LTreg, les CD, les monocytes, et 

les macrophages. Son ligand, galectine 9 est exprimé sur les LTreg et les cellules 

tumorales, induisant une inhibition de la réponse T CD8 (Das et al. 2017). Il reconnaît 

aussi HMGB1, la phosphatidylsérine et CEACAM-1 (carcinoembryonic antigen-related 

cell-adhesion molecule-1). Son blocage en simultané de celui de PD1 semble intéressant 

dans la prise en charge des tumeurs solides et fait l’objet de multiples essais cliniques 

en cours (Acharya et al. 2020). 

 

- GITR : glucocorticoïde-induced TNF receptor family-related protein est un membre de 

la superfamille des Rc à TNF. Ce Rc de surface est fortement exprimé par les LTreg et 

dans une moindre dose par les LT naïfs et les LT mémoires, les NK activés, les 

macrophages et les CD. Son ligand est GITR-L, lui-même principalement exprimé par 

les cellules présentatrices d’Ag que sont les CD, les LB et les macrophages. Il s’agit à 

la fois d’un CPI activateur de la réponse T cytotoxique, et d’un inhibiteur de la réponse 

T reg. Les Ac agonistes de GITR, prometteurs d’effets pro-LT effecteurs et anti-Treg 

(Knee et al. 2016 ; Han al. 2019 ; Lu et al. 2014 ; Zhu et al. 2015) sont actuellement en 

cours d’investigation préclinique et clinique. 
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Objectifs 

 

 

Le premier objectif de ce travail de thèse était de déterminer le rôle de la FKN dans le 

développement de métastases osseuses de CNPC à l’aide d’un modèle syngénique murin 

utilisant les cellules de la lignée LL2. 

 

Après avoir mis en évidence un effet anti-tumoral de la FKN dans ce modèle, le second objectif 

était d’identifier les mécanismes sous-jacents, pour découvrir des pistes d’associations 

thérapeutiques potentielles, permettant d’en augmenter l’effet tant en termes d’intensité de 

réponse que de durée.  

 

Le troisième objectif était de tester l’effet de ces traitements combinés dans notre modèle murin. 

 

L’hypothèse était que la FKN délivrée localement en site métastatique osseux, devait permettre 

d’augmenter l’infiltrat inflammatoire au sein de la métastase et qu’un traitement systémique, 

administré simultanément, en plus de son effet anti-tumoral propre, serait capable d’optimiser 

l’état d’activation des cellules immunitaires et de potentialiser la réponse anti-tumorale induite 

par la FKN. 

 

L’objectif clinique, à terme, est de pouvoir développer un système de libération locale d’une 

chimiokine, la FKN (ciment chargé, nanoparticule…) sur le site de métastase osseuse de CNPC, 

au moment d’une chirurgie en cas de fracture pathologique ou par cimentoplastie en radiologie 

interventionnelle, en association avec un traitement systémique immunogène. 
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Résultats 

 

A.  CX3CL1 permet de contrôler le développement de métastases de 

cancer pulmonaire  

a. Résumé de l’article 

 

Le rôle de la FKN dans la biologie du cancer est complexe : elle peut présenter à la fois des 

effets anti et pro-tumoraux. Le sens de cet effet dépend notamment de la structure de la FKN, 

de l’expression ou non de son Rc par les cellules tumorales, du type de cancer, de la localisation 

tumorale et du moment du développement tumoral. 

Plusieurs études montrent que la FKN a un effet anti-tumoral dans le CNPC, soutenant une 

utilisation thérapeutique potentielle. Cependant, aucune publication ne documente ses effets 

dans le cas particulier des métastases osseuses de cancer du poumon. 

Cette étude a pour objectif de déterminer si l’effet anti-tumoral de la FKN s’applique également 

aux métastases osseuses de cancer pulmonaire. 

Pour répondre à cette interrogation, nous avons développé un modèle expérimental de 

métastases osseuses de CNPC. Nous avons utilisé des cellules de CE pulmonaire murin de la 

lignée LL2, exprimant soit un niveau faible (LL2-FKNlo) soit un niveau élevé de FKN (LL2-

FKNhi) que nous avons injecté dans le fémur gauche de souris C57Bl/6. Nous avons alors 

comparé le développement tumoral induit par chacune de ces 2 lignées cellulaires. Afin de 

mettre en évidence les mécanismes sous-jacents aux effets induits par la FKN, les tumeurs LL2-

FKNlo et les tumeurs LL2-FKNhi ont été soumises à des analyses histologiques, 

transcriptomiques et de cytométrie en flux. 

Nos expériences ont montré que l’augmentation de l’expression de la FKN était associée à un 

fort effet anti-tumoral réduisant la taille des tumeurs osseuses de 52,4% (p=0,0004), le 

processus d’invasion aux muscles adjacents de 25%, et la taille de la tumeur musculaire de 73% 

(p<0,0001). La composition en leucocytes infiltrant les tumeurs était significativement 

différente 

 dans les 2 groupes. Les tumeurs LL2-FKNhi présentaient une augmentation des leucocytes 

potentiellement anti-tumoraux (monocytes inflammatoires, cellules NK et LB) comparés aux 

tumeurs LL2-FKNlo. En effet, les LB, particulièrement représentés au sein des tumeurs LL2-



 52

FKNhi, sont capables d’induire une immunité anti-tumorale via l’ADCC et l’ADPC, pouvant 

impliquer également les NK et les monocytes-macrophages.  

De plus, CX3CL1 permettait de rompre le cercle vicieux ostéolyse/ développement 

métastatique en induisant une augmentation de l’expression de l’OPG, une diminution de celle 

de RANKL, et une augmentation de celles de différentes BMP, permettant de promouvoir un 

profil ostéoblastique. 

En conclusion, l’expression accrue de FKN dans les tumeurs osseuses LL2 est capable de 

réduire considérablement, à un moment du développement tumoral, le potentiel malin des 

cellules LL2. Cet effet pourrait résulter d’une perturbation du cercle vicieux liant la résorption 

osseuse et la prolifération des cellules tumorales, ainsi qu’à la génération d’un 

microenvironnement tumoral immunopermissif enrichi en cellules immunitaires 

potentiellement anti-tumorales, notamment en LB. 
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List of abbreviations 

ACTB   beta actin 

ADCC   antibody-dependent cellular cytotoxicity  

ADCP    antibody-dependent cellular phagocytosis  

ADGRE1  adhesion G protein-coupled receptor E1 (F4/80) 

BMP   bone morphogenetic protein  

CDC   complement-dependent cytotoxicity  

CSF1   colony stimulating factor 1  

DR5   death receptor 5  

FAS   fas cell surface death receptor  

FASL   FAS ligand  

FOXP3  forkhead box P3  

GZM   granzyme  

IFNγ   interferon γ  

IGKC   immunoglobulin kappa light chain  

IL   interleukin  

MMP    matrix metallopeptidase   

NK cells  natural killer cells 

NSCLC   non-small cell lung cancer  

OPG   osteoprotegerin 

PERF    perforin  

PC   plasma cell 

RANK    receptor activator for nuclear factor-kB  

RANKL  RANK ligand  

SDC1   syndecan 1 (CD138)  
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TIL-B   tumor-infiltrating B lymphocyte 

TNFα   tumor necrosis factor α  

TNFR   TNF receptor  

TRAIL   TNF-related apoptosis-inducing ligand  

VEGF    vascular endothelial growth factor  

Novelty and impact : An increased CX3CL1 expression in LL2 bone tumors drastically 

reduces, at one point during bone tumor development, cell malignant potential, possibly 

by disrupting the vicious cycle linking bone resorption and tumor cell proliferation as well 

as by generating an immunopermissive tumor microenvironment rich in cancer-fighting 

cells, in particular B lymphocytes. In that regard, CX3CL1 could be an interesting tool to 

increase and/or predict the success of immune-based therapies requiring immune cell 

trafficking. 
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Abstract 

 

The chemokine CX3CL1/Fractalkine (FKN) was reported in numerous studies to have 

both pro-tumor and anti-tumor effects. Far from being contradictory, these studies 

underline the complex CX3CL1 action in cancer biology dependent on the CX3CL1 

structure, the expression pattern of its receptor CX3CR1, the type of cancer, the tumor 

localization and/or the time points during tumor growth. We investigated whether 

CX3CL1 would act as an impediment or as a support to the development of non-small cell 

lung cancer (NSCLC) skeletal metastases. 

We set up an in vivo experimental skeletal metastasis model using the LL2 lung cancer cell 

line expressing low or high levels of CX3CL1. The resulting LL2-FKNlo and LL2-FKNhi bone 

tumors, respectively, were analyzed using histological, flow cytometry and 

transcriptomic techniques. 

The increased CX3CL1 expression was associated with a strong anti-tumor effect, 

significantly reducing both the size of the bone tumor and the size of the muscle-invading 

tumor in the FKNhi group compared to the FKNlo group. Both groups presented a 

significant difference in the composition of the tumor-infiltrating leukocytes, with an 

increase in potential anti-tumor leukocytes populations as well as immunity- and 

osteogenesis-related gene expression in the FKNhi group. 

The increased CX3CL1 expression in the LL2 bone tumors was able to drastically reduce 

at some point during bone tumor development the tumor cells’ malignant potential, 

possibly by disrupting the vicious cycle linking bone resorption and tumor cell 

proliferation as well as by generating an immunopermissive tumor microenvironment 

rich in cancer-fighting leukocytes, in particular B lymphocytes. 
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Introduction 

Lung cancer remains the leading cause of cancer-related death worldwide, with non-small 

cell lung cancer (NSCLC) accounting for 85% of the disease 1. Nearly 40% of patients 

present disseminated metastatic disease at diagnosis 2. Bone metastasis represents one 

of the most deleterious consequence of lung cancer, associated with dismal prognosis. As 

many as 30-40% patients with NSCLC develop bone metastases (BMs) with a median 

survival rate in these patients of about 6 months, the lowest for all solid tumors 

metastasizing to bone 3. BMs are associated with bone metabolism disruption and in the 

vast majority of these skeletal lesions, osteolysis prevails over bone formation leading to 

the establishment of a “vicious cycle” between tumor cells and osteoclasts. The tumor cells 

produce factors that activate osteoclasts, thereby stimulating them to resorb bone and 

release growth factors from the bone that, in turn, influence the aggressive behavior of 

the tumor cells, causing them to release additional osteoclast-activating factors. BMs 

generate skeletal-related events (SREs), which may rapidly impede the quality of life of 

patients by causing pathological fractures, hypercalcemia, nerve compression and loss of 

mobility 4. Despite the recent use of systemic therapies that block osteoclast activity, 

especially bisphosphonates and Receptor Activator for Nuclear Factor-κB Ligand 

(RANKL) inhibitor, BMs are still incurable, prompting the search for new therapeutic 

strategies, especially those based on the stimulation of the immune system. 

Indeed, infiltration of tumors by lymphocytes, and in particular CD8+ cytotoxic T cells, is 

known to be associated with a good prognosis in many types of cancer, including NSCLC 

5. The beneficial effect of a high abundance of tumor-infiltrating T cells reflects the ability 

of the immune cells to mount a response against cancer cells.  

Extravasation and accumulation of leukocytes in tumors is largely influenced by 

chemokine gradients, which can be diversely blocked by tumor cells 6. Consequently, only 
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a small number of leukocytes are generally able to infiltrate the tumor site 7, which 

contrasts with inflammatory or infectious diseases. Hence the chemokines, as the main 

molecules responsible for leukocyte recruitment, appear as potential anti-cancer 

immunotherapy tools able to strengthen the targeting of leukocytes to tumor sites. 

Unlike other chemokines, which are exclusively synthetized as small soluble 

chemoattractant peptides (except CXCL16) 8-10, the fractalkine (FKN, CX3CL1) is 

synthetized as a large membrane-bound molecule, that can be cleaved by proteolytic 

activity to yield a soluble protein. Each form is associated with a specific function, the 

soluble form being involved in leukocyte recruitment (CD4+ and CD8+ T cells, monocytes, 

B cells, neutrophils, natural killer (NK) and dendritic cells)11-15 while the membrane-

bound form induces firm cellular adhesion, such as leukocyte adhesion to endothelial cells 

under physiological flow 15; both forms mediate their action via the highly selective 

receptor CX3CR1. The role of the CX3CL1/CX3CR1 axis in the neoplastic process is 

complex. Indeed, CX3CL1 is known for its tumor-suppressive activity in various cancer 

models and for its role as a positive prognosis marker in several types of solid tumors 11, 

16-18, but on the other hand, it has been shown that interactions between CX3CL1+ 

endothelial and stromal cells and CX3CR1+ tumor cells (breast, prostate notably) were 

determinant in the arrest and initial lodging necessary for skeletal metastasis 16, 19, 20. In 

NSCLC, several studies have shown that the activation of the CX3CL1/CX3CR1 axis has an 

important anti-tumor effect 21 while others studies clearly demonstrate a pro-tumoral 

action of CX3CL122-24. Far from being contradictory, these studies underline that the pro- 

or anti-tumor effect of CX3CL1 depends both on the tumor characteristics, the tumor 

microenvironment and the tumor growth stage. In any case, the CX3CL1/CX3CR1 axis 

seems to have a real impact on the development of NSCLCs, prompting in-depth 

investigation, especially on bone metastases, for which no study has been reported. 
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Interestingly, CX3CL1 has been described for its contribution to bone metabolism through 

its positive control, as a membrane-bound molecule, of osteoclastic differentiation 25, 26. 

Because of its involvement in anti-tumor immune response, bone metastasis addressing 

and osteoclastic activity, the CX3CL1/CX3CR1 axis could represent a double-edged sword 

in an immunotherapy approach targeting bone metastases. 

We investigated whether CX3CL1 would act as an impediment, or on the contrary, as a 

support to the development of lung cancer skeletal metastases. 

We examined the effects of an increased bone tumor-CX3CL1 expression on tumor 

growth, using a syngeneic murine model of experimental bone metastases from lung 

cancer. 

Our results highlight the ability of CX3CL1 to generate at some point during bone tumor 

development an anti-tumor microenvironment and, thus, to slow down tumor growth in 

this specific setting. 
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Materials and Methods 

 

Animals and cell lines 

Female C57/Bl6, 6-8 weeks of age, were purchased from Harlan (Gannat, France). The 

LL2 cells (Lewis Lung cancer (RRID:CVCL_4358), ATCC, USA), a murine spontaneous 

epidermoid carcinoma cell line derived from C57/Bl6 mice, stably transfected with empty 

pCI-neo vector (Promega, France) were maintained in DMEM medium (Lonza, 

Switzerland) supplemented with 10% heat-inactivated Hyclone FCS (GE Healthcare, 

USA), 50 U/ml streptomycin, 50 U/ml penicillin and 1 mg/ml neomycin (Lonza, 

Switzerland). LL2 cells were subjected to serial dilutions to select cell clones expressing 

low or high levels of CX3CL1 (LL2-FKNlo and LL2-FKNhi, respectively). Chemokine 

expression was measured by an enzyme-linked immunosorbent assay (mouse CX3CL1 

Quantikine ELISA Kit, R&D Systems) and cell proliferation was determined using a cell 

proliferation kit (Roche, USA). The selected LL2-FKNlo and LL2-FKNhi cell clones, showed 

in vitro similar proliferation rates and respectively produced CX3CL1 levels of 0.024 and 

0.304 ng/ml/24hr/106 cells (i.e. 12 times more in LL2-FKNhi than in LL2-FKNlo). 

 

Experimental bone metastasis 

All the procedure involving animals and their care were conducted in accordance with 

institutional guidelines in the IRCAN animal facility and after approval by the national 

ethics committee. After a 2 week-acclimatization period, the mice were randomly 

distributed in 2 groups: LL2-FKNlo and LL2-FKNhi (12 mice/group). 

For the induction of experimental bone metastases from lung cancer origin, the mice were 

anesthetized with an intraperitoneal injection of Ketamine/Xylazine (125 and 6.3 mg/kg, 

respectively) before performing the surgery once a deep plane of anesthesia is achieved. 
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The skin was incised and the underlying muscle fibers were separated to gain access to 

the greater trochanter. An access to the medullary cavity was realized by performing a 

femoral reaming with a 25G needle, left in place until injection of the cells. The cells (LL2-

FKNlo and LL2-FKNhi) were resuspended (5x105) in a solution consisting of 10 µl of 

platelet poor-plasma (collected from a C57/Bl6 female and prepared under sterile 

conditions) and 1 µl of 2% CaCl2/H2O (for coagulation) right before intramedullary 

injection, using a 0.5 ml insulin syringe. The incision was closed by one suture 

(nonabsorbable nylon 4.0; Surgical Specialties, USA). For the entire duration of the 

experiment, the mice were treated with pediatric paracetamol (100 mg/kg/day) and 

tramadol (20 mg/kg/day), both administered via drinking water.  

Fifteen days after tumor induction, the mice were sacrificed and both hind legs were 

harvested. Both legs were weighted whole after sacrifice. The soft tissues (muscle tissue 

+ muscle-invading tumor) were separated from the bone before further processing. A 

biopsy of the muscle-invading tumor was immediately frozen at -80°C for qPCR analysis 

while the femur was prepared for histological analysis. The remaining soft tumor tissues 

were processed for FACS analysis of tumor-infiltrating leukocyte population while the 

femur was fixed in a FineFIX solution (Milestone Srl, Italy) for histological analysis. 

 

Flow cytometry analysis 

Flow cytometry analysis of tumor-infiltrating leukocytes populations was performed on 

muscle-invading tumor samples. The soft tumor tissues were first manually minced into 

small fragments then digested in HBSS (Sigma-Aldrich, USA) containing 1 mg/ml 

collagenase A (Roche, Switzerland) and 0.1 mg/ml DNase I (Roche, Switzerland) at 37°C 

for 40-50 minutes, under agitation. After incubation, the cell suspension was filtered 

through 2 successive cell strainers (100 µm then 40 µm) and centrifuged. Red blood cells 
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were lysed for 10 min in a lysing solution (145 mM NH4Cl, 10 mM NaHCO3 and 1 mM 

EDTA). After 1 washing step in a PBS solution with 3% Hyclone and 5 mM EDTA, the cells 

were centrifuged and resuspended in a PBS solution with 0.5% Hyclone serum and 2 mM 

EDTA.  

Phenotypic analysis of infiltrating leukocyte populations was performed by staining with 

the following antibody mixes:  

- Lymphoid lineage: APC-Cy7-conjugated anti-CD45 (30-F11; BD Biosciences), PE-

Cy7-conjugated anti-CD3 (17A2; BD Biosciences), FITC-conjugated anti-CD4 

(RM4-4; BD Biosciences), APC-conjugated anti-CD8 (53-6.7; BD Biosciences), PE-

conjugated anti-NK1.1 (PK136; eBioscience), and BD Horizon PE-conjugated anti-

B220 (RA3-6B2; BD Biosciences). 

- Myeloid lineage: APC-Cy7-conjugated anti-CD45 (30-F11; BD Biosciences),  

eFluor450-conjugated anti-F4/80 (BM8; eBioscience), APC-conjugated anti-

CD11b (M1/70; eBioscience), PE-Cy7-conjugated anti-CD11c (N418; eBioscience), 

FITC-conjugated anti-Ly6G (1A8; BD Biosciences), PerCP-Cy5.5-conjugated anti-

Ly6C (HK1.4; eBioscience), PE-conjugated anti-B220 (RA3-6B2; Pharmingen), and 

Alexa Fluor 700-conjugated anti-MHC II (I-A / I-E) (M5/114.15.2; eBioscience).  

4x106 cells/sample were incubated with each antibody mix for 30 minutes at +4°C, in the 

dark. After a washing step, cells were resuspended in ice-cold PBS/ 0.5% BSA/ 2.5 mM 

EDTA, until ready for analysis. 

In order to get more information concerning T cell function, infiltrating leukocyte 

populations were stained with a third antibody mix: Alexa Fluor 700-conjugated anti-

CD45 (30-F11, BioLegend), FITC-conjugated anti-CD4, BV650-conjugated anti-CD8 (SK1, 

BioLegend), and PE-Cy7-conjugated anti-CD3. 2x106 cells/sample were incubated with 

the antibody mix for 30 minutes at +4°C, in the dark. After a washing step, cells were 
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resuspended in ice-cold PBS/ 0.5% BSA/ 2.5 mM EDTA, then fixed using the Fix/Perm 

buffers kit, according to the manufacturer's instructions (BioLegend). After fixation, the 

cells were washed then incubated with BV421-conjugated anti-FOXP3 antibody (MF14, 

BioLegend), for intracellular staining. Cells were then washed and resuspended in ice-

cold PBS/ 0.5% BSA/ 2.5 mM EDTA until ready for analysis. 

Flow cytometry acquisitions were carried out using a LSR-Fortessa (BD Biosciences, USA) 

or an ARIA III cell analyzer (BD Biosciences), and data analyses were performed using the 

Kaluza software (Beckman Coulter, USA) and the FlowJo software (V.10, Tree Star), 

respectively. 

 

Gene expression analysis  

Total RNA from soft tumor tissues, or cultured cells, was extracted using a NucleoSpin 

RNA II kit (Macherey-Nagel, Germany) and reverse-transcribed into cDNA using the 

Superscript III enzyme (Invitrogen, USA) in a Flexicycler (Analytik Jena, Germany). 

Quantitative real-time PCR (qPCR) was performed in a StepOnePlus Real-Time PCR 

System (Life Technologies, USA) and carried out using SYBR Premix Ex Taq II, Tli RNase 

H Plus (Takara, Japan). Relative levels of mRNA expression were determined using ΔCT 

values obtained by subtracting CT control (actin) from CT target gene, measured in the 

same RNA preparation (primer sequences of target genes listed in table 1). 

The Comparative CT Method (ΔΔCT Method) was then used, where the mean ΔCT values 

for the LL2-FKNlo group were compared to the mean ΔCT values for the LL2-FKNhi group 

(ΔΔCT = ΔCT LL2-FKNhi - ΔCT LL2-FKNlo).  The final result for each analyzed gene was 

expressed as a stimulation/inhibition factor given by the 2-ΔΔCT formula 27 and taking 2 

as the cut-off value. 
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Histology 

The femur samples were fixed in a FineFIX solution (Milestone Srl, Italy) for 24 hr, then 

decalcified in a 10% EDTA solution at 37°C for 15-20 days. After decalcification, the 

femurs were sectioned in two to three pieces longitudinally and embedded in paraffin. 

Serial sections of 4 µm were deparaffinized, hydrated and stained with Haematoxylin-

Eosin (H&E) for morphological analysis. Selected H&E-stained sections were scanned, 

using a x100 objective scanning system Leica SCN 400 (Leica, Germany). Each scan was 

visually inspected for scan-quality before subsequent review and analysis by an 

experimented anatomopathologist (Laboratoire Central d’Anatomopathologie, CHU 

Pasteur Nice). 

 

Statistical analysis 

Statistical comparisons were performed using the non-parametric Mann & Whitney U-

test and p values less than 0.05 were considered statistically significant. 
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Results 

 

Gene expression in Lewis lung carcinoma cells 

Cells were first checked by qPCR for Cx3cl1 and Cx3cr1 mRNA expression. Consistent with 

protein expression level, Cx3cl1 mRNA expression was significantly higher in LL2-FKNhi 

cells than in LL2-FKNlo cells (Figure 1). In contrast, neither the LL2-FKNhi cells nor the 

LL2-FKNlo cells expressed Cx3cr1 mRNA. This ensured that any potential effect that we 

could observe would not be the result of an autocrine loop (Figure 1).  

LL2-FKNhi and LL2-FKNlo cells were also tested for the mRNA expression of the TNF-

family death receptors Fas, Dr5, Tnfr-1a and Tnfr-1b. Both cell groups expressed these 

genes at similar expression levels (data not shown). 

 

Increased CX3CL1 expression reduces bone tumor burden 

In order to assess the bone tumor extent, the tumor-bearing bones were first analyzed by 

histology. The tumor extent was evaluated by an experimented anatomopathologist and 

expressed in mm, as the spreading of tumor cells along the femoral shaft, on longitudinal 

bone sections (Figure 2A). A statistically significant decrease in median bone tumor 

extent could be observed in the LL2-FKNhi group compared to the LL2-FKNlo group (10.5 

mm vs 5.00 mm, respectively; i.e. 52% decrease; p=0.0004) (Figure 2B). The extent of 

necrosis was also evaluated histologically by two independent pathologists (Figure 2C); 

it was expressed as the percentage of necrotic areas in the tumor tissues and showed a 

statistically significant decrease of necrosis in the LL2-FKNhi tumors compared to LL2-

FKNlo tumors (median necrosis extent of 2.5% vs 15%, respectively; i.e. 83% decrease; 

p=0.0056) (Figure 2D). 
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Increased CX3CL1 expression reduces tumor invasive potential 

Bone metastases tumor cells possess the ability to invade adjacent tissues, including 

muscles, depending on their aggressiveness. Indeed, palpable muscle tumors could be 

observed in the thigh muscles, adjacent to the bone tumor developing in the femur (Figure 

3A). However, if an important tumor invasion of the thigh muscles (mainly the biceps 

femoralis and the vastus lateralis) could be observed in 100% of the mice from in the LL2-

FKNlo group, only 75% of the mice from the LL2-FKNhi group were affected. 

Moreover, the median tumor weight was significantly reduced by 73% in the LL2-FKNhi 

group compared to the LL2-FKNlo group (median weight of 0.83 g vs 3.08 g, respectively; 

p=0.0002) (Figure 3B).  

 

Immunity-related events contribution to the tumor-suppressive activity of CX3CL1 

Soluble CX3CL1 has been described as a chemotactic factor for several distinct leukocyte 

subpopulations 11-15, which prompted us to investigate the immune mechanisms behind 

the anti-tumor activity in this model of experimental bone metastasis of lung cancer 

origin. The flow cytometry data exhibited greater leukocytes infiltrates in LL2-FKNhi 

tumors than in LL2-FKNlo tumors (CD45+ cells) (Figure 4A). However, only a few 

leukocytes subpopulations were impacted. Indeed, flow cytometry analysis of LL2-FKNhi 

tumors showed a significant infiltration increase of inflammatory monocytes (Figure 4B), 

B cells (Figure 4C), NK cells (Figure 4D) (5.9-, 3.4- and 3-fold increase, respectively), 

whereas the CD4+ T cell (Figure 4E) and CD8+ T cell (data not shown) counts were similar 

in both tumor groups, LL2-FKNhi and LL2-FKNlo. Nevertheless, among the CD4+ T cells, the 

percent of the Treg cells (Figure 4F) were significantly increased in LL2-FKNhi tumors 

compared to LL2-FKNlo tumors (median value of 31.5% versus 15.2%, p=0.010, 

respectively). 
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In agreement with the flow cytometry results, the transcriptomic profile comparison of 

both tumor types revealed in LL2-FKNhi tumors a statistically significant up-regulation for 

F4/80, Cd19 and Foxp3 mRNAs (3.0-fold p=0.001, 9.9-fold p=0.008, 8.4 fold p=0.014, 

respectively), which are considered reliable markers for monocytes, B cells and Treg cells, 

respectively (Figure 5). In addition, Cd138 and Igkc gene transcripts, viewed in NSCLC 28 

as relevant plasma cell markers, were significantly increased in LL2-FKNhi tumors 

compared to LL2-FKNlo tumors (3.4-fold increase, p= 0,01 and 4.7-fold increase, p=0.027, 

respectively ).  

This comparative qPCR analysis also highlighted significant differences in the expression 

of multiple immunity-related genes, such as chemokines and cytokines (Figure 5).  

In agreement with a higher inflammatory macrophage rate in LL2-FKNhi tumors, we 

observed significant up-regulations of Il-1β (2.4-fold increase, p=0.009) and Il-6 (5.4-fold 

increase, p=0.04). Moreover, consistent with higher Treg cell rate, higher Il-10 expression 

was highlighted in LL2-FKNhi tumors compared to LL2-FKNlo tumors (3-fold increase, 

p=0.001).  Among the other tested factors, we observed significant up-regulations of 

Mmp2 (9.9-fold increase, p=0.02),  Mmp9 (7.3-fold decrease; p=0.002), Trail (3.8-fold 

increase, p= 0.03), Vegfa (5.8-fold increase, p=0.02) and Vegfc (5.8-fold increase; p=0.02) 

mRNAs, in LL2-FKNhi tumors whereas Gzmb, Gzmc and Perf mRNAs were down-regulated 

(3.4-fold decrease, p= 0.004 ; 5.6-fold decrease, p= 0.03 and 4.4-fold decrease, p= 0.0048, 

respectively). Ccl2, Ccl5, Fasl, Gzma, Ifnγ, Il-1α, Ιl-12, Csf1, and Tnfα mRNAs were 

unchanged (data not shown). 

 

Disruption of the bone tumor “vicious cycle” by increased CX3CL1 expression  

In LL2-FKNhi tumors, quantitative real time PCR revealed also a statistically significant 

up-regulation for several transcripts of genes involved in bone metabolism, such as the 
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Bone Morphogenic Proteins, Bmp2 (7.7-fold increase; p=0.0007), Bmp3 (7.6-fold increase, 

p=0.0035), Bmp4 (15.9-fold increase; p=0.0008), Bmp5 (14.1-fold increase; p=0.018), and 

Opg (8.9-fold increase; p=0.0021). In contrast, statistically significant down-regulation of 

Rankl (2.3-fold decrease, p=0.0008) and Bmp6 (10.9-fold decrease p= 0.002), mRNA was 

observed (Figure 5) whereas Bmp1 and Rank gene transcripts were unchanged (data not 

shown). 
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Discussion 

 

The aim of this study was to investigate the potential anti-tumor effect of CX3CL1 in bone 

metastases from lung cancer using an experimental tumor model in a syngeneic mouse. 

Our data clearly show that increased CX3CL1 expression by LL2 tumors strongly reduces 

their overall growth in the bone compartment and their expansion into the adjacent 

muscles. 

This anti-tumor effect of CX3CL1 was associated with a significant recruitment of specific 

leukocyte subsets: inflammatory monocytes, B cells, NK cells and higher ratios of CD4+ 

FOXP3+ Treg among CD4 T cells as well as significant modifications in immunity- and 

bone-related gene expression in the tumor microenvironment. 

Altogether our data highly suggest several possible mechanisms to explain the anti-tumor 

effect of CX3CL1 in this model of experimental bone metastasis from lung cancer. 

Dysregulation of the functional equilibrium in the RANK/RANKL/OPG triad is largely 

described to be responsible for the tumor bone-associated osteolysis and is resulting in 

the combination of increased bone resorption with little to no bone repairs. Rationally, 

the most promising strategy to counteract bone tumor progression should therefore to be 

able to inhibit the osteolytic process as well as to stimulate bone reconstruction. In this 

line, the analysis of the transcriptomic profile of LL2-FKNhi tumors showed a significant 

increase of Opg transcripts as well as a significant decrease of Rankl transcripts, leading 

to the reduction of both differentiation and function of osteoclasts 29, 30. At the same time, 

an increase of several Bmp transcripts suggested osteoblastogenesis stimulation. 

All these effects seem to indicate that the increased intra-tumoral CX3CL1 expression 

promotes a shift from an osteoclastic phenotype to an osteoblastic one. This phenotypic 

switch in the tumor microenvironment favors a decrease in the osteolytic activity, and 
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could thus disrupt the vicious cycle linking bone resorption and tumor cells proliferation, 

that would otherwise been established in a bone tumor microenvironment 30. This feature 

could explain, at least in part, the decrease in tumor burden that was observed in the LL2-

FKNhi tumor group compared to the LL2-FKNlo group. In addition to its central role in 

tumor-induced osteolysis, bone destruction and tumor progression, there is emerging 

evidence for direct pro-metastatic effects of RANKL, independent of osteoclasts. Indeed, 

RANKL has the ability to stimulate metastasis via its action on RANK-expressing cancer 

cells, resulting in an increased invasion, migration and proliferation index 31. Recent 

studies have shown the functional expression of RANK, RANKL and OPG by human non-

small lung cancer cells 32.  

As the samples used for the transcriptomic analysis are from muscle-invading tumors, we 

cannot exclude that a regulation such as that one occurs in our model. Thus, in this extra-

osseous environment, the increase of OPG leading to the trapping of RANKL could directly 

inhibit the mobility and development of lung cancer cells. Still because of this extra-

osseous environment, the sources of Opg transcripts are most probably another cell 

population than the osteoblasts, as usually described in the bone metabolism. In 2010, 

Pacifici et al. described the B cells as the major source of OPG in vivo, exceeding the 

osteoblast population in this aspect 33. Indeed, the increase of Opg  transcripts we could 

observe in the LL2 FKNhi group was positively correlated with a statistically significant 

increase of intra-tumor recruitment of B cells. In addition to this role as a potential source 

of OPG, and thus as an actor in downregulation of tumor-related osteolysis, B cells have 

been linked to the immune anti-tumor response 34.  

The B cell contribution to the anti-tumor responses has been far less investigated than 

those of T cells and NK cells. It is only recently that their role in controlling cancer 

progression has become evident. There remains, however, considerable controversy over 
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the influence of tumor-infiltrating B lymphocytes (TIL-Bs) and antibody-producing 

plasma cells (PCs) even if, in human cancers, most studies reported a positive or neutral 

prognostic effect for TIL-B and PC, with only a small minority reporting a negative effect. 

In non-small cell lung cancer, the presence of TIL-Bs has, however, been linked to a 

favorable clinical outcome, and the infiltration of mature PCs into tumor tissue has been 

associated with prolonged survival 28.  

The tumor microenvironment contains a heterogenous population of B cells with 

functionally distinct subsets, contributing to both pro- as well as anti-tumor immune 

responses. The balance among subtypes, resulting from dynamic conversion processes of 

B cells, is at least partially regulated by the tumor microenvironment, and may determine 

whether B cells have a pro- or anti-tumorigenic function 35.  

B cells, including PCs, express CX3CR1 and are known to be recruited by CX3CL1, however  

B cell recruitment induced by CX3CL1 in solid tumors has never been reported, as well as 

its potential impact on tumor development 36.  

There are, in this context of bone metastases from lung cancer, some indications that B 

cells could contribute to the CX3CL1 anti-tumor effects. Indeed, B cells are able to 

suppress tumor progression by secreting immunoglobulins, promoting T cell response, 

killing cancer cells directly and also by maintaining the structure and function of tertiary 

lymphoid structure 37. In line with that, our data have shown that a higher CX3CL1 

expression in the tumor microenvironment was associated to higher Cd138 and Igkc 

mRNAs tumor expression, which are considered the most relevant markers for antibody-

secreting plasma cells 38. Thus, in a CX3CL1-rich tumor microenvironment, plasma cell-

derived tumor specific-antibodies could mediate tumor lysis by complement-dependent 

cytotoxicity (CDC), antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) or antibody-

dependent cellular phagocytosis (ADCP).   
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If the CDC mechanism only involves antibodies and tumors cells expressing target 

antigen, in contrast, the ADCC and ADCP mechanisms also require immune effector cells 

expressing Fc-gamma receptors (FcγRs). Thus, ADCC is predominantly attributed to NK 

cells, although monocytes/macrophages, especially those of M1-like phenotype, may also 

induce ADCC 39, 40. However, increasing evidence supports a major role for macrophages 

in tumor cell elimination, especially via their contribution in the ADCP mechanism 41.  

Interestingly, the increased intratumoral CX3CL1 expression was correlated to a 

population increase of NK cells and M1-like macrophages in the tumor micro-

environment.   

Thus, NK cells, as well as inflammatory monocytes/macrophages, could exercise their 

cell-mediated cytotoxic activity via the directed release of lytic granules containing 

perforin and granzymes, or via the induction of death receptor-mediated apoptosis by 

expressing TRAIL and/or Fas ligand to engage TRAIL receptors (DR4, DR5) or CD45/Fas, 

respectively, on the surface of target cells. These two distinct cytotoxic mechanisms were 

shown to act on different time scales with rapid granule-mediated cell death and slower 

TRAIL receptors-induced apoptosis 42. Moreover, a recent study has highlighted that NK 

cells switch from inducing a fast granule-mediated cell death in their first killing events 

to a slow death receptor-mediated killing during subsequent tumor cells encounters 43 . 

It would seem that death receptor-mediated apoptosis become more prominent only after 

depletion of the majority of granules and increased expression of surface death ligands. 

Gradual loss of perforin and granzymes could thus be functionally compensated by death-

receptor pathway to ensure effective cellular cytotoxicity. However, while practically all 

tumor cells are sensitive to granule-mediated killing, death receptor-mediated apoptosis 

requires the presence of CD95/Fas or TRAIL receptors DR4/R5. 
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In LL2-FKNhi tumors, perforin and granzymes expression was reduced and TRAIL was 

enhanced suggesting that lytic granule reserves were exhausted and death receptor-

mediated killing ensured cellular cytotoxicity, in this group compared to LL2-FKNlo 

tumors. Consistent with this assumption, TRAIL receptors DR5 are expressed on LL2-

cells.  

In-depth analysis of the transcriptomic profile, leukocyte tumor infiltration as well as the 

CX3CL1 protein structure (membrane-bound and soluble), at different stages of bone 

tumor development, seems required in order to explain the counterintuitive 

overexpression of several cell markers or factors linked to tumor proliferation and 

metastasis (such as Foxp3, IL-10, MMP2 or VEGFs) 44 in the LL2-FKNhi tumors while the 

bone tumor extent is clearly reduced, as well as the tumor invasiveness into adjacent 

muscle tissues, in this group compared to the LL2-FKNlo group. However, it is likely that 

the increase in such markers announces a tumor microenvironment switch from anti-

tumor phenotype toward tumor-supporting one. The increase in Tregs, known as 

essential actors in the immune escape of tumors, as well as the increase in VEGFs, critical 

factors for tumor vascularization, especially support this assumption. It would be very 

instructive to submit LL2-FKNhi tumors to therapeutic strategies targeting Tregs and their 

secreted factors and/or to strategies targeting angiogenesis that, we believe, could 

enhance/prolong the effects of increased CX3CL1 expression. 

It is the expression of various immune mediators and modulators as well as abundance 

and activation state of different cell types in the tumor microenvironment that dictate in 

which direction the balance is tipped and whether tumor-promoting inflammation or 

anti-tumor immunity will ensue. It is safe to assume that tumor-promoting inflammation 

and anti-tumor immunity co-exist at different points along the path of tumor progression 
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and that environmental and microenvironmental conditions dictate the balance between 

the two 44.  

Our results highlight the ability of CX3CL1 to tip this balance at one point during bone 

tumor development in favor of anti-tumor immunity and, thus, to slow down the tumor 

growth. It is reasonable to believe that the CX3CL1 anti-tumor effects might be prolonged 

if the immunosuppressive drift of tumor microenvironment is prevented or fought. 

In the past decade, immune-based therapies, especially immune checkpoint inhibitors, 

have become an integral part of contemporary cancer treatment. However, a fundamental 

prerequisite for the success of such therapies is a sufficient trafficking of tumor-

infiltrating leukocytes into the tumor microenvironment. As a consequence, strategies to 

improve cancer immunotherapies through enhancing immune cell infiltration are being 

explored. 

Because CX3CL1 is able to drive lymphocytes and other cancer fighters into the tumor 

microenvironment, CX3CL1 might be able to increase the success of such therapies. In this 

case, the CX3CL1 role into bone metastasis from lung cancer might serve as a predictive 

factor for response to these immune-based therapies.   
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Figures  

 

 

 

Figure 1. Real-time PCR analysis of the Cx3cl1/Cx3cr1 pair expression in LL2-FKNhi 

compared LL2-FKNlo cells. The values are means of three independent measurements, 

the error bars represent standard deviations and the asterisks indicate statistically 

significant values, P < 0.01. 
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Figure 2. Comparative histological analysis of bone tumors expressing high or low 

CX3CL1 level. (A) Representative H&E staining of tumor-bearing femurs from the LL2-

FKNlo group (upper panel) and LL2-FKNhi group (lower panel); the arrows represent the 

bone tumor extent on the longitudinal sections. (B) Assessment of bone tumor extent by 

measuring the length of tumor tissue along longitudinal femur sections, expressed in mm. 

(C) H&E-stained sections magnification (x20) of bone tumors from the LL2-FKNlo group 

(left panel) and LL2-FKNhi group (right panel); area of necrosis (N) in a LL2-FKNlo tumor; 

extensive leukocyte infiltration in a LL2-FKNhi tumor (T). (D) Histologic evaluation of 

necrotic areas in the tumors. 
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Figure 3. Effects of increased intratumoral CX3CL1 expression on tumor 

development and invasiveness. Representative crude photographs of the control hind 

leg (right leg) and the tumor-bearing hind leg (left leg) of mice injected with LL2-FKNlo 

(upper panel) or LL2-FKNhi tumor cells (lower panel). (B) Weight comparison of the 

tumor-bearing hind legs.  
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Figure 4. Phenotypic characterization of tumor-infiltrating leukocyte subsets in 

LL2-FKNhi and LL2-FKNlo tumors. The flow cytometry analysis of tumor-infiltrating 

leukocytes subsets were performed on muscle-invading tumor samples. (n=12 

mice/group). (A) Frequency of CD45+ cells as a percentage of live single cells. (B-E) 

Frequency of inflammatory monocytes, B cells, NK cells and CD4+ T cells, respectively, 

as a percentage of CD45+-gated cells. (F) Frequency of Treg cells as a percentage of 

CD4+ T cells. Independent-samples Mann-Whitney U test was performed with a 

significance level of 0.05 (p< 0.05). The results are given as mean ± SD. Only the 

statistically significant results are represented. 
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Figure 5. Quantitative real-time PCR analysis of LL2-FKNhi tumors compared to LL2-

FKNlo tumors. The relative gene expression levels were calculated using actin as the 

endogenous control and the stimulation factor was calculated using the 2-ΔΔCT formula 

(LL2-FKNhi compared to LL2-FKNlo). The results are given as median value of mRNA 

expression (n=12 mice/group). Representative of 3 separate experiments. Independent-

samples Mann-Whitney U test was performed with a significance level of 0.05 (p < 0.05). 

Only the statistically significant results are represented. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005 
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Table Legends 

 

Table 1. List of primer sequences used for real-time PCR analysis in this study  
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Table 1 

 

Gene symbol 

 Protein name (Abbreviation) 
FORWARD 5’-3’ REVERSE 5’-3’ 

Size 

(BP) 

Reference 

Genebank 

cDNA 

Actb 

beta actine 
AGATCTGGCACCACACCT

TCT 

TTTTCACGGTTGGCCT

TAGG 102 NM_007393.5 

Adgre1 

adhesion G protein-coupled receptor 

E1 (F4/80)  

GATACAGCAATGCCAAGC

AGT 

TTGTGAAGGTAGCAT

TCACAAGTGTA 
79 NM_010130 

Bmp1 

bone morphogenetic protein 1 

(BMP1) 
ACCCTCCAAGACAGCACT

G 

GGCTACGGTACAGGT

CCAT 145 NM_009755 3 

Bmp2  

bone morphogenetic protein 2 

(BMP2) 

TGCCCCCTAGTGCTTCTT

AGAC 

AGCAACACTAGAAGA

CAGCGGG 
82 NM_007553.3 

Bmp3 

bone morphogenetic protein 3 

(BMP3) 

AACTCCTCAAACGAAGGG

GTT 

ACAGTGTGGCTGACA

AAATGTT 
80 NM_173404 

Bmp4  

bone morphogenetic protein 4 

(BMP4) 

TTGATACCTGAGACCGGG

AAG 

ACATCTGTAGAAGTG

TCGCCTC 
118 NM_0077557 

Bmp5 

bone morphogenetic protein 5 

(BMP5) 

TTACTTAGGGGTATTGTG

GGCT 

TGAACGTGATTGTCT

CCCAAG 
86 NM_077555 

Bmp6 

bone morphogenetic protein 6 

(BMP6) 

AACGCCCTGTCCAATGAC

G 

ACTCTTGCGGTTCAAG

GAGTG 
138 NM_007556 

Ccl2 

c-c motif chemokine ligand 2 (CCL2) 
AGGCTGGAGAGCTACAAG

AGGAT 

ATCCAGGTTTTTAAT

GTATGTCTGGA 
134 NM_011333 

Ccl5 

c-c motif chemokine ligand 5 (CCL5) 
TGCCCACGTCAAGGAGTA

TTTC 

AACCCACTTCTTCTCT

GGGTTG 
111 NM_013653 

Cd19 

B-lymphocyte surface antigen B4 

(CD19) 

TCCCTGGGTCCTATGGAA

AT 

CTGGTCCTGCCCAAGG

TT 
157 NM_009844 

Csf1 

colony stimulating factor 1 (CSF1) 
CCTGTGTCCGAACTTTCC

AT 

ATCAGGCTTGGTCACC

ACAT 
166 NM_007778.4  

Cx3cl1 

c-x3-c motif chemokine ligand 1 

(CX3CL1) 

CCGCGTTCTTCCATTTGT

GTA  

GCTGATAGCGGATGA

GCAAAG  
99 NM_009142 

Cx3cr1 

c-x3-c motif chemokine receptor 1 

(CX3CR1) 

CTGCTGAGGCCTGTTATT

TGG 

CTTCCGGCTGTTGGTG

AGA 
115 NM_009987 

Dr5 

death receptor 5 (DR5) 
CTGGAAGACTGGAGCATG

GA 

GCCAGGTTCCGTGTTG

TG 
150 NM_020275 

Fas 

fas cell surface death receptor (FAS) 
GTGCACAGCAACCAGCAA

TAC   

AGG GTC ATC CTG 

TCT CCT TTT C 
150 NM_007987.2 

Fasl 

fas ligand (FASL) 
GTAGACAGCAGTGCCACT

TCATC 

GCAGTGGGAGTGGTT

GTGA 
150 NM_0101177 

Foxp3 

forkhead box P3 (FOXP3) 
CCCAGGAAAGACAGCAAC

CTT 

TTCCACAACCAGGCCA

CTTG  
88 NM_054039 
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Gzma 

granzym a (GZMA) 
ACTCAAGACCGTATATGG

CTCTACTTAA 

AGCCCCAAGAATGAA

CTTAGATCTCT 
133 NM_010370.3 

Gzmb 

granzym b (GZMB) 
TCCTGCTACTGCTGACCT

TGTC 

TGCTGATCCTTGATCG

AAAGTAAG 
220 NM_013542.3 

Gzmc 

granzym c (GZMC) 
ATGAGTTTCTGAAAGTTG

GTG 

TCATTAGAACGGTCA

TCAGG 
217 NM_010371.3 

Ifng 

interferon γ (IFNγ) 
CAGCAACAGCAAGGCGAA

A 

GCTGGATTCCGGCAAC

AG 
129 NM_008337.4 

Igkc 

immunoglobulin kappa light chain 

(IGKC) 

GCGTCCTGAACAGTTGGA

CT 

ACTCGTCCTTGGTCAA

CGTG 
84 AJ294736.1 

Il-1α 
interleukin 1α (IL1α) 

CAGGATGTGGACAAACAC

TATCTCA 

TCGTCTCCTCCCGACG

AGTA 
113 NM_010554 

Il-1β 

interleukin 1β (IL1β) 
GAAGTTGACGGACCCCAA

AAG 

GTGCTGCGAGATTTG

AA 
92 NM_008361 

Il-6 

interleukin 6 (IL6) 
ACAAGTCGGAGGCTTAAT

TACACAT 

AAGTGCATCATCGTT

GTTCATACA 
102 NM_031168.2 

Il-10 

interleukin 10 (IL10) 
GAAGTTGACGGACCCCAA

AAG 

GTGCTGCTGCGAGAT

TTGAA 
95 NM_010548 

Il-12 

interleukin 12 (IL12) 
GGTGCAAAGAAACATGGA

CTTG 

GACAGAGACGCCATT

CCACAT 
92 NM_008352 

Mmp2 

matrix metallopeptidase 2 (MMP2) 
TTCCTCTGGTGCTCCACT

ACATAC 

AGGGCTGTCCATCAGC

ATTG 
105 NM_008610 

Mmp9 

matrix metallopeptidase 9 (MMP9) 
TGAGTCCGGCAGACAATC

CT 

CGCCCTGGATCTCAGC

AATA 
62 NM_013599| 

Opg 

osteoprotegerin (OPG) 
TCCGGCGTGGTGCAA 

AGAACCCATCTGGAC

ATTTTTTG 
66 NM_008764 

Perf 

perforin (PERF) 
GAGAAGACCTATCAGGAC

CA 

AGCCTGTGGTAAGCA

TG  
166 NM_010370.2   

Rank  

receptor activator for nuclear factor-

κB (RANK) 

CTTGGACACCTGGAATGA

AGAAG 

AGGGCCTTGCCTGCAT

C 
41 NM_009399 

Rankl 

rank ligand (RANKL) 
GGAACTGCAACACATTGT

GGG  

GCCTTCCATCATAGCT

GGAGC  
60 NM_011613 

Sdc1 

syndecan 1 (CD138)  
TAGATGGCCTATTGCGGC

TG 

CCCTAGCGGTCTCTAT

GGGT 
90 NM_011519.2  

Tnfa 

tumor necrosis factor α (TNFα) 

AGGCGGTGCCTATGTCTC

A 

GGGTCTGGGCCATAG

AACTG 
131 NM_013693 

Tnfr1a 

tnf receptor 1a (TNFR1a) 
GACACGGTGTGTGGCTGT

AA 

AAGAACCCTGCATGG

CAGTT 
154 NM_011609 

Tnfr1b 

tnf receptor 1b (TNFR1b) 
TCCTGGYGCAGAGGAAAA

AG 

GCTGGAACTGGGTGC

TGTAGT 
133 NM_011610 

Trail 

TNF-related apoptosis-inducing 

ligand (TRAIL) 

TGAACAGACCCTGCTTGC

A 

GCCACTTTCTGAGGTC

TTCCA 
150 NM_009425 

Vegfa 

vascular endothelial growth factor a 

(VEGFA) 

TTTACTGCTGTACCTCCA

CCA  

ATCTCTCCTATGTGCT

GGCTTT  
317 

NM_0013170

41.1 

Vegfc  

vascular endothelial growth factor c 

(VEGFC) 

GGGAAGAAGTTCCACCAT

CA 

ATGTGGCCTTTTCCAA

TACG  
143 NM_009506 
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B.  Résultats complémentaires 

a. Introduction 

La première partie de ce travail de thèse a permis de mettre en évidence qu’une expression 

accrue de CX3CL1 dans les tumeurs osseuses LL2 en réduit considérablement le potentiel 

malin.  

Les principaux mécanismes impliqués dans cet effet semblent être une inhibition du cercle 

vicieux liant la résorption osseuse et la prolifération des cellules tumorales ainsi que l’induction 

d’un microenvironnement tumoral immunopermissif. 

Néanmoins, la surexpression de facteurs associés habituellement à la progression tumorale et 

au développement de métastases (tels que FOXP3, Il-10, MMP2 ou VEGF) était ici contre-

intuitive car associée à une diminution du développement tumoral. La surexpression de ces 

facteurs semblait indiquer une évolution en cours du microenvironnement tumoral d’un statut 

immunopermissif vers un statut immunosuppressif. Ce constat nous incitait à rechercher des 

modifications du microenvironnement des tumeurs LL2-FKNhi au cours du temps. Il nous 

fallait donc analyser/caractériser à différents moments du développement tumoral des lésions 

LL2-FKNhi, le phénotype de la tumeur, son profil transcriptomique, l’infiltrat leucocytaire 

tumoral en précisant son niveau d’activation ainsi que l’expression des différents CPI. Il nous 

fallait surtout déterminer si l’effet de la FKN diminuait au cours du développement tumoral, et 

le cas échéant, identifier les mécanismes sous-jacents. 

Au cours des dernières années, les immunothérapies, et plus particulièrement celles qui utilisent 

les inhibiteurs de checkpoints immunitaires sont devenues un traitement clé dans la prise en 

charge des cancers. Les effets de la FKN semblant, en partie au moins, dépendre d’une 

composante immunitaire, nous nous sommes attachés à tester, dans ce même modèle murin, les 

effets d’une expression accrue et locale de FKN en association avec différents modulateurs de 

CPI. 

Par ailleurs, les premiers résultats en cours de publication suggéraient l’implication des LTreg 

dans la limitation de l’effet de la FKN sur le développement tumoral. Nous avons exploré 

différentes pistes de traitements inhibiteurs des LTreg en association à l’augmentation de 

l’expression locale de FKN, pour confirmer l’implication des LTreg dans la limitation de son 

effet, et identifier des associations thérapeutiques pouvant potentiellement être transposées en 

pratique clinique. 

C’est l’ensemble de ces résultats complémentaires qui vont être présentés dans cette 2ème partie. 
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b.  Matériels et Méthodes  

Cf page 61 

c. Résultats 

i. Analyse cinétique des tumeurs LL2-FKNhi 

1. Effet anti-tumoral de la FKN au cours du temps 

Les expériences in vivo réalisées précédemment n’ont pas pu être menées au-delà de J14 du fait 

de l’impotence fonctionnelle des animaux et du volume des lésions observées dans les groupes 

LL2-FKNlo.  

Des expériences in vivo, utilisant uniquement les cellules LL2-FKNhi ont donc été réalisées, 

dans lesquelles le développement tumoral a été suivi sur une période 22 jours. Les résultats sont 

présentés dans la Figure 16.  

A J8 post-injection, seuls 20% des animaux avaient développé une tumeur, contre 75% à J14 

et 100% à J22. De plus, les poids médians des tumeurs étaient significativement augmentés 

(p<0,05) entre J8 et J14 (0,13 g vs 0,44 g,) et entre J14 et J22 (0,28 g vs 1,64 g).  

Ces résultats mettent ainsi en évidence une atténuation de l’effet anti-tumoral de la FKN au 

cours du temps.  

  

Figure 16 : Analyse du développement des tumeurs LL2-FKNhi au cours du temps. Les souris 
(n=30) ont reçu une injection de 5x105cellules LL2-FKNhi dans le fémur. Les animaux ont été 
sacrifiés à J8 (n=10), J14 (n=10) et J22 (n=10) post-injection. Le jour du sacrifice, le 
développement tumoral a été évalué dans les muscles adjacents des fémurs injectés. Box plot : 
les marques à l’intérieur des boîtes indiquent les médianes. Les boîtes s’étendent du 25e au 75e 
percentiles et les valeurs minimum et maximum sont utilisées pour les moustaches.   
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2. Infiltration des tumeurs LL2-FKNhi par les LTreg au cours du temps 

Les résultats des travaux précédents (article soumis), ont mis en évidence, tant en cytométrie 

de flux qu’en PCR quantitative, une augmentation significative du ratio de LT CD4+/FOXP3+ 

parmi les LT CD4+ infiltrant les tumeurs prélevées à J14 dans le groupe LL2-FKNhi comparé 

au groupe LL2-FKNlo.   

Cette observation nous a conduits à nous intéresser aux LTreg infiltrant les tumeurs LL2-FKNhi 

au cours du temps.  

L’évaluation de cette sous-population leucocytaire a été réalisée par une approche de PCR 

quantitative en utilisant le gène FOXP3 comme marqueur.  

Ces expériences ont mis en évidence, qu’il n’y avait pas de différence significative du niveau 

d’expression de FOXP3 entre J8 et J14 et J22 dans les tumeurs LL2-FKNhi (résultats non 

présentés) suggérant un taux d’infiltration élevé et stable des LTreg dans ces tumeurs au cours 

du temps.  

 

ii. Effet des traitements par des inhibiteurs de LTreg 

Comme nous avons constaté une augmentation de l’infiltration par les LTreg des tumeurs LL2-

FKNhi comparées aux tumeurs LL2-FKNlo, nous nous sommes attachés à cibler cette population 

cellulaire à la fois pour essayer de prolonger l’effet de la FKN, et pour prouver l’implication 

des LTreg dans la perte d’effet de la FKN au cours du développement tumoral. 

Nous avons choisi le cyclophosphamide et les Ac anti-GITR dans l’objectif de bloquer les 

LTreg.  

La figure 17 montre que le traitement par cyclophosphamide n’avait pas d’effet significatif sur 

le poids des tumeurs LL2-FKNlo (0,70g VS 1,02g ; p=0,09), malgré une diminution 

significative du niveau d’expression de FOXP3 (fold -2,15 ; p=0,005). En revanche, le 

traitement par Ac anti-GITR (Fig.18) diminuait significativement le poids de ces tumeurs 

(0,805g VS 0,5g ; p=0,001). Dans le même temps, le niveau d’expression de FOXP3 était 

diminué significativement (fold -2 ; p=0,04), et ceux de CD8a et CD8b étaient augmentés 

significativement (respectivement fold 2,71 et 2,35 ; p=0,008 et p=0,015) (résultats non 

présentés). 

Appliqués aux souris porteuses de tumeurs LL2-FKNhi, les mêmes traitements par 

cyclophosphamide (Fig.17) et Ac anti-GITR (Fig.18) n’avaient d’effet significatif ni sur le 

niveau d’expression de FOXP3 (résultats non présentés) ni sur le poids des tumeurs. 
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Figure 17: Effet d’un traitement par cyclophosphamide sur les tumeurs LL2-FKNlo et LL2-

FKNhi. A J=0, les cellules LL2-FKNhi ou LL2-FKNlo (5x105) ont été injectées dans le fémur des 
souris (n=48). Les animaux ont reçu de J=8 à J=13 une injection intrapéritonéale quotidienne 
de 1mg/kg de cyclophosphamide (n=24) ou de NaCl à 0,9% (n=24), puis ont été sacrifiées à 
J14. Le jour du sacrifice, le développement tumoral a été évalué dans les muscles adjacents 
aux fémurs injectés. Les marques à l’intérieur des boîtes indiquent les médianes. Les boîtes 
s’étendent du 25e au 75e percentiles et les valeurs minimum et maximum sont utilisées pour les 
moustaches.   
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Figure 18 : Effet d’un traitement par des anticorps monoclonaux anti-GITR sur les tumeurs 

LL2-FKNlo et LL2-FKNhi. Après injection des souris par les cellules LL2-FKNlo (n=24) ou 
LL2-FKNhi (n=24), les souris ont reçu par voie ip 3 injections de 250 µg d’anticorps 
monoclonaux anti-GITR (n=12) ou IgG2b de rat (Isotype contrôle de GITR, n=12). Le jour du 
sacrifice, le développement tumoral a été évalué dans les muscles adjacents des fémurs injectés. 
Les marques à l’intérieur des boîtes indiquent les médianes. Les boîtes s’étendent du 25e au 75e 
percentiles et les valeurs minimum et maximum sont utilisées pour les moustaches. 
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iii. Analyse du niveau d’expression des CPI dans les tumeurs LL2 

Les tumeurs disposent de plusieurs moyens pour échapper à la destruction par le système 

immunitaire et, notamment celui de détourner à leur profit les CPI inhibiteurs des LT effecteurs.  

Ayant comme objectif de coupler la stratégie FKN à celles utilisant les anticorps inhibiteurs de 

CPI, nous avons fait un état des lieux du niveau d’expression des CPI dans les tumeurs LL2. 

Nous avons focalisé notre étude sur l’expression des CPI : PD1, PDL1, PDL2, CTLA4, TIM3, 

GAL9, et LAG3 et analysé leur niveau d’expression par PCR quantitative dans les tumeurs 

LL2-FKNhi et LL2-FKNlo prélevées à J14 post-injection. Les tumeurs analysées étaient issues 

de 2 séries indépendantes d’expérimentations représentant plus d’une vingtaine d’échantillons 

pour chacun des 2 groupes de tumeurs.  

Ainsi nous avons observé que tous les CPI testés étaient exprimés dans les tumeurs LL2-FKNlo 

et LL2-FKNhi (résultats non présentés). De plus, comme présenté dans le Tableau 4 une 

augmentation significative de l’expression des CPI PDL1, CTLA4, TIM3, GAL9, et LAG3 a 

été observée dans les tumeurs LL2-FKNhi comparées aux tumeurs LL2-FKNlo. En revanche, 

pour les CPI PD1 et PDL2, nous avons identifié une fois une surexpression et une fois une 

inhibition de leur niveau d’expression. Cette discordance nous a conduit à les étudier dans 3 

autres expérimentations indépendantes amenant à considérer finalement une cinquantaine de 

tumeurs. Néanmoins l’ensemble de cette étude n’a pas permis de statuer sur l’impact de la 

surexpression de la FKN sur le niveau d’expression de PD1 et PDL2, leur niveau d’expression 

restant variable pour un même niveau d’expression de FKN.  

CPI 
Expérimentation 1 

(n=12 souris) 

Expérimentation 2 

(n= 10 souris) 

 

 facteur de 

stimulation 
p 

facteur de 

stimulation 
p 

Facteur de stimulation 

moyen 

PDL1 2,1 0,045 1,8 0,005 1,95  ± 0,15 

CTLA4 7 0,001 7,9 <0,001 7,45 ± 0,45 

TIM3 1,8 0,024 2,3 <0,001 2,05 ± 0,25 

GAL9 2,0 0,029 3,3 >0,001 2,65  ± 0,65 

LAG3 2,1 0,021 2,0 <0,001 2,05 ± 0,05 

Tableau 4 : Analyse comparative du niveau d’expression des CPI dans les tumeurs LL2-

FKNhi et LL2-FKNlo. L’analyse par PCR quantitative des CPI a été réalisée sur les tumeurs 
envahissant le muscle, prélevées à J14 post injection. Le niveau relatif de l’expression des 
gènes a été calculé en utilisant l’actine comme gène de ménage et les facteurs de stimulation 
ont été calculés en utilisant la formule 2-ddCt (LL2-FKNhi par rapport à LL2-FKNlo). 
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iv. Effet des traitements anti-CPI sur les tumeurs LL2-FKNlo et LL2-FKNhi 

1. Effet des traitements anti-CPI en monothérapie 

Les tumeurs LL2 exprimant les CPI, nous avons recherché si le développement de ces tumeurs 

était sensible aux traitements par des Ac anti-CPI, et, le cas échéant, si le niveau d’expression 

de la FKN dans les tumeurs pouvait impacter la réponse à ces traitements. Plusieurs Ac 

monoclonaux anti-CPI ont ainsi été testés en utilisant un même schéma d’administration choisi 

en accord avec les données de la littérature (Fig. 19).  

 

Figure 19 : Schéma de traitement par les anticorps anti-CPI. A J=0, les cellules LL2-FKNhi 

ou LL2-FKNlo (5x105 cellules) ont été injectées de dans le fémur des souris. Les animaux ont 
reçu à J=1, J=5, J=9 et J=13 une injection intrapéritonéale d’anticorps anti-CPI ou d’isotypes 
contrôles correspondants puis ont été sacrifiés à J14.  
 

A ce jour, nous avons testé les effets des Ac monoclonaux dirigés contre les CPI PD1, CTLA4, 

PDL1, et TIM3 sur le développement des tumeurs LL2-FKNlo et LL2-FKNhi.  

L’effet de chacun des Ac testés a été comparé à des conditions contrôles dans lesquelles les 

souris ont été traitées par les isotypes contrôles correspondant à chacun des Ac testés, à savoir 

rIgG2a pour les anti-PD1 et les anti-TIM3, mIgG2b pour les anti-CTLA4 et rIgG2b pour les 

anti-PDL1. 

Comme le montrent les résultats présentés dans la Figure 20 A, les traitements par des Ac anti-

PD1 ou par des Ac anti-TIM3 n’avaient pas d’effet sur les poids de tumeurs LL2-FKNlo. En 

revanche, les traitements par Ac anti-CTLA4 ou par Ac anti-PDL1 diminuaient 

significativement le poids de ces tumeurs, respectivement de 38 et 35% (1,16g versus 0,85g ; 

p=0,0041 et 1,16g VS 0,75g ; p=0,014) (Fig. 20 A). 

Par ailleurs, alors que les traitements par Ac anti-CTLA4, anti-TIM3, et anti-PDL1, appliqués 

aux souris porteuses de tumeurs LL2-FKNhi n’avaient pas d’effet significatif sur les poids 

tumoraux (Fig. 20 B), le traitement par Ac anti-PD1 entrainait une augmentation significative 

du poids tumoral (0,44g VS 0,80g ; p=0,022).  
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Figure 20 : Effet des traitements par des anticorps monoclonaux anti-CPI sur les tumeurs 

LL2-FKNlo et LL2-FKNhi. Après injection intra-fémorale des cellules LL2-FKNlo (panel A) ou 
cellules LL2-FKNhi (panel B), les souris ont reçu par voie intrapéritonéale(ip) 4 injections de 
250 µg d’anticorps monoclonaux anti-PD1 (n=12), anti-TIM3 (n=12), ou anti-PDL1(n=12) ou 
d’isotypes contrôles (IgG2a de rat, n=12 ou IgG2b de rat, n=12) ou de 100 µg d’anticorps 
monoclonaux anti-CTLA4 (n=12) ou d’isotype contrôle (IgG2b de souris). Le jour du sacrifice, 
le développement tumoral a été évalué dans les muscles adjacents aux fémurs injectés. Les 
marques à l’intérieur des boîtes indiquent les médianes. Les boîtes s’étendent du 25e au 75e 
percentiles et les valeurs minimum et maximum sont utilisées pour les moustaches. 
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2. Effet d’un traitement associant 2 Ac anti-CPI 

Suivant le même schéma thérapeutique comprenant 4 injections à partir de J1, le traitement 

associant les Ac anti-CTLA4 et anti-PD1 n’a pas montré d’effet significatif sur les poids des 

tumeurs LL2-FKNlo ni LL2-FKNhi (Fig. 21).   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Effet d’un traitement associant les anticorps monoclonaux anti-PD1 et anti-

CTLA4 sur les tumeurs LL2-FKNlo et LL2-FKNhi. Après injection intra-fémorale des cellules 
LL2-FKNlo (n=24) ou LL2-FKNhi (n=24), les souris ont reçu par voie ip 4 injections de 250 µg 
d’anticorps monoclonaux anti-PD1 (n=12) ou d’IgG2a de rat (n=12), plus 100 µg d’anticorps 
monoclonaux anti-CTLA4 (n=12) ou d’IgG2b de souris (n=12). Le jour du sacrifice, le 
développement tumoral a été évalué dans les muscles adjacents des fémurs injectés. Les 
marques à l’intérieur des boîtes indiquent les médianes. Les boîtes s’étendent du 25e au 75e 
percentiles et les valeurs minimum et maximum sont utilisées pour les moustaches. 
 

3. Effet d’un traitement anti-PD1 appliqué suivant un nouveau protocole 

Nous avons choisi de tester un autre protocole de traitement par anti-PD1 du fait des résultats 

obtenus avec le schéma d’administration à partir de J1. Nous avons ici réalisé 3 injections, en 

débutant le traitement plus tardivement, à J7 de l’injection des cellules tumorales (Fig. 22). 

Dans ces conditions, le traitement par Ac anti-PD1, comparé au traitement par les isotypes 

contrôles, inhibait significativement le développement des tumeurs LL2-FKNlo de 44% (0,45g 

versus 0,8g ; p=0,028). Ce même protocole de traitement n’avait pas d’effet significatif sur le 

groupe LL2-FKNhi. 
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Figure 22 : Effet d’un nouveau protocole de traitement par des anti-PD1 sur les tumeurs 

LL2-FKNlo et LL2-FKNhi. A J=0, les cellules LL2-FKNhi ou LL2-FKNlo (5x105) ont été 
injectées dans le fémur des souris (n=48). Les animaux ont reçu à J=7, J=10 et J=13 une 
injection intrapéritonéale de 250 µg d’anticorps anti-PD1 (n=24) ou IgG2a de rat (n=24) puis 
ont été sacrifiées à J14. Le jour du sacrifice, le développement tumoral a été évalué dans les 
muscles adjacents des fémurs injectés. Les marques à l’intérieur des boîtes indiquent les 
médianes. Les boîtes s’étendent du 25e au 75e percentiles et les valeurs minimum et maximum 
sont utilisées pour les moustaches. 
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d. Discussion 

Le résultat principal de cette 2ème partie de notre travail est le constat d’une atténuation de 

l’effet anti-tumoral de la FKN au cours du temps, manifestation de l’existence d’une dynamique 

tumorale. Il existe une véritable évolutivité du microenvironnement tumoral contrôlé en 

permanence par une balance entre les éléments pro et anti-tumoraux. Ceci conduit à plus ou 

moins long terme à un état immunosuppressif, qui semble ici contribuer à neutraliser l’effet 

anti-tumoral de la FKN. 

 

Cette perte progressive d’effet de la FKN dans les tumeurs LL2-FKNhi est associée à une 

majoration de l’infiltrat tumoral par les LTreg, comparées aux tumeurs LL2-FKNlo. Or, cette 

sous-population lymphocytaire est connue pour son rôle pivot dans la génération d’un 

microenvironnement tumoral immunosuppressif. Dans la littérature, de nombreuses études, 

dont certaines réalisées dans un contexte de CNPC, ont d’ailleurs relaté l’impact pronostique 

négatif de l’infiltration tumorale par les LTreg (Tao et al. 2012 ; Petersen et al. 2006). La 

fonction immunosuppressive des LTreg se fait via la production de cytokines bloquant les LT 

effecteurs, via l’expression de CPI, et via la limitation de l’activité des cellules présentatrices 

d’Ag (diminution de l’expression de CD80-86).  Ces cellules exercent également un rôle pro-

tumoral direct via leur capacité à promouvoir l’angiogenèse tumorale par 2 mécanismes : la 

diminution de la production de facteurs angiostatiques tels que TNFα et IFNγ 

(significativement augmentés dans nos expériences), et la production de VEGF A, dont 

l’expression est effectivement augmentée à J14 dans les tumeurs LL2-FKNhi (Liu et al. 2016).  

Dans le but de démontrer le rôle des LTreg dans l’amortissement des effets de la FKN, et 

de prolonger l’effet de la FKN, nous avons réalisé des expériences de déplétion des tumeurs en 

LTreg par un traitement métronomique de cyclophosphamide ou par des Ac anti-GITR. Ces 

expériences ne sont pas concluantes pour le moment. En effet, ces 2 types de traitement ciblant 

les LTreg, réduisaient, au mieux, de moitié la teneur en LTreg des tumeurs LL2-FKNlo, et 

n’avaient pas d’effet sur celle des tumeurs LL2-FKNhi. Aucun de ces traitements, dans les 

schémas thérapeutiques que nous avons choisis, n’était capable de freiner le développement des 

tumeurs LL2-FKNhi, et seul le traitement par des Ac anti-GITR entravait significativement la 

croissance des tumeurs LL2-FKNlo. Ces résultats semblent indiquer que les doses de traitement 

utilisées ne sont pas suffisantes pour être efficaces dans des conditions de teneur élevée en 

LTreg.  



 99

Le mécanisme d’action de ces 2 agents utilisés pour restreindre le taux de LTreg diffèrent, 

et le choix de l’un ou de l’autre pourrait se révéler déterminant en termes d’efficacité. Le mode 

d’action du cyclophosphamide est aspécifique: il agit sur toutes les cellules en division 

(Galluzzi et al. 2012). Son effet préférentiel sur les LTreg pourrait s’expliquer par le fait que 

ces cellules semblent avoir une plus grande capacité proliférative au sein des tumeurs et qu’elles 

expriment peu de glutathion, une enzyme de détoxification. Utilisé selon un protocole 

métronomique (dose faible mais itérative), le cyclophosphamide détruit les cellules 

immunosuppressives telles que les LTreg et les MDSCs, tout en favorisant la différenciation 

des LTh17 et en restaurant la fonction des LT et des NK (Ghiringhelli et al. 2007). Cependant, 

de plus fortes doses s’avèreraient lympho-ablatrices et inductrices d’immunosuppression (Bao 

et al. 2020). Confrontés à la difficulté de devoir augmenter les doses de cyclophosphamide pour 

en majorer l’effet sur les LTreg, mais sans induire d’immunosuppression, nous avons plutôt fait 

le choix de nous orienter vers un autre traitement, plus spécifique dans la déplétion des LTreg : 

des Ac agonistes du CPI activateur de GITR. GITR est exprimé par différentes sous-populations 

lymphocytaires incluant les LT, les cellules NK, les LB et les LTreg, son niveau d’expression 

étant particulièrement élevé sur les LTreg. Dans la littérature, les Ac agonistes anti-GITR (clone 

DTA-1) s’avèrent avoir des capacités spécifiques à inhiber la fonction des LTreg, et à stimuler 

les LT cytotoxiques (Knee et al. 2016; Shimizu et al. 2002). Utilisés dans plusieurs modèles de 

tumeurs syngéniques murines, ces Ac exercent, in vivo, un puissant effet anti-tumoral, associé 

à une diminution de l’infiltration par les LTreg FOXP3+, et une augmentation de l’infiltration 

et de l’activation des LT CD8+ (Knee D et al. 2016). 

Utilisés dans notre modèle, les Ac agonistes de GITR ont eu un effet anti-tumoral dans le groupe 

LL2-FKNlo et cet effet était bien associé à une diminution de niveau d’expression de FOXP3 et 

une augmentation de ceux de CD4 et CD8. Ce même traitement s’avérait sans effet sur le 

développement des tumeurs LL2-FKNhi. Il faut préciser qu’en condition LL2-FKNhi, les Ac 

anti-GITR n’induisaient pas de modification significative des niveaux d’expression de FOXP3, 

CD4, et CD8. Ceci suggérait que les conditions d’administration de ce traitement (quantité d’Ac 

et nombre d’injections notamment) étaient limitantes. Il était donc impératif d’adapter notre 

protocole de traitement à cette situation de densité élevée en LTreg. De nouvelles 

expérimentations animales vont être menées en ce sens. 
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Par ailleurs, dans l’objectif de prolonger l’effet anti-tumoral de la FKN au cours du 

temps, et du fait de l’expression des inhibiteurs de CPI tant dans les tumeurs LL2-FKNhi, que 

LL2-FKNlo, nous avons testé l’effet d’inhibiteurs de CPI dans notre modèle.  

Nos expériences montrent qu’effectivement, certains traitements anti-CPI sont capables 

de freiner le développement des tumeurs du groupe LL2-FKNlo avec une diminution du poids 

tumoral comprise entre 30 et 44% suivant le CPI ciblé. En revanche, dans les conditions de 

forte expression intra-tumorale de FKN (tumeurs LL2-FKNhi), nous ne sommes pas parvenus, 

à ce jour, à potentialiser et/ou prolonger l’effet anti-tumoral de la FKN par l’association à des 

Ac anti-CPI. 

La densité élevée des tumeurs LL2-FKNhi en LTreg pourrait, en partie au moins, 

contribuer à expliquer la différence de sensibilité aux CPI entre les 2 groupes de tumeurs. 

Encore incomplètement élucidés, les mécanismes de résistance aux CPI sont complexes et 

dépendent de multiples facteurs (Bai et al. 2017 ; Seidel et al. 2018). La présence de cellules 

immunomodulatrices telles que les LTreg, les MDSCs et les TAMS dans le 

microenvironnement tumoral est un des facteurs identifiés, contribuant à la résistance au 

blocage de l’axe PD1/PDL1-PDL2 et CTLA4. En effet, les LTreg expriment PD1, et CTLA4 

de manière constitutive. Il semblerait que l’activation de PD1-PDL1 sur les LTreg soit 

nécessaire au développement et au maintien de leur fonction suppressive (Francisco et al. 2009) 

et que l’activation de CTLA4 induise une activation des LTreg et donc le développement de 

leur activité immunosuppressive (Wing et al. 2008). Intuitivement, on s’attendrait à ce que le 

blocage de ces checkpoints activateurs des LTreg participe à l’activité anti-tumorale des Ac 

anti-CPI. Cependant à ce jour, il existe une vraie controverse dans la littérature sur l’impact des 

Ac anti CTLA4 et anti-PDL1 sur les LTreg (Han et al. 2019). L’effet anti-tumoral des 

inhibiteurs de CPI, via l’inhibition des LTreg, n’est pas prouvée. Paterson et al (Paterson et al. 

2015), ont d’ailleurs montré que la délétion de CTLA-4 dans des modèles murins adultes induit 

une protection contre l’auto-immunité via une stimulation des LTreg alors que les souris 

déficientes en CTLA4 développent une auto-immunité incompatible avec la vie. De fait, on ne 

peut exclure l’hypothèse d’une stimulation des LTreg induite par un traitement par Ac anti-

CTLA4. Par ailleurs, les traitements par immunothérapies anti-PD1 semblent induire une 

augmentation du ratio LTreg/LTh dans des modèles murins de carcinomes épidermoïdes 

(Dodagatta-Marri et al 2019). Ainsi, l’utilisation d’Ac anti CTLA4 ou anti PD1 dans les 

tumeurs LL2-FKNhi, richement infiltrées par des LTreg, pourrait majorer l’activation de ces 

cellules immunosuppressives et neutraliser l’effet anti-tumoral de ces traitements. 
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Enfin, les LTreg semblent également avoir, via les CPI un impact sur l’état d’activation 

des LB. Dans une étude de 2013, Sage et al (Sage et al. 2013) ont démontré que le blocage de 

l’axe PD1/PDL1 induisait une augmentation d’activité des LTreg folliculaires, elle-même 

responsable d’une diminution de l’activité des LTh folliculaires et ainsi d’une diminution de 

l’immunité humorale, révélée par une diminution de la production d’Ac in vitro. Replacée dans 

le contexte de notre modèle, cette hypothèse qui relie une augmentation de l’activité des LTreg 

à une diminution de l’immunité humorale dépendante des LB, pourrait contribuer à expliquer 

l’absence de bénéfice thérapeutique d’un traitement FKN/anti-PD1 par rapport à un traitement 

par FKN seule, et, en outre, donner des bases moléculaires aux mécanismes sous-jacents à 

l’atténuation de l’effet anti-tumoral de la FKN au cours du temps. 

 

L’augmentation de l’infiltration tumorale par les LTreg dans les tumeurs LL2-FKNhi, 

pourrait donc à la fois participer à la perte d’effet de la FKN avec le temps, mais aussi à 

l’absence d’effet des CPI sur les tumeurs FKNhi contrairement aux tumeurs FKNlo. 
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Discussion Générale, Perspectives et 

Conclusion  

 

L’optimisation de la prise en charge des métastases osseuses de cancers pulmonaires constitue 

un enjeu majeur de santé publique, du fait du mauvais pronostic de ces lésions, de leurs 

conséquences fonctionnelles, et de leur impact sur la qualité de vie des patients. 

 

Le développement des immunothérapies en pratique clinique, avec la mise sur le marché des 

inhibiteurs de CPI, d’abord dans le cadre du mélanome, puis dans la prise en charge du CNPC, 

ont permis de ré-ouvrir la voie de la recherche en immunothérapies anticancéreuses. Les 

traitements actuellement utilisés en pratique clinique sont les Ac inhibiteurs de CTLA4 et de 

PD1/PDL1. Les résultats sont prometteurs, avec des survies prolongées pour les patients 

répondeurs, mais le taux de réponse est encore insuffisant. Il est donc essentiel d’identifier les 

mécanismes de résistance à ces traitements, des marqueurs prédictifs de leur efficacité, et des 

associations thérapeutiques capables d’optimiser leur effet. 

 

Les chimiokines, ayant des propriétés chémoattractantes sur les cellules immunitaires, et en 

particulier les leucocytes, ont un rôle essentiel dans l’établissement de l’immunité anti-

tumorale. Elles constituent ainsi des pistes thérapeutiques potentielles notamment en 

association à des modulateurs de CPI. En effet l’association d’un traitement local, capable de 

majorer l’infiltrat immunitaire intra-tumoral, à un traitement systémique, capable de lever les 

freins à l’activation de ces mêmes cellules immunitaires, semble une stratégie d’intérêt. 

 

La chimiokine CX3CL1/Fractalkine (FKN) a été décrite dans la littérature comme ayant un 

effet pro-tumoral dans certaines tumeurs et un effet anti-tumoral dans d’autres. 

Loin d’être contradictoires, ces résultats soulignent l’action complexe de la FKN dans la 

biologie du cancer. Cette fonction dépend, entre autres, de la forme de CX3CL1 (membranaire 

ou soluble), de l’expression de son Rc CX3CR1, du type de cancer, de la localisation de la 

tumeur et du développement tumoral.  
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Notre étude montre que l’augmentation de la FKN dans le microenvironnement osseux inhibe 

le développement de métastases osseuses expérimentales de CNPC. Cet effet anti-tumoral est 

associé à une augmentation du recrutement des LB, des monocytes inflammatoires et des 

cellules NK dans la tumeur ainsi qu’à des modifications significatives du niveau d’expression 

de gènes impliqués dans l’ostéoformation et la régulation de l’immunité. Nous décrivons ici, 

pour la première fois, la probable intervention des LB dans le processus de réponse immune 

anti-tumorale induite par la FKN, en l’occurrence via l’activation de l’ADCC et de l’ADCP, et 

plus particulièrement de la voie des Rc de mort.  

Cet effet anti-tumoral de la FKN s’appuie également sur l’induction de l’expression d’OPG, et 

de plusieurs BMP, ainsi que d’une répression de l’expression de RANKL qui impactent le 

métabolisme osseux en permettant de promouvoir un profil ostéoblastique, rompant ainsi le 

cercle vicieux ostéolyse/ développement métastatique. Enfin, indépendamment des 

ostéoclastes, l’OPG interagit directement avec RANKL, empêchant ainsi son action pro-

métastatique, et renforçant l’action anti-tumorale de la FKN. 

Notre étude montre par ailleurs que l’effet anti-tumoral induit par la FKN s’estompe au cours 

du temps. Compte tenu de l’impact de la FKN sur le recrutement des cellules immunitaires dans 

le microenvironnement tumoral, il semblait pertinent de tester les effets d’agents capables de 

contrôler l’état d’activation des cellules immunitaires et/ou leur densité. Nous avons donc testé 

les effets d’une expression élevée de FKN au sein des tumeurs, associée à des traitements 

systémiques visant les CPI (Ac anti-PD1, anti-PDL1, anti-TIM3, anti-CTLA4) ou visant à 

éliminer les LTreg (Ac anti-GITR ou cyclophosphamide). 

Probablement du fait d’une trop forte teneur en LTreg, les traitements visant à éliminer les 

LTreg n’ont pas été efficaces aux doses testées dans les tumeurs LL2-FKNhi. Malgré ces 

premiers résultats, la déplétion en LTreg nous parait une piste prometteuse, d’autant que les 

LTreg, via les CPI, peuvent diminuer l’immunité médiée par les LB, un des acteurs potentiels 

de la réponse anti-tumorale dans notre modèle animal. De fait, des traitements dits « renforcés » 

avec les Ac anti-GITR seront bientôt évalués dans notre modèle animal. 

Il nous faudra également réaliser des expériences de déplétion en LB dans notre modèle de 

tumeurs osseuses LL2-FKNhi, afin de démontrer formellement leur implication dans l’effet anti-

tumoral de la FKN. Nous envisageons d’utiliser le Rituximab (Ac anti-CD20). 

Ce travail met également en évidence qu’aucun des traitements par inhibiteurs de CPI testés ici 

ne s’avère capable de potentialiser/prolonger l’effet anti-tumoral induit par une augmentation 

de la FKN dans le microenvironnement tumoral, alors que certains de ces traitements étaient 

efficaces en condition LL2-FKNlo. 
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Les LTreg expriment des CPI, et certains, comme CTLA4, à un haut niveau et de façon 

constitutive, et ce, contrairement à d’autres types de cellules immunitaires. L’impact des 

inhibiteurs de CPI sur l’activité des LTreg, et notamment CTLA4, est encore controversée à ce 

jour. Il nous paraît donc indispensable, à l’avenir, de tester, en contexte FKNhi, les stratégies 

thérapeutiques associant les traitements anti-CPI aux traitements visant à dépléter les tumeurs 

en LTreg.  

Nous souhaitons également tester des protocoles de traitement ciblant le VEGF, qui semblent 

avoir un rôle à jouer en association avec la FKN du fait de la surexpression de ce facteur que 

nous avons pu constater dans les groupes LL2-FKNhi. 

 

 

La FKN a la capacité d’induire transitoirement une réponse immune anti-tumorale et ainsi de 

ralentir le développement des tumeurs osseuses de CNPC. Il est raisonnable de penser que les 

effets anti-tumoraux de la FKN puissent être prolongés si la dérive immunosuppressive du 

microenvironnement tumoral est empêchée ou neutralisée. 
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