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Préambule 

Reconnu de manière plus tardive comme l’une des caractéristiques du cancer (« hallmarks of 
cancer »), le système immunitaire a une relation extrêmement complexe avec la tumeur qui évolue au 
cours du développement de la pathologie (Hanahan and Weinberg, 2011). Le modèle des « 3E » pour 
Elimination des cellules tumorales en cours de transformation et aux stades pré-tumoraux, Equilibre 
des mécanismes mis en place par les cellules immunitaires et la tumeur dans les stades précoces, et 
enfin Echappement des cellules tumorales à la surveillance immunitaire résume de manière plutôt 
fidèle l’évolution des échanges entre ces deux interfaces (Dunn et al., 2004). Ainsi, les termes 
d’immunosurveillance et d’immuno-échappement, qui seront utilisés dans ce manuscrit, traduisent 
respectivement une réponse immunitaire anti-tumorale efficace lorsque la croissance tumorale est 
contrôlée et la perte de contrôle immunitaire lorsque la tumeur s’installe et croît. L’ensemble des 
cellules immunitaires, innées et adaptatives, prennent part à cette « conversation » avec la tumeur, 
avec certaines cellules impliquées dans l’élimination des cellules tumorales (cellules NK, lymphocytes T 
CD8+, lymphocytes B, cellules dendritiques) tandis que d’autres favorisent l’échappement de la 
tumeur (macrophages de type M2, LT régulateurs ou Tregs). Notre équipe s’intéresse à l’ensemble de 
ces populations immunitaires et à leur rôle précis dans l’orchestration de la réponse immunitaire en 
contexte tumoral. L’étude des relations entre la tumeur et le système immunitaire est un enjeu majeur 
aujourd’hui pour accroître notre compréhension de ces mécanismes et concevoir des thérapies 
innovantes. En effet, des traitements ciblant le système immunitaire pour restaurer une réponse anti-
tumorale fonctionnelle ont récemment vu le jour et révolutionné le paysage thérapeutique, 
permettant ainsi de prolonger de manière considérable la survie de certains patients. Dans ce vaste 
ensemble, nous nous sommes intéressés à la relation entre les cellules Natural Killer (NK) et l’alarmine 
Interleukine-33 (IL-33), et à son implication dans l’immunosurveillance des cellules tumorales dans le 
cancer du sein. Nous avons émis l’hypothèse que la libération de l’IL-33, cytokine nucléaire de la 
famille IL-1, dans le microenvironnement tumoral participerait à l’activation des cellules NK au sein de 
la tumeur. Cette introduction a pour objectif de présenter ces deux acteurs de la réponse immunitaire 
et les différents concepts qui leurs sont propres pour donner les clés nécessaires à l’appréhension de 
nos travaux.   
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Chapitre 1 : Biologie des cellules Natural Killer (NK)  

I. Identification des cellules NK et généralités 

Identifiées en 1975, les cellules NK ont originalement été décrites comme des cellules appartenant 
à la lignée lymphoïde et étant dotées d’une cytotoxicité naturelle envers les cellules tumorales 
(Kiessling et al., 1975). De par leur incapacité à effectuer la recombinaison homologue et l’expression 
de récepteurs de surface présentant une spécificité limitée, ces cellules ont historiquement été 
identifiées comme un lignage distinct appelé lymphocytes innés, et sont capables de déployer des 
fonctions cytotoxiques mais également sécrétrices en réponse à divers signaux activateurs. Le paysage 
des lymphocytes innés s’est par la suite grandement complexifié, avec la découverte d’un ensemble de 
cellules dites lymphoïdes innées (ILC), subdivisées en trois groupes contenant respectivement les ILC1, 
ILC2 et ILC3 (Figure 1). Dans cet ensemble, les cellules NK appartiennent au groupe 1 et présentent 
une certaine homologie avec la sous-famille des ILC1. Leur différenciation et maturation en cellules 
effectrices repose sur les facteurs de transcription Eomes et T-bet (Spits et al., 2013; Townsend et al., 
2004; Pearce et al., 2003; Zhang et al., 2018). Elles jouent un rôle clé dans l’élimination des cellules 
infectées et des cellules dégénérescentes ou en cours de transformation (Figure 1). Elles jouent 
également un rôle dans certains phénomènes physiologiques tels que la placentation ou l’immunité 
fœtale. Historiquement, la population de cellules NK humaines est divisée en deux populations, 
CD56bright et CD56dim. Toutefois, cette dichotomie tend à se complexifier et les différents sous-types 
de cellules NK et leurs caractéristiques seront plus largement présentés dans la suite de ce manuscrit. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.  Les cellules lymphoïdes innées et leurs caractéristiques chez l’homme  
La famille des cellules lymphoïdes innées (ILC, Innate Lymphoid Cells) rassemble des cellules ayant une 
origine développementale et des fonctions proches impliquées dans la réponse immunitaire dite innée 
et dans le développement et le remodelage des tissus (lymphoïdes ou non), où elles sont 
particulièrement enrichies. La nomenclature actuelle les classe en 3 groupes selon les facteurs de 
transcription qui régulent leur développement et les cytokines qu’elles produisent. Dans cet ensemble, 
les cellules NK ont une certaine homologie avec le groupe des ILC1. 
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II. Développement des cellules NK humaines  

 
Comme l’ensemble des cellules immunitaires, les cellules NK sont issues de la différenciation des 

Cellules Souches Hématopoïétiques (Hematopoietic Stem Cell, HSC) au niveau de la moelle osseuse 
(Figure 2). Ces cellules souches peuvent ensuite se différencier en Progéniteur Lymphoïde Commun 
(Common Lymphoïd Progenitor, CLP), capable de donner naissance aux Lymphocytes T (LT), aux 
Lymphocytes B (LB) et aux cellules NK. Les CLP vont ainsi donner naissance aux progéniteurs NK (pro-
NK) ou stade 1, de phénotype CD34+ CD45RA+ CD10+ cKit- (Freud et al., 2014). L’identification dans des 
sites extra-médullaires de cellules ayant un phénotype proche des CLP et maintenant la capacité de se 
différencier en cellules NK (rate, ganglions, thymus, utérus, foie, intestins ou poumons) est en faveur 
d’un modèle selon lequel les précurseurs des cellules NK peuvent également émerger de la moelle 
osseuse de manière précoce pour ensuite se différencier en périphérie (Freud et al., 2006; Carrington 
and Alter, 2012; Douagi et al., 2002; Briard et al., 2002; Freud et al., 2014).  

Le développement précoce des cellules NK repose largement sur l’IL-15, qui joue un rôle crucial 
dans l’initiation de leur différenciation, leur survie et leur maturation fonctionnelle (Becknell and 
Caligiuri, 2005). Ainsi, les souris déficientes pour la production d’IL-15 ou présentant des défauts de 
cette voie de signalisation manifestent une altération du compartiment de cellules NK. De manière 
intéressante, la déplétion des cellules myéloïdes productrices d’IL-15 diminue la survie des cellules NK 
et ainsi favorise le développement de métastases (Beffinger et al., 2018). A l’inverse, les souris sur-
exprimant l’IL-15 de manière transgénique présentent une proportion anormalement élevée de 
cellules NK et développent rapidement des leucémies d’origine NK (Brandt et al., 2009; Fehniger et al., 
2001).  Ainsi, l’acquisition de l’expression de la chaine B du récepteur à l’IL-15 (CD122) et de cKit 
(CD117) entraine la différenciation des pro-NK en précurseurs NK (pré-NK) ou stade 2 (Yu et al., 2013). 
Ces précurseurs NK sont considérés comme les premières cellules engagées dans le lignage des cellules 
NK per se, malgré l’absence de fonctions effectrices propres aux cellules NK matures. Ce stade de 
développement les différencie ainsi des autres cellules lymphoïdes innées (ILC1 notamment) qui ne 
répondent pas à l’IL-15 (Spits and Cupedo, 2012). Très proches du stade 2, les pré-NK de stade 3 sont 
caractérisés par la perte d’expression de l’intégrine α4β7 et l’acquisition de l’expression du récepteur 
NKR-P1A (CD161) et de l’intégrine LFA-1 (Yu et al., 2013). Les pré-NK de stade 2 maintiennent le 
potentiel à se différencier en LT ou en Cellules Dendritiques (DCs) contrairement au stade 3, en faveur 
d’une origine plus tardive de ces derniers (Freud et al., 2005, 2006). Le changement d’expression des 
intégrines à la surface de pré-NK favorise leur migration vers les Organes Lympoïdes Secondaires (OLS), 
ainsi ces intermédiaires de différenciation des cellules NK (NK cell Developmental Intermediates, NKDI) 
sont majoritairement détectés en périphérie.  

La perte progressive de cKit et l’acquisition de l’expression de CD94 définissent les cellules NK 
CD56bright ou stade 4 que l’on retrouve essentiellement dans les OLS. Ce stade 4 est considéré comme 
le premier stade de cellules NK matures et fonctionnelles. Les cellules NK CD56bright  se différencient 
en cellules NK CD56dim ou stade 5 qui présentent une expression plus faible de CD56, acquièrent 
l’expression de CD16 et vont quitter les OLS pour rejoindre la circulation sanguine (Yu et al., 2013). Par 
la suite, les cellules NK CD56dim peuvent progressivement évoluer vers des cellules NK terminalement 
différenciées caractérisées par la perte progressive de l’expression de CD94 parallèlement à 
l’acquisition de l’expression de récepteurs de la famille des KIRs (Killer-cell Immunoglobulin-like 
Receptors) et de CD57 (Yu et al., 1998; Björkström et al., 2010). Les caractéristiques phénotypiques, 
fonctionnelles et la différenciation tardive des cellules NK matures CD56bright et CD56dim seront 
discutées plus précisément dans la suite de ce chapitre. 
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Au-delà de l’IL-15, d’autres médiateurs solubles, tels que l’IL-3, l’IL-7, les ligands des récepteurs à 
activité tyrosine kinase c-Kit (c-Kit ligand; KL) et FLT3 (FLT3 ligand; FLT3L) produits par les cellules 
stromales de la moelle osseuse essentiellement, ont un rôle de support de la différenciation des 
cellules NK. Ces molécules agissent en augmentant la capacité des cellules NK à répondre à l’IL-15 ou 
en régulant les voies anti-apoptotiques et donc la survie des pré-NK naissants (Carson et al., 1994a; Yu 
et al., 1998). Par opposition, le TGF-β peut bloquer la différenciation des cellules NK à partir des HSCs 
CD34+ (Allan et al., 2010). Par ailleurs, l’IL-1β produite dans les OLS par les DCs peut également 
empêcher la maturation des cellules NK de stade 3 vers le stade 4, favorisant ainsi le maintien de 
cellules NK immatures productrices d’IL-22 et similaires à des ILC3 (Allan et al., 2010; Hughes et al., 
2010). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figure 2.  Développement des cellules NK humaines 

Le développement précoce des cellules NK se fait dans la moelle osseuse à partir des progéniteurs 
lymphoïdes communs (CLP) eux-mêmes issus des cellules souches hématopoïétiques (HSC). Ces 
progéniteurs des cellules NK se différencient ensuite en précurseurs qui vont quitter la moelle à partir 
du stade 3 (cellules NK immatures) pour rejoindre les organes lymphoïdes secondaires et se 
différencier en cellules NK matures CD56bright (stade 4). Les cellules NK CD56bright sont fonctionnelles et 
peuvent elles-mêmes se différencier en cellules NK CD56dim, particulièrement enrichies dans le sang. 

cellules NK immatures productrices d’IL-22 et similaires à des ILC3 (Allan et al., 2010; Hughes et al., 
2010).
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La diversité du compartiment des cellules NK est largement façonnée par le contexte 
immunitaire dans lequel elles se développent : on parle ainsi d’éducation ou de « licensing ». En effet, 
l’interaction récurrente entre le CMH-1 et les récepteurs inhibiteurs nouvellement exprimés permet 
d’une part de maintenir la tolérance envers les cellules présentant le même haplotype mais également 
d’augmenter la fonctionnalité des cellules NK en les préparant à répondre à l’engagement de leurs 
récepteurs activateurs (Yokoyama and Kim, 2006; Anfossi et al., 2006; Yu et al., 2007a). Ce phénomène 
d’éducation peut avoir lieu au cours de la différenciation précoce au niveau de la moelle mais 
également tout au long de la différenciation tardive, selon les stimuli environnementaux rencontrés 
par les cellules (Elliott and Yokoyama, 2011; Chalifour et al., 2009; Raulet and Vance, 2006; Brodin et 
al., 2009). 

 

III. Localisation des cellules NK 
 
 

En accord avec leur rôle dans la surveillance immunitaire, il est désormais largement accepté que 
les cellules NK infiltrent de nombreux organes lymphoïdes et non lymphoïdes en contexte 
physiologique comme pathologique (Briard et al., 2002; Douagi et al., 2002; Freud et al., 2006). La 
fréquence des cellules NK chez l’Homme est bien supérieure dans les organes non lymphoïdes 
(poumon, foie) que dans les Organes Lymphoïdes Primaires (OLP) et secondaires : sang, rate, moelle 
osseuse, ganglions lymphatiques et thymus dans l’ordre décroissant (Grégoire et al., 2007). Leur 
présence dans les tissus peut se faire par recrutement de cellules NK matures circulantes mais 
également par différenciation locale de pré-NK immatures migrant dans les tissus dès les stades 
précoces de différenciation (Shi et al., 2011). La mobilisation des cellules NK dans les tissus lymphoïdes 
et non lymphoïdes est assurée par l’expression d’un large panel de récepteurs aux chimiokines et de 
molécules d’adhésion, dont l’expression peut être constitutive ou variable au cours de la 
différenciation, expliquant ainsi le tropisme de certaines sous-populations pour un tissu ou un organe 
particulier. Ainsi, au cours de la différenciation, l’acquisition progressive du récepteur au shingosine-1 
phosphate (Sphingosine-1-phosphate receptor 5, S1P5) permettrait la sortie des cellules NK immatures 
de la moelle vers les OLS, site de maturation terminale de ces dernières. Le récepteur S1P5 est 
également impliqué dans la circulation des cellules NK depuis les OLS vers le sang et les tissus à l’état 
d’homéostasie et en condition inflammatoire (Walzer et al., 2007). Par ailleurs, l’expression accrue de 
CCR7 et de la L-sélectine sur les cellules NK CD56bright assure leur localisation préférentielle au niveau 
des OLS. Au contraire, la perte de ces molécules sur les cellules NK CD56dim, concomitante avec 
l’acquisition de récepteurs aux chimiokines tels que CX3CR1, CXCR6 ou CCR2 et de molécules 
d’adhésion telles que les intégrines CD49b ou CD11b favorise leur migration vers les tissus 
périphériques. CCR5 et CXCR3 sont quant à eux enrichis sur les cellules NK résidentes des tissus, 
qu’elles soient CD56bright ou CD56dim, et permettent la migration des cellules NK des OLS vers les tissus 
inflammés (Martín-Fontecha et al., 2004). De manière intéressante, CCR7 peut être acquis sur les 
cellules NK CD56dim périphériques en contexte inflammatoire, permettant ainsi leur re-localisation vers 
les ganglions lymphatiques où elles vont soutenir la différenciation des LT helper de type-1 (LTh1) 
(Mailliard et al., 2005; Pesce et al., 2017).  
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En contexte physiologique, des cellules NK résidentes ont été observées dans le foie, les poumons, 
la muqueuse intestinale, le derme ou encore l’utérus, où elles assurent des fonctions d’homéostasie, 
telles que la surveillance immunitaire et le maintien de la tolérance face aux agents pathogènes ou 
commensaux; ou la placentation et la tolérance fœtale au niveau de l’utérus. La proportion de cellules 
NK résidentes varie selon l’organe considéré. En effet, elles sont peu nombreuses et particulièrement 
difficiles à distinguer des ILC3 au niveau des muqueuses associées aux intestins, mais peuvent 
représenter jusqu’à 10% à 50% des lymphocytes totaux dans les poumons ou le foie respectivement 
(Krueger et al., 2011; Grégoire et al., 2007; Reynders et al., 2011; Ebert et al., 2006; Moffett and Loke, 
2006). En contexte inflammatoire, l’infiltration de cellules NK est fortement augmentée (McIntyre and 
Welsh, 1986; Salazar-Mather et al., 1998) et a été observée dans des organes où elles sont 
normalement absentes, tels que le pancréas (Poirot et al., 2004; Brauner et al., 2010), les articulations 
(Tak et al., 1994; Söderström et al., 2010) ou encore le système nerveux central (Trifilo et al., 2004; 
Alsharifi et al., 2006; Alizadeh et al., 2010). Ceci suggère un lien étroit entre l’infiltration des cellules NK 
et l’évolution des pathologies inflammatoires, les deux phénomènes se régulant mutuellement. 

Le microenvironnement unique défini par le type de cellules constituant chaque organe ainsi que 
les médiateurs solubles qu’elles produisent influence largement la fréquence et les caractéristiques 
des cellules NK résidentes (Shi et al., 2011). Cette notion est qualifiée de « tissue imprinting » ou 
empreinte tissulaire. Ainsi, de nombreuses différences phénotypiques et fonctionnelles existent entre 
cellules NK circulantes et résidentes, mais également entre cellules NK résidant dans des tissus 
différents (Freud et al., 2017; Crinier et al., 2018; Dogra et al., 2020). Les fonctions assurées par les 
cellules NK sont extrêmement diverses selon leur localisation et leur impact clinique varie selon 
l’organe et la pathologie considérée. La diversité des cellules NK ainsi que la localisation et les 
fonctions préférentiellement associées à chaque sous-population seront plus largement discutés dans 
la suite de ce chapitre.  

 

 

IV. Activation et régulation fonctionnelle des cellules NK 
 
 

En raison de leurs fonctions effectrices puissantes, de nombreux mécanismes de contrôle ont été 
sélectionnés au cours de l’évolution afin de permettre l’activation des cellules NK tout en limitant les 
dommages cellulaires et tissulaires liés à une activité erratique. Ainsi, l’activation des cellules NK 
repose essentiellement sur un équilibre dynamique entre l’engagement de récepteurs activateurs et 
inhibiteurs et la présence de nombreuses cytokines pro-inflammatoires (IL-2, IL-15, IL-12, IL-18, TNF-α, 
IL-21 et IFN-α/β). 

D’autres signaux peuvent moduler le niveau d’activation des cellules NK et proviennent de 
molécules de co-stimulation (2B4, CD28, CD27, ICOS), des points de contrôle de la réponse 
immunitaire (TIM-3, TIGIT, CD96, LAG-3, KLRG1, PD-1) ou des molécules d’adhérence (LFA-1, ICAM-1, 
L-séléctine).  

L’ensemble de ces signaux sont rencontrés essentiellement au niveau des ganglions mais 
l’activation des cellules NK peut également se faire en périphérie au niveau des tissus. 

 

Contrairement aux LT et LB, les cellules NK n’ont pas besoin de la reconnaissance d’un antigène 
spécifique pour activer leurs fonctions effectrices. Ainsi, elles peuvent s’activer dans trois contextes : la 
perte d’expression du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH)-1 (« missing-self »), l’induction de 
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l’expression de protéines du soi en cas de stress cellulaire (« induced-self ») ou l’expression de 
protéines du non-soi présentes en cas d’infection ou de greffes allogéniques (« non-self ») (figure 3). 
Elles sont capables de sonder l’environnement grâce à un ensemble de récepteurs présentés dans le 
paragraphe suivant et illustrés par les figures 4 et 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Modèles d’activation des cellules NK  
L’activation des cellules NK repose sur la notion d’équilibre entre signaux activateurs et signaux 
inhibiteurs. Trois situations principales vont conduire à un déséquilibre en faveur de leur activation : 
l’absence de signaux inhibiteurs provenant des molécules du CMH-1 (« missing-self »), la présence de 
signaux activateurs provenant de peptides exogènes (issus de pathogènes généralement, « non-self ») 
ou endogènes (expression erratique de protéines endogènes, « induced-self »). L’absence de peptides 
du soi n’induit pas systématiquement un déséquilibre suffisant pour activer les cellules NK, on parle 
ainsi de tolérance. De même, en présence de signaux activateurs faibles, les signaux inhibiteurs 
peuvent empêcher l’activation des cellules NK. DAMPs : Danger-Associated Molecular Patterns, 
PAMPs : Pathogen-Associated Molecular Patterns. 
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1. Equilibre entre récepteurs inhibiteurs et activateurs 
 

Contrairement aux autres lymphocytes qui reconnaissent une grande diversité d’antigène via un 
récepteur unique (i.e. TCR ou BCR), les cellules NK expriment à leur surface une très grande diversité 
de récepteurs qui leurs sont propres et qui reconnaissent chacun un nombre restreint de molécules. 
Ces récepteurs peuvent être classés en deux grandes familles. D’une part les récepteurs de la famille 
« Immunoglobulin-like » (Ig-like) sont codés par le complexe LRC (Leukocyte Receptor Complex) sur le 
chromosome 19 (chez l’homme) et correspondent aux sous-familles des KIRs, des LIRs (Leukocyte 
Immunoglobulin-like Receptors) ou encore des NCR (Natural Cytotoxicity Receptors). D’autre part, les 
récepteurs de la famille des CTLR (C-Type Lectin-like Receptors) sont codés par le complexe NKC 
(Natural Killer gene Complex) sur le chromosome 12 (chez l’homme). Cette famille regroupe les 
récepteurs de type « NKG2 », à l’exception du récepteur NKG2D, qui s’associent généralement sous 
forme d’hétérodimères avec la protéine CD94 responsable de la transduction d’un signal activateur ou 
inhibiteur selon le récepteur avec lequel elle se dimérise. Enfin, cette famille regroupe également les 
récepteurs NKR-P1A, NKp65 et NKp80 qui reconnaissent des molécules de la famille des léctines.  

Contrairement au TCR et au BCR des LT et LB respectivement, les récepteurs spécifiques des 
cellules NK peuvent transmettre un signal activateur ou inhibiteur selon les récepteurs engagés. Les 
récepteurs de la famille des KIRs sont également exprimés par les LT CD4+, les LT CD8+ cytotoxiques et 
les lymphocytes de type γδ (van Bergen et al., 2009; Björkström et al., 2012; Battistini et al., 1997), 
tandis que les récepteurs de la famille des LIR sont partagés avec les lymphocytes B (Kang et al., 2015).  
Enfin, d’autres récepteurs, non spécifiques des cellules NK, régulent également leur activation.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4. Récepteurs inhibiteurs, activateurs et immune checkpoints exprimés à la surface des 
cellules NK et leurs ligands   
L’activation des cellules NK repose sur un équilibre entre récepteurs inhibiteurs et activateurs qui 
reconnaissent les protéines polymorphes du CMH-1 et des molécules exprimées à la surface des 
cellules de manière constitutive ou induites par la présence d’un pathogène ou par la transformation 
(DAMPs). Certains récepteurs activateurs (NKp30, NKp44, NKp46) reconnaissent directement des 
protéines issues de pathogènes (PAMPs).  L’expression de ces récepteurs peut varier en fonction du 
stade de développement, de la localisation des cellules mais également d’un individu à un autre selon 
le patrimoine génétique ou l’historique infectieuse. DAMPs : Danger-Associated Molecular Patterns, 
MEC : Matrice Extra Cellulaire, ICP : Immune CheckPoints, MEC : Matrice Extracellulaire, PAMPs : 
Pathogen-Associated Molecular Pattern, PTGs : Protéoglycanes.
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1.1. Récepteurs inhibiteurs  

 
L’observation, en 1986, que la lignée tumorale RMA-S déficiente pour l’expression du CMH-1 

est efficacement rejetée par les cellules NK in vivo, a suggéré très tôt l’existence de récepteurs 
inhibiteurs capables de reconnaitre les molécules de CMH-1 (Kärre et al., 1986).  

En effet, ces récepteurs inhibiteurs agissent comme un frein limitant l’activation des cellules 
NK contre des antigènes du soi. Ils appartiennent à différentes familles mais ont en commun la 
présence d’un motif ITIM (Immunoreceptor Tyrosin-based Inhibition Motif) dans leur partie 
intracellulaire, permettant ainsi le recrutement des phosphatases SHP-1 ou SHP-2 pour transmettre un 
signal inhibiteur. Ces récepteurs interagissent avec les complexe CMH-1/peptide présentant des 
peptides du soi ou avec d’autres protéines exprimées à la surface des cellules (collagène, cadhérines, 
acides sialiques, léctines) à l’état d’homéostasie (Bléry et al., 2000).  

Les récepteurs de la famille des KIRs chez l’Homme et Ly49 (Lymphocyte Antigen 49) chez la 
souris sont hautement polymorphes et reconnaissent ainsi un panel de molécules du CMH-1. En effet, 
chaque gène présente plusieurs allèles qui peuvent être différentiellement exprimés d’un individu à un 
autre, définissant ainsi un haplotype KIR qui dicte la tolérance des cellules NK envers le répertoire HLA 
propre à chaque individu. Par ailleurs, chez un même individu, chaque cellule NK exprime seulement 
une fraction des KIRs, définissant ainsi des sous-populations capables de reconnaitre des signaux 
différents. Très brièvement, les KIRs inhibiteurs sont nommés KIRxDLy, avec « x » représentant le 
nombre de domaines Ig-like extracellulaires, « L » indiquant un domaine intracytoplasmique long et 
donc inhibiteur et « y » étant le numéro d’identification du gène KIR (Middleton and Gonzelez, 2010).  

Le récepteur LIR-1 quant à lui appartient à la famille des LIRs et interagit avec une multitude 
de molécules du CMH-1 en reconnaissant leur domaine α3 peu polymorphique. Par ailleurs, LIR-1 est 
également directement engagé par la protéine UL18, homologue du CMH-1 exprimée par le virus 
MCMV, constituant ainsi un mécanisme d’échappement du virus à la surveillance immunitaire médiée 
par les cellules NK (Chapman et al., 1999). 

Parmi les récepteurs inhibiteurs codés par le complexe NKC, on retrouve l’hétérodimère 
NKG2A/CD94 qui reconnait le complexe HLA-E, protéine non conventionnelle et peu polymorphe du 
CMH-1 chez l’homme, ou Qa-1 chez la souris (Borrego et al., 1998; Vance et al., 1998). Dans la même 
famille, NKR-P1A reconnait la lectine LLT1 exprimée sur les LT, les LB, les cellules NK elles-mêmes ou 
les ostéoclastes (Rosen et al., 2005; Boles et al., 1999; Hu et al., 2004; Llibre et al., 2016). NKR-P1A est 
exprimé à la surface des cellules NK immatures ou activées par l’IL-12 (Bennett et al., 1996; Poggi et 
al., 1998). Le recepteur inhibiteur NKR-P1B quant à lui intéragit avec la protéine Clr-b exprimée à la 
surface des cellules saines dans virtuellement tous les tissus à l’exception du cerveau (Balaji et al., 
2018).  

En conclusion, les récepteurs inhibiteurs ont pour rôle de limiter l’auto-réactivité des cellules 
NK tout en assurant une détection des cellules anormales. En accord avec cette idée, les KIRs 
inhibiteurs montrent une corrélation positive avec l’expression de leur ligand, tandis que l’inverse a 
été observé pour les KIRs activateurs (Single et al., 2007). Ces interactions constituent une cible 
majeure d’échappement à la détection par les cellules NK en contexte viral ou tumoral et certains de 
ces mécanismes seront détaillés dans la partie traitant du rôle des cellules NK en contexte tumoral. 
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1.2. Récepteurs activateurs 
 

Par opposition, les récepteurs activateurs présentent généralement une partie intracellulaire 
plus courte, caractérisée par un domaine ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) 
présent sur le récepteur lui-même ou sur des adaptateurs qui leur sont associés (DAP-10, DAP-12 ou 
CD3-ζ). Ce motif ITAM permet le recrutement des kinases Syk ou ZAP70, nécessaires à la transmission 
d’un signal activateur pour induire les fonctions sécrétrices et cytotoxiques des cellules NK. Ces 
récepteurs activateurs ont un effet cumulatif lorsque plusieurs d’entre eux sont activés de manière 
concomitante (Bryceson et al., 2006). Ils reconnaissent des molécules du CMH-1 mais également des 
protéines d’origine virale (Pathogen-Associated Molecular Patterns ou PAMPs) ou l’expression de 
certaines protéines associées à un stress ou à la transformation (Danger Associated Molecular Patterns 
ou DAMPs). 

Parmi les récepteurs activateurs, on retrouve des récepteurs de la famille des KIRs/Ly49. 
Contrairement à leurs homologues inhibiteurs, ces KIRs sont caractérisés par un domaine 
intracytoplasmique court, et sont donc référencés en tant que KIRxDSy, avec « S » signifiant « short » 
(Middleton and Gonzelez, 2010). Les ligands des récepteurs KIRs activateurs demeurent largement non 
identifiés à ce jour. Toutefois, l’homologie de leur domaine extracellulaire avec celui des KIRs 
inhibiteurs suggère qu’ils reconnaissent également des molécules du CMH-1 permettant ainsi la 
reconnaissance de cellules cibles exprimant un haplotype différent (Moretta et al., 1995; Stewart et 
al., 2005; Chewning et al., 2007). De manière intéressante, les KIRs activateurs présentent 
systématiquement une avidité plus faible pour les molécules du CMH-1 que les KIRs inhibiteurs, 
limitant ainsi l’auto-réactivité des cellules NK (Stewart et al., 2005). 

Par ailleurs, la famille des récepteurs NCRs regroupe les récepteurs NKp30, NKp46 et NKp44. 
Les deux premiers sont exprimés de manière constitutive sur quasiment toutes les cellules NK, tandis 
que NKp44 est induit après activation, par l’IL-12 par exemple (Pende et al., 1999; Sivori et al., 1997; 
Vitale et al., 1998). NKp30 reconnait les molécules B7-H6 et Bat-3 (BAG6), exprimées par les cellules 
tumorales, tandis que NKp44 et NKp46 reconnaissent directement des hémagglutinines virales 
(Brandt et al., 2009; Pogge von Strandmann et al., 2007; Arnon et al., 2001; Mandelboim et al., 2001; 
Jarahian et al., 2009). NKp46 reconnait également d’autres ligands issus de parasites et de bactéries 
(Kruse et al., 2014; Vitenshtein et al., 2016; Chaushu et al., 2012). Toutefois, les NCRs sont également 
capables de reconnaitre des molécules exprimées à la surface des cellules à l’état d’homéostasie telles 
que des protéoglycanes (héparanes sulfates, héparanase, glypican-1), des protéines de la matrice 
extracellulaire (Nidogen-1) ou encore la vimentine (Bloushtain et al., 2004; Zilka et al., 2005; Garg et 
al., 2006; Barrow et al., 2019). NKp46 est également capable d’intéragir avec la protéine P du système 
du complément (CFP, properdin) produite par les leukocytes et participant à l’activation de la voie 
alternative du complément (Narni-Mancinelli et al., 2017). En outre, la protéine pp65 du CMV est 
capable d’interagir avec NKp30, inhibant ainsi son activité en provoquant sa dissociation de la protéine 
CD3-ζ (Arnon et al., 2005). Parmi les récepteurs activateurs codés par le complexe NKC, on retrouve les 
récepteurs NKG2C, NKG2D, NKG2E, NKp65 et NKp80. Les récepteurs activateurs de type « NKG2 » se 
divisent en deux catégories : les récepteurs NKG2C et NKG2E qui s’associent sous forme 
d’hétérodimère avec CD94 et recrutent l’adaptateur DAP-12 d’une part ; et le récepteur NKG2D qui 
s’homodimérise et recrute l’adaptateur DAP-10 d’autre part. NKG2C et NKG2E reconnaissent le 
complexe HLA-E peu polymorphique (Houchins et al., 1997; Lanier et al., 1998; Orbelyan et al., 2014; 
Wu et al., 1999). NKG2D quant à lui reconnait essentiellement des ligands cellulaires tels que les 
protéines polymorphiques  MICA, MICB ou les protéines de la famille des ULBPs regroupant 6 
isoformes chez l’homme (ULBP1-6) ; et les famille des protéines RAE-1 (RAE1α, β, γ, et δ), H60 (H60a, b 
et c) et la protéine MULT-1 chez la souris (Bauer et al., 1999; Cosman et al., 2001; Cerwenka et al., 
2000; Carayannopoulos et al., 2002; Diefenbach et al., 2003). Ces ligands partagent une certaine 
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homologie avec les protéines du CMH-1 mais  sont peu présents à la surface des cellules à l’état basal 
et leur expression est fortement augmentée à la surface des cellules infectées ou transformées (Groh 
et al., 2001; Tieng et al., 2002; Groh et al., 1999; Diefenbach et al., 2000). Par ailleurs, NKp80 et NKp65 
reconnaissent un ensemble de lectines de la famille CLEC (C-type Lectin-like) telles que AICL 
(Activation-Induced C-type Lectin) exprimée sur les monocytes activés et certaines lignées myéloïdes 
transformées pour NKp80 (Vitale et al., 2001; Welte et al., 2006) ou KACL (Keratinocyte-Associated C-
Type Lectin) exprimée spécifiquement et de manière constitutive sur les kératinocytes pour NKp65 
(Spreu et al., 2010). L’expression constitutive de KACL par les kératinocytes et de NKp65 par les cellules 
NK suggère un rôle de l’axe NKp65/KACL dans la surveillance immunitaire de la peau. Toutefois, cette 
question demeure à ce jour non élucidée. 

Le récepteur DNAM-1 (CD226) exprime un motif ITT (Immunoreceptor Tail Tyrosine), 
légèrement différent du motif ITAM, mais induisant également des voies de signalisation activatrices 
des cellules NK.  

Enfin, le récepteur activateur CD16 (FcγRIII) tient sa particularité dans sa capacité à 
reconnaitre le fragment constant des Ig de classe G (IgG) fixées à la surface d’une cellule suite à 
l’opsonisation et joue ainsi un rôle dans la lyse dite dépendante des anticorps (Antibody-Dependent 
Cell-mediated Cytotoxicity, ADCC). Ce mécanisme sera plus largement abordé dans la partie abordant 
les fonctions effectrices des cellules NK.  

De manière intéressante, au sein du locus NKC, la proximité directe entre les gènes codant les 
récepteurs et leurs ligands respectifs peut induire leur expression concomitante, régulant ainsi la 
réponse des cellules NK de manière intrinsèque. Par exemple, il a été démontré que la protéine AICL, 
ligand de NKp80, peut être stockée dans le cytoplasme des cellules NK et adressée à leur surface en 
réponse à une activation par des cytokines pour activer les cellules NK, de manière homotypique et 
hétérotypique. Dans le cas d’une activation hétérotypique, ce mécanisme peut induire un phénomène 
fratricide entre cellules NK leur conférant ainsi un rôle régulateur (Klimosch et al., 2013). Toutefois, ce 
phénomène peut être contrebalancé par l’augmentation de l’expression de LLT1, ligand du récepteur 
inhibiteur NKR-P1A, à la surface des cellules NK activées (Poggi et al., 1998). Ainsi, de manière 
générale, la notion d’équilibre est primordiale dans la régulation de l’activation des cellules NK. 
L’engagement des récepteurs inhibiteurs ne suffit pas à empêcher l’activation de la cellule lorsque les 
signaux activateurs sont trop puissants. La théorie du « missing-self » n’est donc pas forcément un 
prérequis à l’activation. Enfin, en présence de signaux inhibiteurs et activateurs, l’état de tolérance 
semble être favorisé étant donné que les signaux inhibiteurs peuvent directement inhiber les 
protéines de la voie de signalisation activatrice (Stebbins et al., 2003; Peterson and Long, 2008; Liu et 
al., 2012).  

 
1.3. Immune checkpoints régulateurs  

 
Un ensemble de récepteurs initialement identifiés comme « points de contrôles » inhibiteurs 

de la réponse immunitaire des LT (Immune Checkpoints, ICP) tels que KLRG1, TIGIT, CD96 (TACTILE), 
TIM-3 ou de manière plus controversée PD-1, peuvent également être exprimés par les cellules NK en 
contexte tumoral ou infectieux et vont limiter l’activation des cellules NK. Ces récepteurs 
reconnaissent des molécules qui n’appartiennent pas au CMH-1 et qui peuvent être exprimées à la 
surface des cellules à l’état d’homéostasie ou suite à une réponse immunitaire et à la transformation 
des cellules. L’expression de ces ICP est généralement acquise suite à l’activation des cellules NK et est 
donc étroitement liée avec la notion d’épuisement des cellules NK qui sera abordée dans la suite de ce 
manuscrit.   
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Ainsi, le récepteur KLRG1 est exprimé par les cellules NK suite à leur maturation et 
prolifération et interagit avec les cadhérines E, N et R participant ainsi à la tolérance envers les cellules 
exprimant ces molécules à l’état d’homéostasie mais également à l’élimination des cellules tumorales 
caractérisées par une diminution d’expression de la cadhérine E (Huntington et al., 2007; Robbins et 
al., 2002; Akatsuka et al., 2010; Takeichi, 1993; Birchmeier et al., 1993). De même, les récepteurs 
Siglec-7, Siglec-9 et Siglec-3, exprimées sur la totalité (Siglec-7) ou sur une partie des cellules NK 
activées (Siglec-9 et Siglec-3), reconnaissent les acides sialiques exprimés à la surface des cellules 
(Nicoll et al., 1999; Belisle et al., 2010; Hernández-Caselles et al., 2006). Le récepteur LAIR-1, 
appartenant à la famille des LIRs, est quant à lui exprimé sur la quasi-totalité des cellules NK interagit 
avec le collagène identifiant ainsi la matrice extracellulaire et ses composants comme acteurs de la 
régulation des cellules NK (Lebbink et al., 2006).  

TIGIT et CD96 reconnaissent des ligands de la famille des nectines tels que PVR (CD155) et 
nectin-2 (CD112) exprimés sur les cellules présentatrices d’antigènes (CPAg), les lymphocytes T activés 
ou sur les cellules en conditions de stress ou de transformation (Stanietsky et al., 2009; Levin et al., 
2011; Casado et al., 2009; Chan et al., 2014). De manière intéressante, TIGIT et CD96 reconnaissent les 
mêmes ligands que DNAM-1, soit PVR (CD155) et Nectin-2 (CD112), entrant ainsi directement en 
compétition avec ces récepteurs inhibiteurs (Bottino et al., 2003; Chan et al., 2014). 

TIM-3 se lie quant à lui avec diverses molécules telles que la galectine-9 (Zhu et al., 2005), la 
phosphatidyl-sérine (Nakayama et al., 2009), l’alarmine HMGB1 (Chiba et al., 2012) respectivement 
exprimées sur les cellules tumorales, les cellules apoptotiques ou relarguée en cas de stress cellulaire. 
TIM-3 peut également intéragir avec  CEACAM1 exprimée sur les LT activés (Huang et al., 2015).  

Enfin, l’expression de PD-1 a également été rapportée à la surface des cellules NK en contexte 
tumoral (Benson et al., 2010; Beldi-Ferchiou et al., 2016) ou d’infection chronique (Norris et al., 2012) 
et va limiter l’activation des cellules NK en intéragissant avec son ligand PD-L1 exprimé sur certaines 
cellules tumorales ) Toutefois, l’expression de PD-1 par les cellules NK reste à ce jour très controversée 
et serait relativement faible par rapport à l’expression sur les lymphocytes T CD8+ et par rapport à 
l’expression d’autres ICP tels que CD96, TIM-3, LAG-3 ou encore TIGIT (Judge et al., 2020; Zhang et al., 
2018b). 

 
 

1.4. Rôle des molécules de co-stimulation et d’adhérence 
 

Tout comme les LT, les cellules NK expriment un ensemble de molécules dites de co-
stimulation qui régulent leur activation (Figure 5). Ainsi, elles expriment CD27 et CD28 de manière 
constitutive et acquièrent l’expression d’ICOS suite à leur activation (Takeda et al., 2000; Azuma et al., 
1992; Ogasawara et al., 2002; Brady et al., 2004; Carbone et al., 1997).  
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Figure 5. Molécules de co-stimulations et d’adhérence exprimées à la surface des cellules NK et leurs 
ligands    
Les cellules NK expriment également à leur surface des molécules de co-stimulation et d’adhérence qui 
vont potentialiser leur activation. Les molécules de co-stimulation vont activer des voies de 
signalisation activatrices tandis que les molécules d’adhérence vont favoriser l’intéraction des cellules 
NK avec leur cible. 
 

 

Par ailleurs, elles expriment des récepteurs co-stimulateurs de la famille des SLAM (Signaling 
Lymphocytic Activation Molecule) tels que SLAMF4 (autrement appelé 2B4) et SLAMF7. SLAMF4 (2B4) 
transmet un signal activateur en intéragissant avec la molécule CD48 exprimée sur les cellules 
hématopoétiques dont l’expression est augmentée en conditions inflammatoires (Eissmann et al., 
2005). Le récepteur SLAMF7 quant à lui active les fonctions effectrices des cellules NK suite à des 
intéractions homotypiques, c’est-à-dire avec d’autre cellules exprimant SLAMF7, telles que les LT et LB 
activés ou encore les cellules transformées (Pazina et al., 2017). Ce récepteur joue donc un rôle dans la 
détection et l’élimination des cellules tumorales par les cellules NK mais participe également à 
l’activation d’autres cellules immunitaires. Les récepteurs de la famille des SLAM participent 
également à la régulation de l’adhérence des cellules NK en augmentant l’avidité de molécules telles 
que LFA-1 par exemple (Urlaub et al., 2017). 

En effet, indirectement, les molécules d’adhérence exprimées à la surface des cellules NK 
régulent également leur activation. Ainsi, l’expression de LFA-1 ou ICAM-1 permet de stabiliser la 
synapse immunitaire, facilitant ainsi la lyse de la cellule cible (Chong et al., 1994; Barber et al., 2004; 
Urlaub et al., 2017). Par ailleurs, en plus de la régulation de l’activité des cellules NK, DNAM-1 régule 
également leur adhérence (Shibuya et al., 1996) (Figure 5).  

A l’exception de CD28 lorsqu’elle interagit avec CTLA-4, l’interaction de ces molécules avec 
leurs partenaires respectifs a pour effet de stimuler les fonctions effectrices des cellules NK. 
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2. Rôle des cytokines  

 

Les cellules NK expriment également de manière constitutive un ensemble de récepteurs aux 
cytokines telles que l’IL-15, l’IL-2, l’IL-21, l’IL-12, l’IL-27, l’IL-18, les IL-1s, les interférons (IFN), l’IL-10 ou 
le TGF-β. Leur activation est donc également contrôlée par la présence de ces médiateurs solubles 
dans leur environnement. L’ensemble de ces cytokines, leurs récepteurs et leurs voies de signalisation 
sont présentés dans la figure 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Cytokines, récepteurs et voies de signalisation régulant les fonctions des cellules NK 
De nombreuses cytokines, appartenant à des familles distinctes, régulent finement l’activité des 
cellules NK. Elles peuvent transmettre des signaux activateurs, inhibiteurs ou qui peuvent varier selon 
le contexte. Elles sont majoritairement produites par les autres cellules immunitaires ou les cellules NK 
elles-mêmes et peuvent agir en synergie (IL-12 avec IL-18 et IL-23), de manière interdépendante (IL-1α 
et IL-1β par rapport à l’IL-12) ou en opposition (IL-10 et TGF-β peuvent antagoniser l’action des 
cytokines activatrices). Certaines de ces cytokines activent les voies STATs (IFN-α, IL-2, IL-15, IL-23 , IL-
12, IL-27, IL-21, IL-10 ou IL-4). Les cytokines de la famille des IL-1s recrutent l’adapteur MyD88 pour 
activer les voies des MAPKinases (MAPK) et NF-κB. Le TGF-β active la voie des protéines SMADs. 
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Les cytokines de la famille c, comme l’IL-2, l’IL-15 et l’IL-21 orientent principalement 
l’activation des cellules NK vers la cytotoxicité.  

Comme discuté précédemment, la capacité de répondre à l’IL-15 est acquise de manière très 
précoce sur les cellules NK lors de leur différenciation et maintenue sur les cellules NK matures. Le 
récepteur à l’IL-15 est composé des chaines γc et IL2R-β (CD122), partagées avec le récepteur à l’IL-2 
et exprimées de manière constitutive, et de la chaine IL-15Rα exprimée par les cellules NK elles-
mêmes ou à la surface des cellules productrices d’IL-15 (Carson et al., 1994a; Dubois et al., 2002; 
Zanoni et al., 2013). Ainsi, l’IL-15 permet l’activation des fonctions effectrices des cellules NK, et plus 
particulièrement de leur cytotoxicité ; par exemple en augmentant l’expression de la perforine via 
l’activation de STAT-5a et STAT-5b (Bluman et al., 1996; Carson et al., 1994a; Fehniger et al., 2007; 
Zhang et al., 1999). De manière intéressante, lorsqu’elle est associée à la sous-unité IL-15Rα, sous 
forme membranaire ou soluble, l’IL-15 est plus efficace que sous forme soluble monomérique 
(Kobayashi et al., 2005; Chertova et al., 2013). Par ailleurs, la surexpression de la protéine anti-
apoptotique Bcl2 dans des Souris CD122KO entraine la restauration du nombre de cellules NK mais pas 
de leur fonction cytotoxique, suggérant que l’IL-15 participe également à la maturation fonctionnelle 
des cellules NK, par une voie distincte de celle responsable de leur développement (Minagawa et al., 
2002; Vosshenrich et al., 2005). Enfin l’IL-15 induit également la prolifération des cellules NK, toutefois 
dans une moindre mesure que l’IL-2 (Carson et al., 1994b). 

Contrairement à l’IL-15, l’IL-2 n’intervient pas dans le développement des cellules NK, mais elle 
augmente leurs fonctions effectrices en favorisant la traduction des ARNm préformés de perforine et 
granzyme ; ou l’adhérence avec leur cible (Trinchieri et al., 1984; Kehrl et al., 1988; Wang et al., 2000; 
Fehniger et al., 2003, 2007; Gasteiger et al., 2013; Boyman and Sprent, 2012). Les cellules NK CD56bright 
à l’état basal ainsi que les cellules CD56dim activées expriment le récepteur à l’IL-2 de haute affinité 
(addition de la chaine IL-2Rα ou CD25), les rendant ainsi sensibles à de très faibles doses d’IL-2 
(Caligiuri et al., 1990; Leong et al., 2014; Nagler et al., 1989). Toutefois, l’effet de l’IL-2 sur les cellules 
NK peut être limité par la présence de LT régulateurs (Tregs), qui expriment également le récepteur à 
l’IL-2 de haute affinité, et qui peuvent ainsi capter l’IL-2 présente dans le microenvironnement 
(Gasteiger et al., 2013). Tout comme l’IL-15, l’IL-2 induit l’activation des facteurs de transcription STAT-
5a et STAT-5b dans les cellules NK (Lin et al., 1995). L’IL-2 est également capable de potentialiser les 
effets de l’IL-12 en augmentant l’expression des sous-unités IL-12Rβ1 et IL-12Rβ2 sur les cellules NK 
(Wang et al., 2000). 

L’IL-21 potentialise la prolifération, la maturation fonctionnelle et les fonctions effectrices et 
anti-tumorales des cellules NK (Wang et al., 2003; Brady et al., 2004; Iannello et al., 2010; McMichael 
et al., 2017). In vitro, elle augmente la survie et l’expansion des cellules NK (Skak et al., 2008; Parrish-
Novak et al., 2000). Par ailleurs, elle serait capable d’induire la différenciation de cellules NK de type 
mémoire (Venkatasubramanian et al., 2017). Toutefois, d’autres études rapportent que l’IL-21 induit 
l’apoptose des cellules NK in vitro (Li et al., 2015). D’autre part, elle agit également sur les CD8+ en 
favorisant leur prolifération, leur production d’IFN-γ et leur cytotoxicité, et ce au détriment des 
cellules NK. Elle jouerait ainsi un rôle important dans la régulation de la transition entre réponse innée 
et adaptative in vivo (Kasaian et al., 2002). Le rôle de l’IL-21 est ainsi controversé, soulignant à 
nouveau l’importance du microenvironnement dans l’intégration des signaux régulateurs. 
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Contrairement aux cytokines de la famille c, les cytokines de la famille de l’IL-12 comme l’IL-
12, l’IL-23 et l’IL-27, stimulent plutôt les fonctions sécrétrices des cellules NK. 

L’IL-12, initialement identifiée comme facteur stimulant les cellules NK parmi les cellules 
mononuclées du sang (Peripheral Blood Mononuclear cells, PBMCs) cultivées in vitro (NK cell 
stimulatory factor, NKSF), est également capable d’induire la prolifération, la production d’IFN-γ et 
dans une moindre mesure la cytotoxicité des cellules NK, via l’activation du facteur de transcription 
STAT-4 (Kobayashi et al., 1989; Bacon et al., 1995; Kaplan et al., 1996). Ainsi, la production d’IFN-γ par 
les cellules NK en réponse à l’IL-12 seule est relativement faible, mais est largement augmentée 
lorsque les cellules sont pré-activées ou cultivées en présence d’autres cytokines telles que l’IL-18 
(Chaix et al., 2008). L’IL-23 active la production d’IFN-γ par les cellules NK CD56bright, seule ou en 
synergie avec l’IL-18, soulignant ainsi des similitudes avec l’IL-12 (Ziblat et al., 2018).  

L’IL-27 potentialise la production d’IFN-γ et la cytotoxicité des cellules NK via l’augmentation 
de l’expression de perforine et de TRAIL lorsqu’elle est combinée avec l’IL-15. Ainsi, deux études 
indépendantes ont démontré un effet anti-tumoral de l’IL-27 chez la souris, médié par une 
augmentation des fonctions effectrices des cellules NK (Liu et al., 2008b; Chiyo et al., 2005; Matsui et 
al., 2009). L’IL-27 permet également d’augmenter la réponse des cellules NK à l’IL-18 via 
l’augmentation de l’expression de T-bet notamment (Ziblat et al., 2015). Cependant, d’autres études 
ont montré que l’IL-27 inhibe la prolifération induite par l’IL-15 et l’IL-12, et induit la production d’IL-10 
par les cellules NK, leur conférant ainsi des propriétés régulatrices en inhibant la réponse T (Laroni et 
al., 2011). Le rôle de l’IL-27 reste donc controversé et dépend probablement du contexte et de 
l’environnement cytokinique. Les effets de l’IL-27 sont principalement médiés par l’activation des voies 
STAT-1 et STAT-3 (Hibbert et al., 2003).  

 

Des cytokines de la famille de l’IL-1 exercent également des effets positifs sur la biologie des 
cellules NK, et sont essentiellement des amplificateurs de la réponse à l’IL-2, l’IL-15 et l’IL-12. 

En effet, de par leur expression constitutive du récepteur à l’IL-18, cette dernière peut à elle 
seule induire la production modérée d’IFN-γ par les cellules NK (Okamura et al., 1995). Toutefois, 
comme décrit précédemment, lorsqu’elle est combinée avec d’autres cytokines telles que l’IL-12 ou 
encore l’IL-15, l’effet de l’IL-18 est fortement potentialisé pour augmenter la production d’IFN-γ mais 
également la cytotoxicité des cellules NK (Okamura et al., 1998; Lauwerys et al., 1999; Fehniger et al., 
1999; Chakir et al., 2001; Strengell et al., 2003; Chaix et al., 2008; Haeberlein et al., 2010; Wang et al., 
2009). Par opposition, les autres cytokines appartenant à la famille des IL-1s, telles que l’IL-1α ou l’IL-
1β ne sont pas capables d’activer les cellules NK par elles-mêmes, mais uniquement en combinaison 
avec d’autres cytokines dont l’IL-12 (Hunter et al., 1995, 1997). Ce point sera de nouveau abordé dans 
la partie des résultats ainsi qu’à travers la discussion. 

 Par ailleurs, les IFN de type I (IFN-α, IFN-β) régulent indirectement les fonctions des cellules NK 
en induisant la production d’IL-15 ou directement en augmentant l’expression de perforine et de Fas-L 
et la sécrétion d’IFN-γ via l’activation de STAT-1 (Nguyen et al., 2002; Liang et al., 2003; Martinez et al., 
2008). Toutefois, d’autres études ont mis en évidence que l’activation de STAT-1 par les IFN de type-I 
induit un switch au détriment de la voie STAT-4, limitant ainsi la production d’IFN-γ dans certains 
contextes (Nguyen et al., 2000; Miyagi et al., 2007). Plus récemment, il a été suggéré que l’IFN-λ (IFN 
de type III) participe également au développement et à la fonctionnalité des cellules NK chez la souris, 
plus particulièrement pour la production d’IFN-γ (Souza-Fonseca-Guimaraes et al., 2015; Gimeno Brias 
et al., 2018). Toutefois, cette notion est aujourd’hui encore controversée chez l’homme (Krämer et al., 
2011).  
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Par opposition, certaines cytokines exercent un effet inhibiteur sur l’activation des cellules NK. 
Ainsi, le TGF-β inhibe la prolifération des cellules NK induites en réponse à l’IL-2, mais également la 
production d’IFN-γ et la cytotoxicité induites par l’IL12 et l’IL-15 (Bellone et al., 1995; Laouar et al., 
2005; Ghiringhelli et al., 2005). Ces effets immuno-régulateurs sont en partie médiés par l’activation 
des protéines Smad qui vont elles-mêmes inhiber l’expression du facteur de transcription T-bet 
nécessaire à la production d’IFN-γ par les cellules NK ; mais également inhiber l’expression de STAT-4 
et d’IL-12Rβ2 (Lin et al., 2005; Yu et al., 2006b).  

Enfin, l’IL-10, sécrétée majoritairement par certaines populations de LT suppressives, les 
monocytes et les macrophages ou par les cellules tumorales directement, peut également inhiber les 
fonctions effectrices et anti-tumorales des cellules NK en diminuant directement la mobilisation des 
granules cytotoxiques et la production d’IFN-γ  (Carson et al., 1995; D’Andrea et al., 1993; Baessler et 
al., 2010; Stringaris et al., 2014). 

De manière intéressante, l’IL-4, généralement impliquée dans les réponses immunitaires de 
type-2, induit la production d’IL-13 et d’IL-5 par les cellules NK et diminue leur prolifération et leur 
cytotoxicité en réponse à l’IL-15 ou l’IL-2 (Warren et al., 1995; Peritt et al., 1998; Brady et al., 2010; 
Nagler et al., 1988). 

 

 

Ces cytokines sont essentiellement produites par les cellules immunitaires activées, telles que 
les LT (IL-2, IL-21), les DCs conventionnelles (IL-12, IL-27, IL-18, IFN-β, IL-15, IFNβ/λ) et plasmacytoïdes 
(IFN-α), les macrophages activés (IL-15, IL-12, IL-27, IL-18, IFNβ), les LTh2, les mastocytes ou les 
éosinophiles (IL-4), les cellules NKT (IL-4, IL-21) et les Tregs (IL-10, TGF-β) et sont responsables d’un 
dialogue ou « cross-talk » important entre les cellules NK et les autres cellules du système immunitaire 
(Bihl et al., 2010; Horowitz et al., 2010; Granucci et al., 2004; Zanoni et al., 2013; Carson et al., 1994b; 
Dubois et al., 2002; Ho and Miaw, 2016; Kasaian et al., 2002; Gasteiger et al., 2013; Ivashkiv and 
Donlin, 2014). Les cellules NK elles-mêmes sont également sources de cytokines (IL-15, IL-10) qui vont 
agir de manière autocrine (Zanoni et al., 2013), de même que les cellules épithéliales et les 
fibroblastes de la moelle osseuse (IL-15, IFN-β) (Ivashkiv and Donlin, 2014; Mrózek et al., 1996). In 
vivo, le microenvironnement cytokinique est complexe et ces médiateurs solubles agissent de concert 
pour réguler finement le niveau d’activation des cellules NK (Leong et al., 2014; Wang et al., 2000; 
Nakahira et al., 2002; Haeberlein et al., 2010; Ziblat et al., 2015). A titre d’exemple, l’IL-12 combinée à 
l’IL-18 joue un rôle crucial dans la réponse à l’infection par Leishmania infantum médiée par les 
cellules NK (Haeberlein et al., 2010). De même, l’IL-4 combinée à l’IL-15 permet d’augmenter 
légèrement la production d’IFN-γ, de MIP-1α, de MIP-1β et de GM-CSF par les cellules NK (Brady et al., 
2010). Cette coopération entre cytokines et plus particulièrement la synergie observée entre l’IL-12 et 
les cytokines de la famille des IL-1s sera plus largement discutée dans les parties de résultats et de 
discussion de ce manuscrit. Enfin, l’expression des récepteurs respectifs de ces cytokines peut varier 
entre les sous-types de cellules NK, suggérant ainsi une sensibilité différente selon les sous-
populations de cellules considérées. Les différences phénotypiques et fonctionnelles des sous-types de 
cellules NK seront largement présentées dans la suite de ce manuscrit. 
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3. Rôle des récepteurs de l’immunité innée  

 
Les cellules NK expriment également des récepteurs activateurs appartenant à la famille des 

PRRs (Pattern Recognition Receptors) tels que les TLRs (Toll-Like Receptors) et le récepteur RIG-I leur 
permettant de reconnaitre directement des PAMPs ou des DAMPs (Chalifour et al., 2004; Hornung et 
al., 2002; Lauzon et al., 2006; Girart et al., 2007; Marcenaro et al., 2008). Par exemple, les cellules NK 
sont capables de reconnaitre directement le pathogène Mycobacterium bovis via TLR2 ou la présence 
de poly I:C mimant un ARN viral double brin par via RIG-I (Hart et al., 2005; Marcenaro et al., 2008; 
Perrot et al., 2010). Plus récemment, il a été observé que l’activation de TLR3 par les cellules NK joue 
un rôle essentiel dans la production de cytokines pro-inflammatoires par ces dernières en réponse à 
une activation par des combinaisons d’IL-12, IL-15 et IL-18 (Guillerey et al., 2015a). Toutefois, 
contrairement aux cellules phagocytaires, la régulation de l’activité des cellules NK par les récepteurs 
de l’immunité innée semble dépendante de la présence d’un autre signal d’activation fort, par 
exemple des cytokines produites par d’autres cellules telles que les cellules myéloïdes (Hart et al., 
2005; Perrot et al., 2010) ou supplémentées dans le milieu (Marcenaro et al., 2008). 

 

 

 

En conclusion, ces différentes voies d’activation (récepteurs, cytokines, molécules de co-
stimulation, adhérence) peuvent agir de concert pour assurer une activation optimale des cellules NK. 
Par exemple, au cours d’une infection par MCMV, la reconnaissance du peptide viral m157 par le 
récepteur Ly49H ainsi que la production d’IFN de type 1 induisent une activation maximale des cellules 
NK (Pyzik et al., 2011). Ainsi, il a été proposé un parallèle entre l’activation des cellules NK et le modèle 
des 3 signaux décrit pour les LT : le premier signal serait médié par les récepteurs activateurs et 
inhibiteurs, le second par les molécules de co-stimulation, et enfin les cytokines pro-inflammatoires 
assureraient le 3ème signal (Hammer and Romagnani, 2017). Toutefois, bien que ce parallèle soit 
séduisant, une particularité des cellules NK réside en leur capacité d’activation en réponse à un seul de 
ces signaux in vitro (ligation des récepteurs activateurs ou activation par des cytokines). On peut donc 
supposer qu’in vivo, l’absence d’un de ces trois signaux ne constitue pas un frein à leur activation. 
Cette hypothèse est en faveur d’une activation plus sensible et rapide des cellules NK, qui va de pair 
avec leur rôle précoce dans la lutte contre les infections avant la mise en place de la réponse 
adaptative. 

 

 

 

V. Fonctions effectrices et régulatrices des cellules NK  
 

Les cellules NK sont caractérisées par deux grandes fonctions distinctes : la lyse des cellules 
infectées ou transformées d’une part et la sécrétion de cytokines d’autre part. Les modalités de ces 
fonctions effectrices sont présentées dans cette partie et dans la figure 7. 
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Figure 7. Fonctions effectrices des cellules NK 
Les cellules NK participent à la réponse immunitaire innée via deux fonctions effectrices : une fonction 
sécrétrice et une fonction cytotoxique. En réponse à un signal activateur, les cellules NK sécrètent des 
cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ et TNF-α essentiellement) mais également des chimiokines (CCL2, 
CCL3, CCL5, XCL1 principalement) qui permettent d’activer et de recruter les autres cellules 
immunitaires et les cellules NK elles-mêmes. Dans certains cas, les cellules NK peuvent sécréter des 
cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-β) assurant ainsi un rôle de régulateur négatif sur la réponse 
immunitaire. D’autre part, elles sont capables d’induire la mort des cellules infectées ou tumorales, par 
trois mécanismes distincts. Tout d’abord, la sécrétion de granules cytotoxiques contenant les protéines 
perforine, granzymes et granulysine permet de former des pores dans la membrane de la cellule cible 
(perforine) pour faire rentrer les protéine granzymes qui clivent et activent les pro-caspases 3 et 8 ainsi 
que la protéine Bid pour activer l’apoptose. Les protéines de granulysine vont quant à elle directement 
interagir avec les pathogènes ou la membrane de la cellule cible pour permettre leur destruction.  Le 
deuxième mécanisme correspond à l’activation des récepteurs de mort (Fas, TRAIL-R ou TNFR) suite à 
l’interaction avec leurs ligands respectifs (Fas-L, TRAIL ou TNF-α) exprimés à la surface ou sécrétés par 
les cellules NK. Ces récepteurs recrutent les complexes DISC (FADD/pro caspase-8) pour TRAIL-R et FAS 
ou TRADD/FADD/pro-caspase 8 pour TNFR permettant l’activation de la voie extrinsèque de 
l’apoptose. Enfin, la cytotoxicité dépendante des anticorps ou ADCC (Antibody-Dependent Cell-
mediated Cytotoxicity) repose sur l’interaction entre le récepteur CD16 sur les cellules NK et le 
fragment constant des anticorps fixés à la surface d’une cellule opsonisée ou recouverte d’anticorps 
thérapeutiques. Cette interaction déclenche la lyse de la cellule cible par les voies décrites 
précédemment.  
 



 

37 

 

 
1. Fonction cytotoxique des cellules NK  

1.1. Cytotoxicité directe 
 

Les cellules NK peuvent tuer leur cible par deux mécanismes principaux, reposant d’une part 
sur la sécrétion de granules cytotoxiques et d’autre part sur l’expression de récepteurs de mort. Ces 
deux voies conduisent in fine à l’apoptose de la cellule cible. 

Contrairement aux lymphocytes T, les cellules NK expriment de manière constitutive la 
perforine, les protéines de la famille des granzymes (granzyme A, B, H et M) et la granulysine. Ces 
protéines sont stockées sous forme mature et active dans le cytoplasme, à l’intérieur de lysosomes 
spécifiques appelés granules lytiques (Lettau et al., 2007; Trapani, 2001). Suite à un contact avec une 
cellule cible, l’activation de voies de signalisation induit un remodelage du cytosquelette permettant 
l’exocytose de ces granules pour libérer leur contenu cytotoxique au niveau de la synapse immunitaire 
(van den Broek et al., 1995; Topham and Hewitt, 2009; Mace et al., 2014). La perforine est ensuite 
capable de se multimériser pour former des pores dans la membrane plasmique et dans la membrane 
des endosomes, permettant ainsi la libération des granzymes à l’intérieur de la cellule cible (Law et al., 
2010; Pipkin and Lieberman, 2007). En tant que sérine-protéases, les granzymes sont capables de 
cliver de nombreuses protéines pro-apoptotiques telles que la pro-caspase 3 ou Bid, conduisant ainsi à 
la mort cellulaire par apoptose de la cellule cible (Quan et al., 1996; Andrade et al., 1998; Barry et al., 
2000). Granzyme B est sans doute la protéine ayant le plus grand potentiel pro-apoptotique. 
Toutefois, les souris déficientes pour l’expression de granzyme B présentent une cytotoxicité réduite 
mais pas nulle, suggérant une redondance fonctionnelle entre les différents membres de la famille. Par 
ailleurs, granzyme A induit une activation plus faible des caspases mais participe à la cytotoxicité en 
clivant directement le substrat de ces dernières (Trapani, 2001).  En outre, il semblerait que granzyme 
H ne soit pas impliquée dans la mort des cellules cibles mais jouerait un rôle dans le clivage direct de 
certaines protéines virales, tandis que granzyme M semble être capable d’induire à la fois une mort 
cellulaire dépendante et indépendante des caspases (Andrade et al., 2007; de Poot and Bovenschen, 
2014; Kelly et al., 2004). Enfin, la granulysine chargée positivement interagit avec les charges négatives 
présentes à la surface des pathogènes et des cellules tumorales pour induire leur lyse ou leur mort 
cellulaire par apoptose respectivement (Clayberger and Krensky, 2003; Chen et al., 2016a). 

Les cellules NK expriment également à leur surface des ligands des récepteurs dits de « mort » 
tels que FasL et TRAIL dont l’expression augmente après activation des cellules par des cytokines (IL-2, 
IL-12, IFN-α, IFN-γ) ou par engagement des molécules de surface CD16, 2B4 ou encore LFA-1 
(Medvedev et al., 1997; Stegmann et al., 2010; Eischen et al., 1996; Chua et al., 2004). L’interaction de 
ces ligands avec leurs récepteurs respectifs (FasR et TRAIL-R1/R2) exprimés à la surface des cellules 
cibles entraine, dans la cellule cible, le recrutement de la protéine FADD qui s’associe elle-même à la 
pro-caspase-8 pour former le complexe protéique DISC (Death-Inducing Signaling Complex) 
permettant l’activation de la voie d’apoptose dite extrinsèque par auto-clivage et activation de la pro-
caspase 8  (Medema et al., 1997; Guicciardi and Gores, 2009; LeBlanc and Ashkenazi, 2003; Kischkel et 
al., 2001).  

Par ailleurs, les cellules NK produisent du TNF-α, qui intéragit directement avec son récepteur, 
TNFR, pour recruter les protéine TRADD, FADD et la pro-caspase-8 et activer la voie extrinsèque de 
l’apoptose dans la cellule cible (Ross and Caligiuri, 1997; Micheau and Tschopp, 2003). On parle ainsi 
de cytotoxicité induite par les cytokines. La fonction sécrétrice des cellules NK sera plus largement 
abordée dans le paragraphe suivant.  
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Les cellules NK ont évolué de manière à développer un ensemble de mécanismes régulateurs 
les protégeant de leur propre cytotoxicité. Par exemple, après dégranulation, l’expression de CD107a à 
leur surface empêche la fixation de la perforine tandis que leur expression de cathepsine B permet le 
clivage et l’inactivation des protéines contenues dans les granules lytiques (Cohnen et al., 2013; Balaji 
et al., 2002). Par ailleurs, l’expression d’inhibiteurs des sérines protéases telles que les serpines dans 
les cellules NK permet d’inhiber les granzymes présentes dans la synapse immunitaire et qui peuvent 
être re-dirigées vers la cellule NK (Sun et al., 1996; Hirst et al., 2003). De la même manière, au cours de 
la réponse immunitaire et de l’activation des cellules NK, le fratricide entre cellules NK effectrices est 
en partie limité par un maintien d’une forte expression du CMH-1 (Chua et al., 2004). 

Laquelle de ces deux voies de cytotoxicité est préférentiellement utilisée par les cellules NK 
pour induire la mort de leurs cibles et comment ces deux mécanismes sont régulés sont des questions 
qui font l’objet de nombreuses études récentes. Ainsi, il a été observé que la lyse médiée par les 
granules lytiques induit la mort de la cellule cible plus rapidement que la voie des récepteurs de mort 
(Li et al., 2016; Zhu et al., 2016). Par ailleurs, une partie des cellules NK a la capacité de réaliser du 
« serial-killing », c’est-à-dire de se détacher de leur cible pour aller directement tuer une autre cellule 
cible avoisinante (Netter et al., 2017; Bhat and Watzl, 2007). Le développement parallèle de systèmes 
rapporteurs de l’activité des protéases et des techniques d’imagerie a permis de démontrer que le 
premier évènement cytotoxique est quasiment systématiquement rapide et médié par les granules. 
Cet évènement s’accompagne d’une diminution du stock de granules dans le cytoplasme et d’une 
augmentation de l’expression de FasL à la surface des cellules. Progressivement, on observe donc un 
changement vers une cytotoxicité plus lente et dépendante de la voie Fas/FasL, probablement lorsque 
le stock de granules est épuisé. Ainsi, le dernier évènement cytotoxique est quasi systématiquement 
dépendant de la voie Fas/FasL (Beaudouin et al., 2013; Liesche et al., 2018; Prager et al., 2019).  

 
 

1.2. Cytotoxicité dépendante des anticorps ou ADCC 

De par l’expression du récepteur CD16A (FcγRIIIA), les cellules NK sont capables de reconnaitre 
et de lier la partie constante (fragment Fc) des Ig. Cette interaction FcγR/Fc permet l’activation de 
domaines ITAM intracytoplasmiques et des kinases Lck et ZAP70, induisant ainsi l’activation des 
fonctions cytotoxiques des cellules NK (Lanier et al., 1988; Morel et al., 1999; Salcedo et al., 1993; 
Cone et al., 1993; Smyth et al., 2005). Cette cytotoxicité appelée ADCC (Antibody-Dependent Cell-
mediated Cytotoxicity) joue un rôle crucial dans l’élimination des cellules recouvertes d’anticorps, 
suite au phénomène d’opsonisation ou suite à un traitement par des anticorps thérapeutiques de 
classe IgG1 et IgG3 chez l’homme et IgG2a/b chez la souris (Chung et al., 2011; Wang et al., 2015). De 
manière intéressante, une sous-population de cellules NK exprimerait également le récepteur 
inhibiteur FcγRIIB (CD32c), dont l’engagement limiterait l’ADCC de ces dernières (Dutertre et al., 
2008). 

 

1.3. Rôle régulateur de l’activité cytotoxique des cellules NK 

De par leur activité cytotoxique, les cellules NK ont un rôle régulateur central dans de 
nombreux processus physio-pathologiques. 

En induisant la mort cellulaire de leur cible, les cellules NK sont à l’origine d’une source 
importante d’antigènes qui vont être captés pas les DCs avoisinantes pour permettre la cross-
présentation antigénique et la mise en place d’une réponse immunitaire adaptative spécifique et 
puissante (Vivier et al., 2008). 
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Au-delà de leur cytotoxicité envers les cellules infectées ou transformées, les cellules NK 
peuvent également lyser des cellules non infectées et non transformées. Par exemple, elles sont 
capables de directement lyser les DCs immatures, assurant ainsi l’homéostasie du réservoir de DCs 
mais pouvant également limiter l’efficacité de certains vaccins (Wilson et al., 1999; Piccioli et al., 2002; 
Hayakawa et al., 2004). De la même manière, la lyse directe des DCs présente dans le greffon par les 
cellules NK assure la tolérance en cas de greffes allogéniques en limitant l’activation de LT alloréactifs 
(Yu et al., 2006a). Les cellules NK vont également réguler la réponse immunitaire adaptative, en lysant 
directement les LT ou LB. En effet, il a été démontré in vitro que l’activation des LT induit une 
augmentation rapide à leur surface de l’expression du CMH-1 et de ligands du récepteur activateur 
NKG2D, entrainant la lyse spécifique des LT via un mécanisme dépendant de la perforine (Rabinovich 
et al., 2003). De manière corolaire, la déplétion des cellules NK dans un modèle d’encéphalomyélite 
auto-immune expérimentale (EAE) augmente l’auto-immunité en empêchant l’élimination des LT auto-
réactifs (Winkler-Pickett et al., 2008). Dans un contexte d’infection par le Virus de l'Immunodéficience 
Humaine (HIV), les cellules NK seraient également responsables de la lyse directe des LT CD4+ infectés 
exprimant des ligands activateurs de NKp44 (Vieillard et al., 2005). Par ailleurs, en contexte d’infection 
par HBV, les cellules NK peuvent directement lyser les LT spécifiquement dirigés contre HBV, via un 
mécanisme dépendant de la voie TRAIL, limitant ainsi la réponse anti-virale (Peppa et al., 2013). Des 
observations similaires ont été faites chez la souris en contexte d’infection chronique par le virus 
MCMV où il a été observé une lyse spécifique des LT CD4+ par les cellules NK exprimant TRAIL 
(Schuster et al., 2014). En se basant sur l’observation que les cellules NK s’accumulent dans le foie à 
partir de 5 jours après une infection, plusieurs groupes ont proposé qu’elles pourraient être 
impliquées dans l’apoptose des cellules T CD4+ et T CD8+ observée dans le foie lors de la phase de 
résolution (« clearance ») suite à une réponse immunitaire (Crispe et al., 2000; Rabinovich et al., 
2003). L’existence d’un tel mécanisme in vivo implique une régulation fine pour limiter la lyse non 
contrôlée des lymphocytes T. Ainsi, la protection des cellules T activées dans les ganglions peut 
s’expliquer par une localisation spécifique des cellules NK qui sont exclues de la zone T (Dokun et al., 
2001). Par ailleurs, chez la souris, le récepteur inhibiteur NKG2A/CD94 peut interagir avec la molécule 
du CMH-1 Qa-1 exprimée à la surface des lymphocytes T CD4 activés, et transmettre ainsi un signal 
inhibiteur qui protège ces derniers de la lyse par les cellules NK. En accord avec ceci, il a été démontré 
que l’utilisation d’anticorps bloquants NKG2A dans le modèle d’EAE rompt cette tolérance, permettant 
la lyse des lymphocytes auto-réactifs et diminuant la sévérité de la réponse auto-immune (Vance et al., 
1998; Lu et al., 2007). De manière similaire, il a été démontré que les cellules NK sont capables de 
directement lyser les LB producteurs d’auto-anticorps, et que la déplétion des cellules NK augmente la 
réaction auto-immune (Takeda and Dennert, 1993). Dans un contexte tumoral, on peut imaginer que 
ce rôle régulateur des cellules NK sur les cellules immunitaires activées pourrait limiter l’efficacité des 
immunothérapies visant à réactiver ou potentialiser la réponse immunitaire.  

Enfin, les cellules NK peuvent également lyser des cellules non-immunitaires telles que les 
cellules endothéliales en conditions d’infection ou de greffe (Yoneda et al., 2000; Bolovan-Fritts and 
Spector, 2008), les hépatocytes en cas d’infection chronique par HBV ou les cellules β du pancréas en 
cas de diabète induit par infection virale (Dunn et al., 2007; Chen et al., 2007; Flodström et al., 2002). 

 

2. Fonction sécrétrice des cellules NK 
 

Les cellules NK sont également capables de produire de grandes quantités de cytokines et de 
chimiokines qui vont largement réguler les réponses immunitaires et influencer l’activité d’autres 
cellules immunitaires. D’un point de vue global, ces médiateurs solubles assurent trois grandes 
fonctions : un contrôle immunitaire précoce en contexte infectieux et tumoral, la maturation des DCs 
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et la polarisation des cellules T effectrices. De par leur capacité à répondre rapidement à des signaux 
qui ne dépendent pas de la présentation antigénique par les CPAg, les cellules NK sont la source 
principale de cytokines dans les phases précoces des réponses immunitaires (Bezman et al., 2012).  

L’IFN-γ permet de soutenir les réponses immunitaires anti-bactériennes ou anti-tumorales en 
agissant directement sur les cellules immunitaires ou sur les cellules tumorales elles-mêmes. En effet, 
l’IFN-γ permet la sur-activation des macrophages afin d’amplifier leurs fonctions bactéricides. Il permet 
également d’augmenter l’expression des molécules de co-stimulation sur les CPAg et du CMH-1 sur les 
cellules tumorales ou infectées permettant ainsi leur élimination par les LT CD8+ activés (Ikeda et al., 
2002). En retour, ces cellules sécrètent de l’IL-12 qui agit sur l’activation des cellules NK (Bancroft et 
al., 1991; Newport et al., 1996; Jouanguy et al., 1999; Kaplan et al., 1998; Mocikat et al., 2003). Des 
travaux récents ont montré lors d’infections bactériennes et virales que l'IFN-γ dérivé des cellules NK 
soutient la production d'IL-12 par les cDC1 (Alexandre et al., 2016). En accord avec cette observation, 
l’IFN-γ favorise la différenciation des LT naïfs en LTh1, eux même producteurs d’IFN-γ et nécessaire à 
l’activation des LT CD8+ cytotoxiques (Dalton et al., 1993; Huang et al., 1993; Mocikat et al., 2003; 
Murphy et al., 2000; Martín-Fontecha et al., 2004; Morandi et al., 2006). En outre, l’IFN-γ joue un rôle 
clé dans le recrutement des cellules NK au sein des tumeurs (Wendel et al., 2008). Enfin, l’IFN-γ exerce 
directement des effets anti-prolifératifs et anti-métaboliques sur les cellules tumorales ainsi que anti-
angiogéniques sur les cellules endothéliales (Ikeda et al., 2002). La transcription d’ARN messagers 
codant l’IFN-γ est observée dès les stades précoces de différenciation des cellules NK et de manière 
constitutive, et augmente au cours de leur maturation ou de l’activation pour permettre la traduction 
et la sécrétion de grandes quantités d’IFN-γ  en quelques minutes seulement (Stetson et al., 2003).  

 Par ailleurs, en plus de son rôle direct dans la réponse cytotoxique, le TNF-α sécrété par les 
cellules NK exerce un rôle régulateur sur la réponse immunitaire. Par exemple, il agit en synergie avec 
l’IFN-γ pour induire la maturation des DCs (Vitale et al., 2005; Degli-Esposti and Smyth, 2005; Moretta 
et al., 2006) et augmenter leur capacité à effectuer la présentation croisée des antigènes tumoraux 
aux LT CD8+ (Deauvieau et al., 2015). Le TNF-α agit également de manière autocrine sur le 
recrutement, la production d’IFN-γ et la cytotoxicité des cellules NK en contexte viral et tumoral. 
Toutefois, contrairement à l’IFN-γ, d’autres cellules innées sont également capables de produire cette 
cytokine a des temps précoces (Almishri et al., 2016; Orange and Biron, 1996; Kashii et al., 1999; 
Baxevanis et al., 2000; Wang et al., 2012; Orange et al., 1995). 

En outre, la production de GM-CSF et de M-CSF par les cellules NK régule le recrutement, la 
différenciation et la survie des monocytes et des cellules myéloïdes (Cuturi et al., 1989; Ushach and 
Zlotnik, 2016). 

Les cellules NK produisent également un grand nombre de chimiokines telles que  CCL3, CCL4, 
CCL5, XCL1 (ATAC/lymphotactin) et XCL2, majoritairement en réponse aux cytokines (IL-15 seule ou 
combinée avec l’IL-12 ou l’IL-2) et agissent de manière paracrine sur le recrutement et l’activation des 
macrophages, des DCs et des LT mais également autocrine sur les cellules NK en augmentant leur 
recrutement et leur cytotoxicité (Bluman et al., 1996; Fahey et al., 1992; Dorner et al., 2002; Crozat et 
al., 2010; Loetscher et al., 1996; Maghazachi and Al-aoukaty, 1998; Oliva et al., 1998; Castellino et al., 
2006). Il a été récemment démontré que la production de XCL1 et CCL5 par les cellules NK 
intratumorales est impliquée dans le recrutement des cDC1 dans les tumeurs (Böttcher et al., 2018). 
Enfin, les cellules NK sont capables de produire la cytokine Flt3L qui joue un rôle essentiel dans la 
différenciation des cellules dendritiques, favorisant par exemple l’accumulation de ces dernières au 
sein des tumeurs (Barry et al., 2018).  

A l’inverse, dans certains contextes précis, les cytokines secrétées par les cellules NK peuvent 
exercer un rôle anti-inflammatoire. Par exemple, les cellules NK peuvent sécréter de l’IL-10 (Mehrotra 
et al., 1998; Perona-Wright et al., 2009; Jiang et al., 2018; Deniz et al., 2008) et du TGF-β (Horwitz et 
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al., 1997; Gray et al., 1998; Esplugues et al., 2003; Jiang et al., 2018), en réponse à une activation avec 
de fortes concentrations d’IL-2, en contextes d’infections systémiques aiguës ou d’infections virales. 
Ces cytokines immunomodulatrices agissent de manière autocrine en inhibant l’activation des cellules 
NK ou paracrine en inhibant la prolifération des LT activés. Il a ainsi été proposé que ces cellules NK 
productrices de cytokines immunosuppréssives et dites régulatrices par homologie avec les Tregs, 
joueraient un rôle dans la tolérance, le contrôle de l’inflammation systémique ou au cours de la phase 
de résolution après une infection (Horwitz et al., 1999; Perona-Wright et al., 2009; Deniz et al., 2008; 
Maroof et al., 2008). 

En outre, les caractéristiques et le rôle unique des cellules NK utérines ne seront que très peu 
discutés dans ce manuscrit car hors du champ de mon travail de thèse. Toutefois, la capacité des 
cellules NK utérines à sécréter des facteurs pro-angiogéniques, tels que le VEGF, ou des protéines 
immuno-modulatrices telles que la galectine-1, soulève la question d’un potentiel rôle de ces cellules 
dans la néo-angiogenèse et la croissance tumorale (Koopman et al., 2003; Hanna et al., 2006; Chou et 
al., 2018). 

En conclusion, les cellules NK sont capables de produire une grande diversité de cytokines dont la 
nature semble dépendante du signal activateur. Ainsi, la combinaison d’IL-12 et IL-18 semble être 
optimale pour la sécrétion d’IFN-γ ; tandis que l’IL-15 et l’IL-18 induisent des quantités supérieures de 
GM-CSF que les autres combinaisons de cytokines. De manière corolaire, une cytokine donnée n’est 
généralement pas produite en réponse à tous les signaux activateurs (Brady et al., 2004; Cooper et al., 
2001; Moretta et al., 2002). Ces résultats suggèrent que le contexte cytokinique conditionne fortement 
la fonction sécrétrice des cellules NK. 

 

VI. Diversité phénotypique et fonctionnelle des cellules NK  
 

Les cellules NK matures subissent une différenciation dite tardive, donnant ainsi naissance à un 
ensemble de sous-types de cellules NK effectrices. Ces différentes sous-populations et leurs 
caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques sont présentées dans cette partie et dans les figures 
8, 9 et 10. 

 
1. La dichotomie CD56bright et CD56dim chez l’homme 

 
Historiquement, on distingue deux grands sous-types de cellules NK chez l’homme, i. e. 

CD56bright et CD56dim, sur la base du niveau d’expression de CD56 à leur surface. Cette distinction 
phénotypique traduit plus largement des différences transcriptionnelles, fonctionnelles et 
physiopathologiques fondamentales (Figure 8). Comme discuté précédemment, les cellules NK 
CD56bright expriment à leur surface un ensemble de récepteurs aux chimiokines et de molécules 
d’adhésion (CCR7, CD62L, CXCR3, CCR5) permettant leur localisation préférentielle au niveau des OLS, 
en proximité directe avec les DCs et les LT naïfs avec lesquels elles entretiennent une interaction 
dynamique (Fehniger et al., 2003; Ferlazzo et al., 2004; Bajénoff et al., 2006). Elles assurent 
essentiellement une fonction immuno-régulatrice en produisant de grandes quantités de cytokines 
(IFN-γ, TNF-α, GM-CSF) (Campbell et al., 2001; Cooper et al., 2001). Elles présentent toutefois une 
faible activité cytotoxique en réponse à une activation par des cytokines. Elles sont enfin caractérisées 
par une expression forte des récepteurs aux cytokines (IL-2R, IL-12R, IL-18R, IL-21R) et d’un niveau 
plus important d’activation de STAT-4 en réponse à une activation par l’IL-12 (Juelke et al., 2010; Yu et 
al., 2010; Björkström et al., 2010; Cooper et al., 2001; Wendt et al., 2007). Ainsi, elles répondent donc 
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essentiellement à un signal cytokinique mais que très peu à l’engagement de leurs récepteurs 
activateurs (Hanna et al., 2004; Fauriat et al., 2010; Schlums et al., 2015). Enfin, elles expriment le 
récepteur de haute affinité pour l’IL-2 de manière constitutive et présentent une prolifération plus 
importante (Caligiuri et al., 1990; Vitale et al., 2004) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Caractéristiques phénotypiques, transcriptionnelles et fonctionnelles des cellules NK 
CD56bright et CD56dim chez l’homme 
Chez l’homme, les cellules NK matures sont divisées en deux sous-populations selon le niveau 
d’expression de CD56 à leur surface : les cellules NK CD56bright et les cellules NK CD56dim. Les cellules NK 
CD56bright expriment les récepteurs CCR7 et CD62L permettant leur migration dans les OLS. Elles 
répondent fortement à une activation par les cytokines et produisent des taux élevés de cytokines et 
chimiokines.  Elles ont une activité cytotoxique non négligeable bien qu’inférieure à celle des cellules 
NK CD56dim. En effet, ces dernières sont plus sensibles à la reconnaissance d’une cellule cible et 
possèdent des capacités cytotoxiques accrues. Leur activité sécrétrice est réduite par rapport aux 
cellules NK CD56bright. Elles perdent l’expression des récepteurs CCR7 et CD62L; permettant ainsi leur 
sortie des OLS vers le sang. Elles expriment CX3CR1 permettant ainsi leur recrutement dans les tissus 
périphériques en cas d’inflammation. CXCR3 est exprimé sur les cellules NK résidentes des tissus, 
qu’elles soient CD56dim ou CD56bright.  
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Par opposition, les cellules NK CD56dim représentent 90% des cellules NK circulantes et sont 
caractérisées par une forte activité cytotoxique suite à l’engagement de leurs récepteurs activateurs 
par une cellule cible. Elles expriment également le récepteur FcγRIII (ou CD16), leur donnant ainsi la 
capacité d’ADCC (Nagler et al., 1989). Les cellules NK CD56dim présentent des capacités prolifératives 
très réduites, en réponse à l’IL-2 notamment (Baume et al., 1992; Lutz et al., 2011). A l’inverse, elles 
expriment une plus grande diversité de récepteurs activateurs et inhibiteurs, ce qui les rend plus 
prônes à répondre à des variations d’expression de ligands de ces récepteurs en présence d’un 
pathogène intracellulaire ou suite à un stress oncogénique. Il semble désormais largement accepté 
que les cellules NK CD56dim sont issues de la différenciation des cellules NK CD56bright. En effet, ces 
dernières sont enrichies dans les tissus néonataux et dans le sang prélevé du cordon ombilical, et 
correspondent aux premières cellules NK observées dans le sang après une greffe de cellules souches 
hématopoïétiques. Par ailleurs, elles sont capables de donner naissance à des cellules NK CD56dim en 
réponse à l’IL-15 ou en réponse au facteur de croissance FGF1 in vitro (Huntington et al., 2009; Chan et 
al., 2007). En accord avec ce modèle de différenciation linéaire, la fréquence des cellules NK CD56dim 
augmente au cours de la vie et ces dernières présentent des télomères plus courts (Borrego et al., 
1999; Chan et al., 2007; Romagnani et al., 2007).  

Enfin, des programmes transcriptomiques et épigénétiques les différencient, et ce point sera 
abordé à la fin de ce paragraphe. 

 

2. Différenciation et maturation tardive des cellules NK CD56dim 
 

Plus récemment, un certain degré d’hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle a été décrit 
au sein de la population NK CD56dim, suggérant que ces cellules continuent à se différencier établissant 
ainsi un paysage plus complexe que la dichotomie historiquement établie. Ainsi, des sous-types 
intermédiaires ont pu être isolés et caractérisés par l’expression de CD62L ou CD94/NKG2A ; et 
l’absence d’expression de CD57 et des KIRs (Björkström et al., 2010; Yu et al., 2010). De manière 
intéressante, les cellules NK CD56dim CD94bright sont caractérisées par une polyfonctionnalité qui 
s’illustre par leur capacité à produire d’importantes quantités d’IFN-γ en réponse à une activation par 
les cytokines mais également par une activité cytotoxique forte en réponse à l’engagement de leurs 
récepteurs activateurs, bien qu’à des niveaux intermédiaires entre les sous-types CD56bright et CD56dim 
CD94low respectivement (Yu et al., 2010). Dans ces cellules, le niveau de pSTAT-4 en réponse à l’IL-12 
est supérieur par rapport aux cellules NK CD56dim CD94low, expliquant ainsi leur capacité élevée à 
produire de l’IFN-γ. Ainsi, les cellules NK CD56dim peuvent continuer à se différencier et acquérir un 
phénotype de cellules terminalement différenciées. Par exemple, l’expression des KIRs est acquise de 
manière séquentielle avec dans un premier temps l’expression de KIR2DL2/3, puis KIR3DL1 et enfin 
KIR2DL1 (Miller and McCullar, 2001; Fischer et al., 2007; Schönberg et al., 2011). Elles acquièrent 
également l’expression de CD57 ou de CX3CR1 (Lopez-Vergès et al., 2010; Hamann et al., 2011; Sciumè 
et al., 2011). La fonctionnalité de ces cellules terminalement différenciées reste aujourd’hui vivement 
débattue. En effet, certaines études les identifient comme hautement fonctionnelles et cytotoxiques 
par rapport aux autres cellules NK CD56dim chez l’homme (Collins et al., 2019). De même, leur capacité 
d’ADCC croît au cours de leur différenciation avec l’augmentation progressive de l’expression de CD16 
(Björkström et al., 2010; Juelke et al., 2010; Lopez-Vergès et al., 2010; Yu et al., 2010). Ces données 
sont en accord avec d’autres études identifiant l’expression de CD57 comme un marqueur de 
différenciation terminale des LT CD8+, voire de sénescence (Brenchley et al., 2003). Toutefois, leur 
forte activité cytotoxique chez l’homme est en opposition avec l’hypothèse que CD57 serait un 
marqueur d’exhaustion ou de senescence pour les cellules NK (Lopez-Vergès et al., 2010). La notion 
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émergente d’exhaustion des cellules NK sera discutée dans le paragraphe traitant des cellules NK en 
contexte tumoral. Enfin, l’origine développementale de ces cellules est également discutée. Toutefois, 
l’expression de CD57 et des KIRs semble irréversible, ce qui est en faveur d’un modèle de 
différenciation linéaire des cellules NK CD56bright CD94+ en cellules NK CD56dim CD16+ CD94+/- CD57- 
KIR-/+ intermédiaires puis CD56dim CD16++ CD94- CD57+ KIR+ terminalement différenciées. Par ailleurs, 
l’analyse transcriptomique sur cellule unique (single-cell RNA-seq, sc-RNA-seq) de ces différents sous-
types identifie les cellules NK CD56dim CD57+ comme directement descendantes des cellules NK 
CD56dim intermédiaires (Collins et al., 2019).  

Les signaux responsables de la différenciation des cellules NK CD56dim en cellules 
terminalement différenciées restent à identifier. La différenciation des cellules NK étant largement 
contrôlée par les cytokines, ces dernières pourraient être impliquées dans l’établissement des cellules 
NK CD56dim mais cette hypothèse reste à évaluer.  

Ainsi, l’identification et la caractérisation de nouvelles sous-populations de cellules NK ne 
cesse de croître. Le développement récent des techniques de profilage de « haute dimension »  
transcriptomique à l’échelle de populations cellulaires globales (micro-bulk RNAseq) ou de la cellule 
unique (single-cell RNAseq, sc-RNAseq) mais également phénotypique (cytométrie de flux 
multiparamétrique ou cytométrie de masse, CyToF) a permis l’identification d’un ensemble de 
molécules spécifiquement exprimés par les cellules NK par rapport aux autres cellules immunitaires 
mais également par certaines sous-populations de cellules NK (Hanna et al., 2004; Björklund et al., 
2016; Crinier et al., 2018; Collins et al., 2019; Dogra et al., 2020). Ces différentes études ont permis de 
définir des « signatures » transcriptomiques propres aux cellules NK par rapport aux autres cellules 
immunitaires et des signatures propres aux cellules NK CD56bright ou CD56dim. Ces signatures sont 
présentées dans la figure 9 et ont été utilisées pour nos analyses transcriptomiques et épigénétiques 
qui seront présentées dans les parties résultats et discussion. 

 

3. Sous-types de cellules NK chez la souris  
 

L’absence d’expression du CD56 par les cellules NK murines rend difficile le parallèle avec les 
cellules NK humaines. Toutefois, différents stades de maturation ont également été identifiés chez la 
souris, sur la base de l’expression de CD11b et de CD27. Brièvement, les cellules NK CD11b- CD27+ sont 
majoritairement retrouvées dans la moelle et les ganglions et sont considérées immatures. Leur 
différenciation donnerait successivement naissance à deux sous-populations de NK matures, i. e. 
CD11b+ CD27+ puis CD11b+ CD27-, retrouvées dans la rate et le sang essentiellement. Les cellules NK 
CD11b+ CD27+ seraient à l’origine des cellules NK CD11b+ CD27- et ont une capacité de prolifération, 
sécrétoire et cytotoxique plus élevée que ces dernières. Ainsi, par opposition avec les observations 
faites chez l’homme, ces résultats identifient les cellules NK murines les plus terminalement 
différenciées comme moins fonctionnelles (Chiossone et al., 2009; Hayakawa et al., 2006). En accord, il 
a été observé que l’expression de CX3CR1, marqueur de cellules NK terminalement différenciées, est 
associée à une expression accrue du récepteur inhibiteur KLRG1 et ces cellules présentent une activité 
réduite (Sciumè et al., 2011). Ainsi, ces résultats soulignent des différences entre les modèles murins 
et les études faites chez l’homme. Les analyses transcriptomiques par sc-RNAseq sur les différents 
sous-types de cellules NK murines et humaines ont permis de définir les différences mais également 
les similitudes existant entre les deux espèces, facilitant ainsi le transfert des connaissances obtenues 
dans des modèles murins chez l’homme (Marquardt et al., 2010; Crinier et al., 2018). 
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Figure 9. Signatures transcriptionnelles des cellules NK totales, CD56bright et CD56dim chez l’homme 

Les techniques d’analyse de l’expression génique à large échelle ou transcriptomique par séquençage à 
ARN (RNAseq, sc-RNAseq) ont permis d’identifier des listes de gènes associés aux cellules NK par 
rapport aux autres cellules mais également associés aux différentes sous-populations. Ces gènes 
définissent des marqueurs d’identité ou de fonctionnalité. Certains de ces gènes ne sont pas 
spécifiques des cellules NK, mais c’est leur combinaison qui permet d’associer un profil 
transcriptomique à ces dernières : on parle de « signature ». Ces signatures sont extraites de Cursons 
et al., 2019 pour la signature des cellules NK dans leur ensemble et de Crinier et al., 2018 pour les 
signatures des cellules NK  CD56bright  et CD56dim. Les gènes sont classés par ordre alphabétique. 
 
 

VII. Cellules NK et mémoire immunitaire 
 

Bien que n’exprimant pas de récepteurs spécifiques aux antigènes per se, de nombreux résultats 
récents convergent vers l’hypothèse que les cellules NK sont également dotées d’une capacité de 
mémoire immunitaire. Ils seront présentés et discutés dans cette partie. 

 
1. Preuve de concept : expansion, contraction, maintenance  

 
Suite à une infection par le virus MCMV chez la souris, les cellules NK suivent les quatre phases 

typiques d’une réponse immunitaire adaptative mémoire : la phase d’expansion, de contraction, 
suivie de la maintenance sélective d’une sous-population spécifique, et enfin la phase de ré-activation 
préférentielle et de manière accrue de ces cellules en cas de second challenge immunitaire. En effet, 
en réalisant une greffe de moelle chez des souris déficientes pour l’expression du récepteur Ly49H, il a 
été observé que suite à une infection par MCMV, des cellules nouvellement greffées Ly49H+ 
spécifiques de l’antigène m157 de MCMV sont capables de proliférer, rétablissant ainsi une fréquence 
de cellules Ly49H+ identique à celle observée chez des souris sauvages infectées (de 25% à presque 
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90%). Cette prolifération exponentielle et spécifique est suivie d’un déclin des cellules Ly49H+ pour 
progressivement revenir à une fréquence identique à celle avant infection. En réalisant des transferts 
adoptifs de cellules NK CD45.1+ dans des souris exprimant CD45.2 et déficientes pour la voie de 
signalisation induite par Ly49H (Dap12-KO), des cellules NK CD45.1+ sont retrouvées dans la rate et 
dans le foie 70 jours après infection. Ces cellules NK persistantes sont capables de répondre à une 
seconde stimulation par le même antigène (i. e. m157) en produisant de l’IFN-γ ; avec une fréquence 
et une quantité d’IFN-γ plus importantes que les cellules NK CD45.1+ naïves (Sun et al., 2009). Ces 
résultats mettent en évidence pour la première fois la capacité des cellules NK à développer une 
réponse mémoire amplifiée et protectrice face à un second challenge par le même antigène. 

 

2. Phénotype et différenciation des cellules NK mémoires  
 

Chez la souris, ces cellules NK dites « mémoires » sont caractérisées par une augmentation de 
l’expression du récepteurs Ly49H impliqué dans la reconnaissance directe de la protéine virale m157 
et des récepteurs CD43 et Ly6C impliqués dans l’activation et l’adhérence des cellules NK 
respectivement. Elles expriment fortement le marqueur KLRG1 qui témoigne de leur prolifération 
intense au cours de la phase d’expansion. Elles sont CD11b+ et n’expriment pas ou peu le CD27 ; elles 
sont donc considérées comme matures (Figure 10). Enfin, elles présentent un nombre absolu de 
transcrits codant l’IFN-γ plus élevé que les cellules NK naïves (Bezman et al., 2012; Sun et al., 2009). 
Cette notion de cellules NK mémoires a également été observée en réponse à une infection par 
l’Herpes Simplex Virus-2  chez la souris (Abdul-Careem et al., 2012).  

Chez l’Homme, des cellules similaires ont été observées et définies comme cellules NK 
adaptatives. En effet, une fréquence plus importante de cellules NK CD56dim exprimant fortement 
NKG2C et CD57 mais caractérisées par une forte diminution de NKG2A a été rapportée chez les 
individus HCMV-séropositifs, chroniquement infectés par HBV et HCV, par l’hantavirus Pumalaa ou 
par le virus du Chinkungunya. Ces cellules NKG2C+ sont capables de proliférer de manière spécifique 
en réponse à une primo-infection ou une ré-activation du virus, subissent une phase de contraction et  
persistent longtemps après l’élimination du pathogène, caractéristiques normalement restreintes aux 
cellules immunitaires mémoires (Lopez-Vergès et al., 2010, 2011; Foley et al., 2012; Béziat et al., 2012; 
Björkström et al., 2011; Petitdemange et al., 2011). Mécanistiquement, il a été démontré en contexte 
d’infection par le virus HCMV que la fixation de peptides issus de la protéine virale UL40 sur les 
molécules HLA-E est reconnue par le recepteur activateur NKG2C induisant ainsi l’activation et 
l’expansion clonale des cellules NK NKG2C+ (Hammer et al., 2018). Par ailleurs, un enrichissement en 
cellules NK CD57bright et CD45RO+ a été observé chez les patients infectés par HIV-1 ou par 
Mycobacterium tuberculosis, suggérant que ces marqueurs pourraient également être utilisés pour 
définir une signature des cellules NK adaptatives chez l’Homme (Hong et al., 2010; Fu et al., 2011) 
(Figure 10). Dans certaines de ces études et contrairement à ce qui a été observé chez la souris, les 
cellules NK adaptatives chez l’homme ont parfois été associées à une déficience pour la production 
d’IFN-γ au profit d’une cytotoxicité élevée, en accord avec leur profil de cellules NK CD56dim 
terminalement différenciées (Petitdemange et al., 2011). 
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Figure 10. Caractéristiques phénotypiques des cellules NK « mémoires » ou adaptatives chez la 
souris et chez l’homme 
Comme pour les cellules de l’immunité adaptative, des caractéristiques de cellules mémoires ont été 
mises en évidence chez les cellules NK. En effet, suite à une infection virale, les cellules NK subissent 
les 4 phases caractéristiques de la mémoire immunitaire : expansion, contraction, persistance et ré-
activation. Ces cellules NK de type « mémoire » chez la souris ou adaptatives chez l’homme peuvent 
être identifiées par la co-expression d’un ensemble de marqueurs de surface présentés ci-dessus. Chez 
la souris, on observe une augmentation du récepteur activateur Ly49H directement impliqué dans la 
reconnaissance du pathogène et des molécules CD43 et Ly6C respectivement impliquées dans 
l’activation et l’adhérence de ces cellules NK. L’expression forte de KLRG1 témoigne de la prolifération 
intense de ces cellules. Chez l’homme, les cellules NK adaptatives sont caractérisées par une 
diminution de l’expression du récepteur inhibiteur NKG2A au profit d’une augmentation de 
l’expression du récepteur activateur NKG2C, d’un ensemble de KIRs, du récepteur CD16 et du 
marqueur CD57. Certaines études rapportent également l’expression de CD45RO à la surface des 
cellules NK adaptatives observées en contexte d’infection chronique. 
 

 

Les voies de différenciation de ces cellules mémoires ou adaptatives n’est pas encore 
clairement établi, et leur différenciation pourrait se fait de manière linéaire ou pourrait intervenir à 
différents stades de maturation. En faveur de l’hypothèse d’une voie de maturation non linéaire, la 
génération de cellules mémoires à partir de cellules NK CD56bright a pu être observée chez l’Homme 
(Romee et al., 2012). Toutefois, des études transcriptomiques dans le modèle MCMV indiquent que les 
cellules NK mémoires et les cellules NK effectrices tardives isolées 7 jours après infection (non 
mémoires) partagent le plus fort degré d’homologie par rapport aux cellules naïves ou effectrices 
précoces (Bezman et al., 2012). 

De par leur phénotype mais également par leur capacité à assurer une protection immunitaire, 
ces cellules NK mémoires partagent de nombreuses similitudes avec les LT mémoires. D’un point de 
vue évolutif, deux modèles peuvent aboutir à ces similitudes entre cellules NK et LT : un modèle où les 
cellules adaptatives sont issues de l’évolution des cellules innées ou un modèle selon lequel les deux 
systèmes se sont développés en parallèle au cours de l’évolution. Cette question demeure largement 
non résolue. Toutefois, par contraste avec la mémoire décrite pour les LT et LB, il a été suggéré que les 
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cellules NK peuvent acquérir les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles « mémoires » en 
réponse à une stimulation in vitro. En effet, alors qu’une exposition continue à l’IL-15 induirait un état 
d’exhaustion des cellules NK, la combinaison d’IL-15, IL-12 et IL-18 génère des cellules NK « cytokine-
induced memory-like » ou CIML (Berrien-Elliott et al., 2015; Felices et al., 2018) selon des mécanismes 
non identifiés. De manière intéressante, ces cellules présentent une capacité accrue de lyse des 
cellules cibles par rapport aux cellules naïves (Romee et al., 2012). Cette capacité de réponse accrue 
des cellules NK « mémoires » induites in vitro est conservée sur une longue periode et observée tant 
dans les cellules qui ont directement été en contact avec les cytokines in vitro que dans les cellules 
issues de la division de ces dernières après une ré-injection in vivo (Cooper et al., 2009). Cette 
observation ainsi que d’autres études faisant l’état d’importants remodelages de la chromatine en 
réponse aux cytokines sont en faveur d’un contrôle épigénétique du programme « mémoire ».  

En conclusion, la capacité des cellules NK à déployer des caractéristiques mémoires in vitro 
(CIML) est d’un grand intérêt pour les thérapies anti-tumorales basées sur le transfert adoptif de 
cellules NK qui seront présentées à la fin de ce premier chapitre. Toutefois, l’existence de cellules NK 
mémoires ou adaptatives en présence d’une tumeur et la relevance de cette population dans la 
réponse anti-tumorale restent encore à démontrer. 

 

VIII.   Régulation transcriptionnelle et épigénétique de la différenciation des 
cellules NK 

Le profil transcriptionnel des cellules NK varie selon leur niveau d’activation ainsi que leur état de 
différenciation (i.e. immatures ou matures), naïves, effectrices ou « mémoires »/adaptatives 
(Obata-Onai et al., 2002; Hanna et al., 2004; Dybkaer et al., 2007; Bezman et al., 2012). De manière 
intéressante, ces analyses du transcriptome par RNA-seq ont permis de montrer un parallèle entre les 
cellules NK et les LT pour les compartiments effecteurs et mémoires. En revanche, pour le 
compartiment naïf les cellules NK se distinguent par un état de pré-activation en accord avec leur rôle 
précoce (Bezman et al., 2012). D’un point de vue transcriptionnel, les cellules NK naïves sont 
caractérisées par l’expression des facteurs de transcription T-bet, Eomes, Id2, Runx3 et Tox. Elles 
acquièrent par ailleurs l’expression de Foxm1 conjointement avec l’acquisition des fonctions 
effectrices ; puis l’expression de Hopx et Themis2 au cours de la phase mémoire (Bezman et al., 2012; 
Lau et al., 2018; Collins et al., 2019). De la même manière, il a été identifié que les cellules NK 
CD56bright enrichies dans les OLS et CD56dim circulantes et périphériques ont des profils 
transcriptionnels et épigénétiques différents dépendants des facteurs de transcription TCF1 (TCF7), 
LEF1 et BACH2 d’une part ou Blimp1 (PRDM1), ZEB2, MAF et NFIL3 respectivement (Collins et al., 
2019) (Figure 8).  

Les régulateurs de ces différents programmes transcriptionnels sont restés longtemps non 
caractérisés. Toutefois, l’analyse couplée du paysage épigénétique et transcriptionnel (Assay for 
Transposase-Accessible Chromatin, ATAC-seq et RNA-seq respectivement) a permis l’identification de 
mécanismes régulant la différenciation du lignage NK. Ainsi, des remaniements profonds et parfois 
durables (30% des remaniements observés persistent à long terme) de l’accessibilité de la chromatine 
ont été observés dans les cellules NK au cours de leur activation et différenciation de l’état naïf à 
effecteur puis mémoire. La majorité de ces modifications épigénétiques correspondent à des 
ouvertures de la chromatine au niveau des régions régulatrices dites « enhancers », et ont lieu avant la 
formation des cellules NK mémoires, suggérant un engagement précoce vers cet état de 
différenciation. Ces modifications sont induites directement en réponse à l’activation de facteurs de 
transciption par les cytokines. Ainsi, l’activation de la voie STAT-4 par l’IL-12 induit une forte 
augmentation de l’accessibilité de la chromatine tandis que l’activation de STAT-1 par les IFN de type 1 
induit plutôt une diminution de l’ouverture de la chromatine. Ces régions différentiellement 
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accessibles corrèlent généralement avec les changements observés dans l’expression de gènes cibles 
régulant les fonctions effectrices (Prf1, GrzB) mais également la transcription (Tcf7, Zeb2, Tox, Nf-κb1, 
Themis2) (Lau et al., 2018; Collins et al., 2019). Les mécanismes impliqués dans ce remodelage de la 
chromatine demeurent largement non identifiés. Toutefois, il a été observé que l’histone methyl-
transférase Ezh2 modifie les marques épigénétiques de la chromatine dans les cellules NK, inhibant 
ainsi leur différenciation en cellules NK matures (Yin et al., 2015). De manière intéressante, le blocage 
de Ezh2 dans les cellules NK induit une augmentation de l’expression de IL2R-β (CD122) et de NKG2D, 
respectivement associées à une augmentation de leur prolifération et de leur cytotoxicité envers les 
cellules tumorales (Yin et al., 2015). 

Ces résultats identifient pour la première fois une relation de cause à effet entre l’activation de 
facteurs de transcription spécifiques en réponse à des cytokines et des modifications épigénétiques et 
transcriptionnelles régulant la différenciation des cellules NK. De manière intéressante, un grand 
nombre de ces facteurs de transcription (Tcf1, Zeb2, Bach2) sont également connus pour réguler la 
différenciation des LT CD8+ naïfs en effecteurs puis mémoires, soulignant à nouveau l’existence de 
programmes de différenciation communs entre cellules cytotoxiques innées et adaptatives (Zhou et 
al., 2010; Weber et al., 2011; Johnson et al., 2018; Omilusik et al., 2015; Roychoudhuri et al., 2016). 
Ces études ont ouvert la voie à un nouveau champ d’investigation du paysage épigénétique des 
cellules NK, en réponse à différents stimuli (cytokines, engagement des récepteurs activateurs par une 
cible) ou différents contextes environnementaux tels que la présence d’une tumeur ou d’une infection 
chronique. 

 

 

En conclusion, l’immuno-phénotypage des cellules NK chez l’Homme mais également chez la souris 
permet d’identifier, de suivre et de mieux caractériser différents sous-types de cellules NK ainsi que 
leurs fonctions. La combinaison de marqueurs de surface (récepteurs activateurs, inhibiteurs ou 
récepteurs aux cytokines et chimiokines) définit ce que l’on appelle le répertoire NK et, bien que moins 
vaste que le répertoire des lymphocytes adaptatifs, des études de spectrométrie de masse ont pu 
estimer qu’il n’existe pas moins de 30 000 sous-types de cellules NK distincts chez un individu unique 
(Horowitz et al., 2013). Mieux caractériser les différentes sous-populations de cellules NK et déchiffrer 
les mécanismes qui régulent leur différenciation et diversification est crucial afin de pouvoir ensuite 
exploiter les caractéristiques propres à chacun de ces sous-types au profit de différents contextes 
cliniques (tumeur, infections virales, placentation…).  

 

 

IX. Cellules NK et cancer  
 

Dénommées Natural Killer d’après leur capacité à naturellement tuer les cellules tumorales in vitro 
en l’absence d’autres signaux activateurs, les cellules NK jouent un rôle central en contexte tumoral. 
L’étude des cellules NK infiltrant les tissus et les tumeurs a longtemps été limitée par l’absence de 
marqueur unique et spécifique des cellules NK chez l’Homme. Toutefois, il a été observé que les 
cellules NK infiltrent les tumeurs solides du poumon (Carrega et al., 2008), du rein (Schleypen et al., 
2003, 2006), du sein (Mamessier et al., 2011), gastro-intestinales (Rusakiewicz et al., 2013) et du côlon 
(Halama et al., 2011). La fréquence des cellules NK intratumorales varie fortement selon la localisation 
des tumeurs. En effet, les cellules NK peuvent représenter jusqu’à 40% des lymphocytes (Schleypen et 
al., 2003) et entre 5% à 20% des cellules immunitaires infiltrants la tumeur (Carrega et al., 2008; 
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Rusakiewicz et al., 2013) alors qu’elles peuvent être peu représentées dans les tumeurs colorectales 
(Halama et al., 2011). On retrouve également des cellules NK dans les effusions pleurales de patientes 
atteintes de cancer de l’ovaire (Carlsten et al., 2009).  Elles peuvent infiltrer la tumeur de manière 
homogène ou être localisées à la marge de la tumeur voire exclusivement dans le stroma adjacent 
(Carrega et al., 2008). Les cellules NK sont également retrouvées dans les sites métastatiques. Par 
exemple, en contexte de mélanome métastatique chez l’homme, il a été observé un enrichissement en 
cellules NK CD56dim CD57+ KIR+ CD69+ CCR7+ dans les ganglions lymphatiques envahis par rapport aux 
ganglions non envahis. Ces cellules NK sont activées et particulièrement cytotoxiques envers les 
cellules tumorales autologues (Ali et al., 2014). Mécanistiquement, l’expression de récepteurs et 
molécules favorise l’infiltration des cellules NK dans les tissus et leur interaction avec la matrice 
extracellulaire afin d’infiltrer tant la tumeur primaire que les métastases distantes (Putz et al., 2017).  

 
 

1. Phénotypage des cellules NK dans les tumeurs humaines  
 

Le phénotypage des cellules NK infiltrant les tumeurs demeure incomplet à ce jour. En effet, il 
a été rapporté que les cellules NK infiltrant les tumeurs du poumon ou du sein sont majoritairement 
CD56bright CD16- (Carrega et al., 2008; Mamessier et al., 2011). En revanche, dans une autre étude dans 
le cancer du poumon, les cellules NK intra-tumorales sont CD56dim chez une majorité de patients 
(26/30) et CD56bright chez une minorité de patients (4/30), avec une présence généralement exclusive 
des deux sous-types (Platonova et al., 2011). Chez des patients atteints de syndrome 
myélodysplasique, un phénotype mixte a été observé avec la présence de cellules NK CD56bright et 
CD56dim immatures (KIR3DL1-, KIR2DL1-), associées à une altération de la cytotoxicité et une plus 
grande fréquence de développement de leucémies. Dans le cancer de l’ovaire, les cellules NK sont 
CD56dim  CD57+ KIR+ (Pesce et al., 2017). Ainsi, ces observations sont en faveur d’un rôle prépondérant 
des cellules NK CD56dim cytotoxiques dans l’élimination des cellules tumorales bien que ce lien n’ait 
pas été clairement établi. Toutefois, les deux sous-populations expriment des récepteurs aux 
chimiokines facilitant leur recrutement dans les tumeurs enrichies en ligands respectifs. Par exemple, 
CCR5 est exprimé spécifiquement par les cellules NK CD56bright, CXCR3 est enrichi sur les cellules NK 
CD56bright et CX3CR1 est exprimé spécifiquement par les cellules NK CD56dim. Ainsi, ces récepteurs 
jouent un rôle crucial dans le recrutement de ces dernières dans les tumeurs enrichies en ligands tels 
que CCL3, CCL4 et CCL5 (pour CCR5) ;  MIG, ITAC et IP-10 (pour CXCR3) ou CX3CL1 (pour CX3CR1) (Liu 
et al., 2008a; Wendel et al., 2008; Park et al., 2019a; Lavergne et al., 2003; Xin et al., 2005; Yu et al., 
2007b). La caractérisation phénotypique des cellules NK infiltrant les tumeurs reste donc un enjeu 
majeur pour mieux comprendre et manipuler leurs fonctions anti-tumorales. Malgré la rareté des 
cellules NK dans les tissus et les tumeurs, cette caractérisation est rendue possible aujourd’hui grâce 
au développement des techniques d’analyses protéomiques, transcriptomiques et épigénétiques sur 
faible nombre de cellules ou sur cellule unique (CyToF, sc-RNA-seq, sc-ATAC-seq). De nombreuses 
études ont ainsi pu identifier et caractériser les cellules NK dans le cancer du poumon (Zilionis et al., 
2019), du sein (Azizi et al., 2018) ou dans des lésions primaires (Li et al., 2019b; Yost et al., 2019) ou 
métastatiques de  mélanome (Andrade et al., 2019). Ces études ont permis de souligner la diversité 
des cellules NK intra-tumorales, avec l’identification de plusieurs sous-populations ou « clusters » 
caractérisés par des différences phénotypiques et fonctionnelles. Toutefois, malgré leur présence dans 
virtuellement toutes les études s’intéressant à l’infiltrat immunitaire dans son ensemble, les cellules 
NK restent faiblement représentées par rapport aux autres populations immunitaires limitant ainsi leur 
caractérisation approfondie.  
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Ainsi, les cellules NK participent largement à la régulation de la croissance tumorale primaire in situ 
et au contrôle des métastases à travers de multiples mécanismes, directs ou résultant du dialogue ou 
« cross-talk » entre plusieurs populations cellulaires, qui sont exposés dans le paragraphe suivant.  

 

2. Surveillance anti-tumorale médiée par les cellules NK 
 

       Les mécanismes d’immunosurveillance médiée par les cellules NK sont présentés dans la figure 11. 
 

2.1. Preuves de concept chez la souris 

Les cellules NK jouent un rôle essentiel dans la régulation de l’établissement des tumeurs de 
par leur capacité à détecter les cellules tumorales dès les premiers stades de la transformation. Ainsi, 
dans différents modèles de tumeurs spontanées, transplantées ou induites par un carcinogène chez la 
souris, la déplétion spécifique des cellules NK ou de protéines importantes pour leur fonction (i. e. 
perforine, IFN-γ, NKG2D, DNAM-1, NKp46) par manipulation génétique ou par le biais d’anticorps 
déplétants, a permis de démontrer l’existence d’une immunosurveillance naturelle en partie médiée 
par les cellules NK in vivo dans des modèles de lymphome, de mélanome, de fibrosarcome, de cancer 
du poumon, de la prostate et du sein  (Riccardi et al., 1980; van den Broek et al., 1995; Street et al., 
2001; Smyth et al., 2001; Halfteck et al., 2009; Iguchi-Manaka et al., 2008; Guerra et al., 2008; 
Delconte et al., 2016; Tu et al., 2017; Gao et al., 2017).  

Ainsi, pour échapper à la réponse immunitaire adaptative, les cellules en cours de 
transformation perdent progressivement l’expression du CMH-1, devenant ainsi sensibles à la 
reconnaissance par les cellules NK selon la théorie du « missing-self » précédemment présentée (Kärre 
et al., 1986; Liao et al., 1991; Oberg et al., 2004). Parallèlement, en réponse à divers stress cellulaires 
induits par la tumorigénèse, elles acquièrent l’expression d’un ensemble de ligands des récepteurs 
activateurs tels que MICA, MICB et les protéines ULBPs pour NKG2D (Gasser et al., 2005; 
Lakshmikanth et al., 2009); PVR et nectine-2 pour DNAM-1 (Lakshmikanth et al., 2009) ou B7H6 pour 
NKp30 (Brandt et al., 2009). Par ailleurs, l’expression accrue, ectopique ou de variants de certaines 
protéines cellulaires (les protéines cytoplasmique MLL5 et PCNA ou les protéoglycannes de type 
héparane sulfate par exemple) est détectée par NKp44 permettant ainsi la lyse des cellules tumorales 
(Vitale et al., 1998; Parodi et al., 2019). L’expression de récepteurs de mort tels que Fas ou TRAIL-R est 
également augmentée à la surface des cellules tumorales.  

Tous ces changements sont détectés par les cellules NK, assurant ainsi leur rôle 
d’immunosurveillance (Bradley et al., 1998; Bauer et al., 1999; Hashimoto et al., 1999; Diefenbach et 
al., 2000; Cerwenka et al., 2000; Cosman et al., 2001; Screpanti et al., 2001). Une fois activées, les 
cellules NK favorisent l’élimination des tumeurs et induisent directement la lyse des cellules tumorales 
via leur activité cytotoxique. De manière intéressante, il a été décrit que la voie de mort dépendante 
de TRAIL induit la mort des cellules tumorales in vivo et ce de manière spécifique sans effet délétère 
sur les cellules normales avoisinantes, constituant ainsi une cible prometteuse pour le développement 
de thérapies (Walczak et al., 1999; Ashkenazi et al., 1999; Oikonomou et al., 2007; Castro Alves et al., 
2012). Par ailleurs, les cellules NK jouent un rôle dans le contrôle des cellules métastatiques (Glasner 
et al., 2012; Sathe et al., 2014; Krasnova et al., 2017; Gao et al., 2017; Van Der Weyden et al., 2018). 
Ainsi, la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), étape nécessaire à la dissémination tumorale, 
induit l’augmentation de l’expression de certains ligands activateurs de NKG2D (MICA/B, ULBP1-3) 
(López-Soto et al., 2013). L’EMT induit également la perte d’expression de la cadhérine-E, ligand 
inhibiteur du récepteur inhibiteur KLRG1, en faveur de l’expression de la cadhérine-N, ligand 
activateur de KLRG1 (Chockley et al., 2018). Coinjointement, ces mécanismes participent à la détection 
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des cellules tumorales par les cellules NK. En effet, elles sont capables de lyser directement les cellules 
tumorales circulantes, soit suite à l’injection de cellules tumorales dans la circulation, quelques heures 
seulement après leur injection (Riccardi et al., 1980; Gorelik et al., 1982; Takeda et al., 2001; Halfteck 
et al., 2009; Sathe et al., 2014), ou en contexte plus physiologique dans des modèles de métastases 
spontanées (Smyth et al., 1999; Glasner et al., 2012; Delconte et al., 2016; Glasner et al., 2018). Un 
travail récent montre que la déplétion de cellules NK entraine le développement de métastases 
spontanées sans influencer la croissance de la tumeur primaire dans le cancer du poumon, suggérant 
que des mécanismes différents sont impliqués dans le contrôle de la croissance tumorale primaire et 
métastatique par les cellules NK (Chockley et al., 2018).  

Enfin, le dialogue entre les cellules NK et les autres cellules immunitaires régule également 
indirectement la réponse immunitaire anti-tumorale. Par exemple, le « cross-talk » NK-DCs dans les 
ganglions active les cellules NK qui produisent alors de l’IFN-γ mais également induisent la lyse 
spécifique des DCs immatures (« DCs licensing »), afin d’assurer une présentation antigénique efficace 
aux LT (Morandi et al., 2012; Ferlazzo and Moretta, 2014). Dans la tumeur, la sécrétion des 
chimiokines CCL5, XCL1 et XCL2 par les cellules NK infiltrantes engendre le recrutement des DCs 
conventionnelles de type 1 (cDC1), capables d’assurer la présentation croisée des antigènes tumoraux 
aux LT avoisinants et induit une réponse T spécifique de la tumeur (Böttcher et al., 2018). De la même 
manière, l’interaction entre cellules NK et LT naïfs favorise la différenciation de ces derniers en LTh1 
pour activer la réponse T CD8+ cytotoxique anti-tumorale (Kelly et al., 2002). 

 

2.2. Mise en évidence chez l’homme 
 

La diminution d’expression du CMH-1 à la surface des cellules tumorales a également été 
observée à partir de tumeurs extraites de patients atteints de cancer du poumon (Passlick et al., 1996; 
McGranahan et al., 2017), du sein (Cabrera et al., 1996; Park et al., 2019b), du col de l’utérus 
(Koopman et al., 2000), du côlon (Cabrera et al., 1998; Sandel et al., 2005) ou encore de l’ovaire (Norell 
et al., 2006) ; ainsi dans virtuellement tous les types de cancers. Chez l’homme, il est plus difficile de 
démontrer le rôle des cellules NK dans l’immunosurveillance anti-tumorale. En effet, l’absence  
d’immunodéficiences restreintes aux cellules NK limite l’établissement de lien causal direct avec 
l’apparition de cancers chez l’homme (Orange, 2013). La plupart de ces études cliniques sont de ce fait 
uniquement corrélatives mais permettent de consolider l’idée d’une immunosurveillance naturelle 
médiée par les cellules NK chez l’Homme (Roder et al., 1980; Ziegler et al., 1981; Hejazi et al., 2015). 
Ainsi, une étude prospective réalisée sur 11 ans et incluant 3625 individus a mis en évidence une 
corrélation entre une activité cytotoxique des cellules NK élevée et une plus faible incidence de 
cancers (Imai et al., 2000). En accord, la cytotoxicité naturelle des cellules NK in vitro est plus faible 
chez les patients atteints de mélanomes, ainsi que chez les individus présentant un risque familial de 
développement de cancers. Dans ce cas, l’activité des cellules NK est inversement corrélée au nombre 
d’individus qui ont développé un cancer (Hersey et al., 1979; Strayer et al., 1984; Hejazi et al., 2015). 
Comme dans les modèles murins, l’activité des cellules NK est également inversement corrélée au 
développement de métastases chez les patients atteints de cancers de la tête et du cou (Head and 
Neck, H&N) (Schantz and Ordonez, 1991) ou de mélanome (Messaoudene et al., 2014; Cursons et al., 
2019).  
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Figure 11. Mécanismes d’immunosurveillance et d’immuno-échappement entre les cellules 
tumorales et les cellules NK  
Les interactions entre les cellules tumorales et les cellules NK sont complexes et évoluent au cours de 
la tumorigenèse. Ainsi, dans un premier temps, les cellules NK sont capables de reconnaitre et 
d’éliminer les cellules tumorales : on parle d’immunosurveillance. Cette phase permet de limiter de 
manière efficace la croissance tumorale. Elle repose essentiellement sur la perte d’expression du CMH-
1 à la surface des cellules infectées ou tumorales et l’acquisition de l’expression de molécules de stress 
et ligands (MICA/B, ULBPs, PVR/néctine 2, protéoglycannes) des récepteurs activateurs (NKG2D, 
DNAM1, NCRs) ou des récepteurs de mort (TRAIL-R, FAS, TNFR) exprimés sur les cellules NK. Toutefois, 
ces mécanismes vont à terme séléctionner les cellules tumorales capables d’échapper aux cellules NK 
mais également altérer les capacités d’activation et les fonctions effectrices de ces dernières : on parle 
d’immuno-échappement. En effet, les cellules cibles peuvent augmenter l’expression de ligands des 
récepteurs inhibiteurs (HLA-E, collagènes, acides sialiques) ou au contraire diminuer l’expression de 
ligands activateurs (clivage ou sécrétion des molécules MICA/B, ULBPs, diminution d’expression de B7-
H6 ou CD48) pour échapper à la reconnaissance des cellules NK. D’autre part, des modifications des 
cellules NK elles-mêmes (expression d’ICP, altérations métaboliques, diminution d’expression des 
récepteurs activateurs) vont limiter l’efficacité des cellules NK. Ainsi, au cours de cette phase, les 
cellules NK ne contrôlent plus la tumeur de manière efficace et celle-ci va rapidement croître.  ICP : 
Immune CheckPoints, PTG : Protéoglycanes. 
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Par ailleurs, la présence de cellules NK intra-tumorales corrèle avec un bon pronostic dans de 
nombreux cancers, tels que les cancers gastro-intestinaux (Ishigami et al., 2000; Ménard et al., 2009; 
Delahaye et al., 2011; Peng et al., 2017; Rusakiewicz et al., 2013), du poumon (Takanami et al., 2001; 
Villegas et al., 2002; Jin et al., 2014), de l’œsophage (Hsia et al., 2005), du sein (Denkert et al., 2018), 
dans le  mélanome (Barry et al., 2018; Cursons et al., 2019), le carcinome rénal (Eckl et al., 2012), le 
neuroblastome (Semeraro et al., 2015) et le cancer colorectal pour les patients de haut grade plus 
particulièrement (Coca et al., 1997). Elle est également inversement corrélée avec le développement 
de métastases et le grade clinique dans les cancers gastriques et le mélanome (Ishigami et al., 2000; 
Peng et al., 2017; Cursons et al., 2019). Toutefois, des précautions sont à prendre quant à l’analyse de 
certaines de ces études. En effet, pour identifier les cellules NK, elles utilisent des marqueurs 
phénotypiques uniques tels que CD56 et CD57 ou des gènes associés aux fonctions des cellules NK qui 
ne sont pas exprimés de manière exclusive ni systématique par ces dernières (Coca et al., 1997; 
Ishigami et al., 2000; Eckl et al., 2012). Dans les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST), la 
production d’IFN-γ par les cellules NK corrèle avec la survie à long terme (Ménard et al., 2009). Par 
ailleurs, dans une étude rétrospective sur plus de 20 patients atteints de leucémie ayant reçu une 
greffe de HSCs, une plus faible incidence de rechute est observée lorsque les complexes HLA du 
donneur et du receveur présentent un degré de disparité plus élevé (Ruggeri et al., 1999, 2002). En 
effet, dans ce cas l’absence d’expression des ligands inhibiteurs des KIRs du donneur chez le receveur 
favorise l’élimination des cellules tumorales via l’activation des cellules NK du donneur : on parle ainsi 
d’effet de la greffe contre la leucémie ou GvL (Graft versus Leukemia). Ce critère d’incompatibilité 
entre HLA du donneur et du receveur est désormais quasi systématiquement déterminé, pour 
identifier les donneurs capables d’induire l’effet GvL le plus important possible et donc le meilleur 
pronostic pour les patients greffés. Des études plus récentes permettent d’analyser à la fois la 
présence, la fonctionnalité et les caractéristiques phénotypiques des cellules NK dans les tumeurs 
grâce à l’utilisation de signatures moléculaires comprenant plusieurs gènes (Barry et al., 2018; Cursons 
et al., 2019). 

 Enfin, une étude rapporte une absence de corrélation entre les cellules NK et la survie des 
patients dans le cancer du poumon de type Non Small Cell Lung Cancer (NSCLC) (Platonova et al., 
2011). Cette différence peut être due à l’utilisation de marqueurs différents pour identifier les cellules 
NK, mais peut également refléter une perte de l’activité anti-tumorale des cellules NK au cours de la 
tumorigénèse et par des mécanismes d’échappement de la tumeur à l’immunosurveillance. 

 
 

3. Echappement à l’immunosurveillance médiée par les cellules NK 
 

L’ensemble de ces intéractions entre les cellules tumorales et les cellules NK et de manière 
générale avec les cellules immunitaires permet dans un premier temps d’éliminer de manière efficace 
les cellules transformées. Toutefois, à terme, ce processus va séléctionner des cellules tumorales 
capables d’échapper à la surveillance immunitaire et des cellules NK moins performantes pour leur 
fonction anti-tumorale. Par ailleurs, la stimulation chronique des cellules NK par la tumeur induit 
également une perte progressive de leur capacité d’activation et de réponse. Ces mécanismes 
responsables d’une perte d’efficacité des cellules NK sont présentés dans ce paragraphe.    

 
3.1. Résistance des cellules tumorales à l’activité des cellules NK 

Des modifications des cellules tumorales elles-mêmes favorisent leur échappement à la 
reconnaissance et à la lyse par les cellules NK. L’ensemble de ces altérations sont présentées dans la 
figure 11. 
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En effet, les cellules tumorales sont capables d’une part de maintenir ou restaurer l’expression 
de ligands des récepteurs inhibiteurs et d’autre part de diminuer l’expression de ligands des 
récepteurs activateurs. Par exemple, l’augmentation de l’expression de HLA-E, ligand de NKG2A, sur 
les cellules primaires de myélome est associée à une diminution de la dégranulation et de la 
cytotoxicité Fas-dépendante des cellules NK (Sarkar et al., 2015; Chua et al., 2004). De la même 
manière, l’expression à la surface des cellules tumorales primaires ou métastatiques des acides 
sialiques et des collagènes, ligands des récepteurs inhibiteurs LAIR-1 et Siglec-3/7/9 respectivement, 
réduit leur immunogénicité envers les cellules NK et corrèle avec la progression tumorale et un 
mauvais pronostic dans plusieurs types de cancers (Parikka et al., 2003; Iizasa et al., 2004; Banyard et 
al., 2007; Roepman et al., 2005; Väisänen et al., 2005; Leivonen et al., 2001; Hudak et al., 2014). Il est 
également commun d’observer une perte progressive de l’expression des récepteurs activateurs ainsi 
que de leurs ligands sur les cellules tumorales (Chansac et al., 2005). Par exemple, l’expression de 
CD48, ligand du récepteur activateur 2B4, est directement inhibée par l’expression de protéines 
oncogéniques (Elias et al., 2014). La perte d’expression des ligands activateurs tels que MICA, MICB, 
les protéines ULBPs (ligands de NKG2D) ou encore de la protéine B7-H6 (ligand de NKp30) sur les 
cellules tumorales est également fréquemment observée, suite à leur sécrétion via des micro-vésicules 
ou à leur clivage en facteurs solubles par des métalloprotéinases enrichies dans le 
microenvironnement tumoral ou libérées dans le sang par les plaquettes recouvrant les cellules 
tumorales circulantes (Groh et al., 2001; Salih et al., 2002; Chansac et al., 2005; Szczepanski et al., 
2011; Zocchi et al., 2012; Reiners et al., 2013; Schlecker et al., 2014; Maurer et al., 2018). L’activation 
de récepteurs inhibiteurs (CD200, TIM-3) par leurs ligands respectifs exprimés à la surface des cellules 
tumorales a également été associée à  la perte d’expression des récepteurs activateurs (NKp44, 
NKp46, NKG2D, DNAM1), bloquant ainsi les fonctions anti-tumorales des cellules NK (Coles et al., 
2011; da Silva et al., 2014; Gallois et al., 2014; Seo et al., 2017).  

Enfin, les cellules tumorales peuvent évoluer pour développer des mécanismes de résistance à 
l’apoptose induite par les cellules NK. Ainsi, les cellules isolées de cancers agressifs, tels que les cancers 
du pancréas, du sein, les neuroblastomes ou les mélanomes, montrent une résistance accrue à la 
cytotoxicité TRAIL-dépendante (Hinz et al., 2000; Eggert et al., 2001; Fulda et al., 2001). A titre 
d’exemple, l’étude d’un grand nombre de lignées tumorales de cancer du sein et du poumon a permis 
de mettre en évidence une perte d’expression de la pro-caspase 10, et moins fréquemment de la pro-
caspase 8 (Kischkel et al., 2001). Les cellules tumorales peuvent également sur-exprimer la protéine c-
FLIP capable d’interagir avec les caspases-8 et 10 pour former le complexe anti-apoptotique AIC 
(Apoptotic Inhibitory Complex) au détriment de la formation du complexe pro-apoptotique DISC (Safa, 
2012). De nombreux autres mécanismes d’échappement de la cellule tumorale à l’apoptose induite 
par les récepteurs de mort impactant l’efficacité des cellules NK ont été décrits et font l’objet de 
revues de la littérature (Crowder and El-Deiry, 2012; Dimberg et al., 2013). En outre, il a été décrit que 
les cellules tumorales circulantes peuvent interagir avec les plaquettes qui vont diminuer leur 
immunogénicité et permettre l’échappement à l’immunosurveillance par les cellules NK (Kopp et al., 
2009). 

 
3.2. Altérations des cellules NK en contexte tumoral : de la dysfonction à 

l’exhaustion ? 

Les interactions des cellules NK avec la tumeur et le microenvironnement tumoral induisent 
progressivement un dérèglement de la balance entre signaux activateurs et signaux inhibiteurs, 
pouvant mener in fine à une dysfonctionnalité de ces dernières. Par exemple, le transfert adoptif de 
cellules NK allogéniques provenant de donneurs sains suffit à restaurer une réponse anti-tumorale 
efficace, illustrant une certaine perte d’efficacité des cellules NK chez les patients en contexte tumoral 
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(Chansac et al., 2005; Delconte et al., 2016). Cet état est défini par l’altération des capacités 
d’activation, de survie, de prolifération ou de mise en place des fonctions effectrices des cellules NK 
suite à une stimulation trop intense ou chronique. Cette perte de fonctionnalité des cellules NK a été 
observée en contexte tumoral dans des modèles précliniques et chez l’Homme (Platonova et al., 
2011), mais également en contexte d’infection virale chronique, favorisant ainsi l’échappement de la 
tumeur et la persistance virale respectivement (Sun et al., 2012; Varchetta et al., 2012; Lichtfuss et al., 
2012).  

 

Ces altérations sont observées à la fois sur les cellules NK intra-tumorales et périphériques, 
suggérant la possibilité d’une altération systémique de ces dernières. Dans d’autres études, ce 
dysfonctionnement est restreint aux cellules NK intra-tumorales (Platonova et al., 2011; Zheng et al., 
2019). L’identification et la compréhension de ces voies d’échappement à la réponse immunitaire 
médiée par les cellules NK est un champ de recherche très dynamique et prometteur pour le 
développement de nouvelles thérapies anti-cancéreuses.  

 

3.2.1. Altérations de l’expression des récepteurs activateurs et inhibiteurs   
 

Comme pour les ligands sur les cellules tumorales, l’expression des récepteurs inhibiteurs et 
activateurs à la surface des cellules NK est largement altérée en contexte tumoral.  

 

Tout d’abord, l’expression des récepteurs activateurs tels que NKp30, NKp44, NKp46, NKG2D 
ou DNAM1 est diminuée à la surface des cellules NK dans les cancers du sein (Mamessier et al., 2011), 
de l’ovaire (Carlsten et al., 2009), les cancers cervicaux (Garcia-Iglesias et al., 2009), les cancers du 
pancréas, gastriques et colorectaux (Peng et al., 2013), les myélomes multiples (Guillerey et al., 
2015b), les leucémies aïgues et chroniques (Sanchez-Correa et al., 2012; Parry et al., 2016) ainsi que 
dans les atteintes lymphoprolifératives (Wiesmayr et al., 2012). Cette diminution d’expression des 
récepteurs activateurs est généralement associée à une cytotoxicité réduite et corrèle avec la 
progression tumorale (Carlsten et al., 2009; Garcia-Iglesias et al., 2009). Enfin, de nombreuses études 
rapportent une diminution voire une perte d’expression du CD16 sur les cellules NK infiltrant les 
tumeurs, suggérant ainsi l’inhibition de leur capacité à réaliser l’ADCC (Schleypen et al., 2006; Carrega 
et al., 2008; Carlsten et al., 2009).  

A l’inverse, l’expression du récepteur inhibiteur NKG2A est augmentée à la surface des cellules 
NK isolées chez des patients atteints de leucémies myéloïdes aigües (Stringaris et al., 2014), de cancers 
du foie (Sun et al., 2017), de myélome multiple (Benson et al., 2011) et est généralement associée à un 
mauvais pronostic.  

 

Les récepteurs de la famille des ICP sont également plus exprimés à la surface des cellules NK 
en contexte tumoral. Par exemple, l’expression de TIGIT, CD96, TIM-3 et LAG-3 a été rapportée sur les 
cellules NK dans des modèles murins de cancer du poumon, du côlon, du sein ou de mélanome et est 
associée à leur dysfonctionnement (Ohs et al., 2017; Zhang et al., 2018b). Chez les patients atteints de 
mélanome et de cancers du foie, l’augmentation de l’expression de TIM-3 ou de CD96 à la surface des 
cellules NK corrèle avec le stade tumoral et un mauvais pronostic (da Silva et al., 2014; Sun et al., 
2019). Par ailleurs, l’expression de PD-1 sur les cellules NK a été observée chez des patients atteints de 
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myélome multiple (Benson et al., 2010), de lymphomes (Wiesmayr et al., 2012), de carcinome rénal 
(MacFarlane et al., 2014), de sarcome de Kaposi (Beldi-Ferchiou et al., 2016) ou de cancers de l’ovaire 
(Pesce et al., 2017) et a été associée à une perte de fonction des cellules NK. En accord avec cette 
observation, le blocage de l’axe PD-1/PD-L1 par des anticorps antagonistes augmente l’activité 
cytotoxique des cellules NK  envers des cellules primaires de myélome (Benson et al., 2011; Vari et al., 
2018) et participe à restaurer une immunité anti-tumorale efficace dans divers modèles murins (Hsu et 
al., 2018). Toutefois, l’expression de PD-1 par les cellules NK reste à ce jour très controversée et serait 
relativement faible par rapport à l’expression sur les LT CD8+ et par rapport à l’expression d’autres ICP 
tels que CD96, TIM-3, LAG-3 ou encore TIGIT (Judge et al., 2020; Zhang et al., 2018b). Ainsi, il a été 
observé que l’inhibition de la voie PD-1/PD-L1 ne suffit pas à restaurer l’activité anti-tumorale des 
cellules NK dans des modèles murins de cancers du sein, du colon ou de mélanome, probablement en 
raison de l’existence d’autres mécanismes inhibiteurs (Zhang et al., 2018b). Enfin, très récemment, il a 
été observé que l’expression de l’ICP CD73 est augmentée à la surface d’une sous-population de 
cellules NK intra-tumorales isolées chez des patientes atteintes de cancer du sein (Neo et al., 2020). 
Ces cellules NK CD73+ participent au maintien d’un environnement immunosuppresseur via la 
génération d’adénosine mais également via la production accrue d’IL-10 et de TGF-β en grande 
quantité et sont associées à une augmentation de la croissance tumorale. En outre, bien que 
l’expression de KLRG1 sur les cellules NK est augmentée en réponse à leur stimulation chronique in 
vitro et a été associée à une diminution de leurs fonctions en contexte d’infection chronique par le 
virus de l’hépatite C, son rôle dans la régulation de l’activité des cellules NK en contexte tumoral reste 
encore à démontrer (Alvarez et al., 2019b; Wang et al., 2013; Tata and Brossay, 2018).  

Comme décrit précédemment pour les cellules tumorales, ces modifications ne sont pas 
exclusives et peuvent intervenir de concert pour limiter l’activation des cellules NK. Par exemple, la 
perte de NKp46 est associée à une augmentation d’expression des récepteurs inhibiteurs tels que 
NKG2A chez les patients atteints de carcinome rénal ou de leucémie myéloïde aigue (AML) et corrèle 
avec la probabilité de rechute dans l’AML (Schleypen et al., 2003; Stringaris et al., 2014). Des 
observations similaires ont été réalisées dans le cancer du sein, où la perte d’expression de NKp30, 
NKG2D, DNAM-1 et CD16 sur les cellules NK infiltrantes est associée à l’augmentation de NKG2A et 
corrèle avec la progression tumorale (Mamessier et al., 2011). L’expression concomitante d’un 
ensemble de récepteurs inhibiteurs et d’ICP définit ainsi des cellules NK dont les fonctions sont 
lourdement altérées (Seo et al., 2017; Zhang et al., 2018b; Neo et al., 2020). 

L’acquisition de récepteurs inhibiteurs des signaux cytokiniques peut également inhiber 
l’activation des cellules NK en contexte tumoral. Par exemple, il a été décrit que l’IL-1R8, co-récepteur 
de l’IL-37, peut également interagir avec l’IL-18 pour agir comme récepteur antagoniste et inhibe 
l’effet anti-tumoral de cette dernière sur la tumeur primaire dans des modèles d’hépatocarcinomes 
ainsi que sur le développement de métastases pulmonaires et hépatiques (Molgora et al., 2017). 

 

3.2.2. Altérations de la différenciation et de la survie des cellules NK 
 

Dans certains cas, malgré une expression en apparence normale des récepteurs activeurs et 
inhibiteurs à la surface des cellules NK, leur fonction est altérée, suggérant l’existence de mécanismes 
alternatifs. Récemment, l’étude par spéctro-cytométrie de masse (Cy-TOF) des populations 
immunitaires innées infiltrant les tumeurs du poumon a mis en évidence une diminution drastique du 
nombre et de la fonction des cellules NK, et ce dès les stades précoces de la tumorigénèse (Lavin et al., 
2017). 
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Ainsi, les voies de différenciation et de maturation des cellules NK peuvent être altérées en 
contexte tumoral. Tout d’abord, la diminution du nombre de cellules stromales IL-15Rα+ dans la 
moelle dans des modèles murins de mélanome, de cancer du côlon ou du sein est associée à  
l’augmentation du nombre de cellules NK immatures incapables de sécréter de l’IFN-γ (Richards et al., 
2006). Par ailleurs, plusieurs études ont rapporté la diminution de l’expression d’Eomes dans les 
cellules NK en réponse à une stimulation chronique ou en contexte tumoral (Alvarez et al., 2019b; Gao 
et al., 2017; Felices et al., 2018). En effet, suite à un transfert adoptif de cellules NK chez des souris 
porteuses de tumeurs, la perte d’expression de Tbet et Eomes corrèle avec la perte de fonction de ces 
dernières (Gill et al., 2012). La perte d’expression d’Eomes a également été associée à une 
augmentation de l’expression de gènes impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire, induisant ainsi la 
sénescence des cellules NK  (Felices et al., 2018). Enfin, la perte d’expression d’Eomes par les cellules 
NK intra-tumorales et l’acquisition concomitante de l’expression de CD49a induit leur conversion en 
ILC1 qui perdent l’activité anti-tumorale et anti-métastatique normalement assurée par les cellules NK 
(Gao et al., 2017). La prolifération et la survie de cellules NK peuvent également être diminuées en 
contexte tumoral. Par exemple, l’augmentation d’expression de l’E3 ubiquitine ligase Clb-b induit 
l’adressage des récepteurs de type « tyrosine kinases » Axl, Tyro3 et Mertk au protéasome pour leur 
dégradation, limitant ainsi la prolifération et la survie des cellules NK. De manière corolaire, la perte 
génétique ou fonctionnelle de Clb-b permet de ré-activer l’activité anti-métastatique des cellules NK 
dans des modèles de tumeurs du sein et de mélanome chez la souris (Paolino et al., 2014). De la même 
manière, la protéine CIS, acquise à la surface des cellules NK en réponse à l’IL-15, est capable d’induire 
la dégradation de JAK1 par le protéasome, limitant ainsi la propagation du signal activateur médié par 
l’IL-15. Les souris déficientes pour l’expression de CIS sont résistantes au développement de 
métastases via un mécanisme dépendant des cellules NK dans des modèles de mélanome, de cancers 
de la prostate et du sein (Delconte et al., 2016).  

Enfin, les cellules NK en contexte tumoral présentent également des altérations métaboliques 
qui limitent directement leur survie, leur prolifération ainsi que leurs fonctions effectrices. Par 
exemple, elles sont caractérisées par une respiration mitochondriale, un métabolisme des acides gras 
et une glycolyse altérés (Felices et al., 2018; Cong et al., 2018; Slattery et al., 2019). Les cellules NK 
intra-tumorales sont également caractérisées par des mitochondries plus petites et fragmentées et 
cette caractéristique a été associée à une diminution de leur cytotoxicité et de leur survie in vitro et 
corrèle avec un mauvais pronostic chez les patients atteints de cancer du foie (Zheng et al., 2019). Ces 
altérations métaboliques sont notamment induites en réponse à l’activation constante de la voie 
mTOR sous l’influence du microenvironnement tumoral (Felices et al., 2018; Zheng et al., 2019). 

 

3.2.3. Mécanismes impliqués dans l’altération des cellules NK en contexte tumoral  
 

Les mécanismes impliqués dans la mise en place des altérations observées dans les cellules NK 
en contexte tumoral sont divers. Tout d’abord, la stimulation chronique des cellules NK induit 
directement un rétro-contrôle négatif de leur activation via la mise en place de mécanismes 
intrinsèques, ne nécessitant pas l’intervention d’autres partenaires. Ainsi, la stimulation chronique 
par l’IL-15 induit directement une diminution de l’expression de son propre récepteur ainsi que des 
récepteurs activateurs (Felices et al., 2018) mais également une augmentation de la protéine CIS 
capable de bloquer la voie de signalisation en aval de l’IL-15 en induisant la dégradation de la protéine 
JAK1 (Delconte et al., 2016). Une perte de cytotoxicité des cellules NK suite à l’épuisement du stock de 
granules cytotoxiques a également été observée in vitro mais cet état transitoire peut rapidement 
être restauré en réponse à l’IL-2 (Topham and Hewitt, 2009). Par ailleurs, les leucémies lymphoïdes 
chroniques (LLC) localisées en périphérie sont caractérisées par une forte immunosuppression associée 
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à un épuisement des cellules NK périphériques, contrairement aux lymphomes chroniques à petites 
cellules (SLL), pathologie de même origine mais plutôt localisée dans les ganglions où cette 
immunosuppression est moindre (Parry et al., 2016). Ces résultats sont en faveur d’un modèle où la 
stimulation chronique des cellules NK par le contact direct avec les cellules tumorales dans le sang est 
à l’origine de profondes modifications phénotypiques et fonctionnelles. La perte des fonctions des 
cellules NK en contexte tumoral est également induite directement par le contact avec les cellules 
tumorales, et ce de manière graduelle, avec une perte des fonctions sécrétrices puis cytotoxiques dès 
les stades précoces de la tumorigénèse (Gill et al., 2012; Cong et al., 2018). Par exemple, la perte 
d’expression de DNAM1 est directement induite par l’expression aberrante de PVR (CD155) à la 
surface des cellules tumorales (Sanchez-Correa et al., 2012). Une preuve supplémentaire que cet état 
est directement induit par  la tumeur et son microenvironnement est la réversion des caractéristiques 
phénotypiques d’épuisement des cellules NK périphériques après retrait de la tumeur par intervention 
chirurgicale (Mamessier et al., 2011; MacFarlane et al., 2014).  

En lien avec les observations précédentes, le microenvironnement immunosuppresseur favorise 
l’altération des cellules NK. Ainsi, la présence de cellules immunosuppressives telles que les Tregs, 
MDSCs (cellules myéloïdes suppressives) ou encore les macrophages est inversement corrélée avec le 
nombre de cellules NK fonctionnelles (Ghiringhelli et al., 2005; Li et al., 2009; Peng et al., 2017). Par 
ailleurs, le TGF-β sécrété par les Tregs, la cellule tumorale elle-même, les plaquettes ou exprimé à la 
surface des MDSCs inhibe l’expression de NKG2D et NKp30 à la surface des cellules NK in vitro mais 
également chez les patients atteints de cancer du poumon, du côlon ou de gliomes (Kopp et al., 2009; 
Li et al., 2009; Flavell et al., 2010; Lee et al., 2004; Crane et al., 2010). Le TGF-β va également 
directement inhiber l’activité anti-tumorale des cellules NK, en inhibant l’expression de granzyme, la 
production d’IFN-γ via la diminution d’expression de Eomes et T-bet, favorisant ainsi la croissance 
tumorale et le développement de métastases (Rook et al., 1986; Laouar et al., 2005; Smyth et al., 
2006; Peng et al., 2017; Trotta et al., 2008; Viel et al.; Sun et al., 2019) ou en induisant leur conversion 
en ILC1 dépourvues de propriétés anti-tumorales (Gao et al., 2017). Enfin, le TGF-β peut également 
impacter l’infiltration des cellules NK dans les tumeurs en modifiant directement leur répertoire de 
récepteurs aux chimiokines (Castriconi et al., 2013). A l’inverse, le blocage du TGF-β permet de 
restaurer la cytotoxicité des cellules NK dans un modèle de co-culture avec des cellules tumorales 
(Wilson et al., 2011).  

D’autres molécules exprimées ou sécrétées en contexte tumoral, telles que l’indoléamine 2,3 
dioxygénase (IDO), la prostaglandine E2 (PGE2), l’IL-6 nuisent également à l’efficacité des cellules NK 
(Mamessier et al., 2011; Pietra et al., 2012; Böttcher et al., 2018; Cifaldi et al., 2015; Balsamo et al., 
2013; Sarkar et al., 2013). Enfin, les conditions environnementales telles que l’hypoxie ou la 
diminution des nutriments sont également impliquées dans l’altération des cellules NK (Sarkar et al., 
2013; Zheng et al., 2019).   

 In vitro, cet état peut être partiellement reversé par traitement avec de l’IL-2, de l’IL-15 ou de 
l’IL-21 ou par la sur-expression de T-bet (Topham and Hewitt, 2009; Beldi-Ferchiou et al., 2016; Seo et 
al., 2017; Gill et al., 2012). In vivo, les anticorps bloquants les points de contrôles inhibiteurs de la 
réponse immunitaire tels que PD-1, TIM-3 ou TIGIT ainsi que le traitement par l’IL-21 permettent de 
lever le défaut d’activation des cellules NK et de restaurer leurs fonctions anti-tumorales (Gallois et al., 
2014; Pesce et al., 2017; da Silva et al., 2014; Zhang et al., 2018b; Seo et al., 2017). En accord avec ces 
observations, le blocage du TGF-β in vitro et in vivo restaure les fonctions effectrices et anti-tumorales 
des cellules NK (Kopp et al., 2009; Peng et al., 2017; Nam et al., 2008). Toutefois, dans une autre 
étude, l’inhibition de la voie PD-1/PD-L1 ne permet pas de restaurer complétement la fonctionnalité 
des cellules NK, potentiellement à cause de l’existence d’autres mécanismes inhibiteurs (Wiesmayr et 
al., 2012). 
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3.2.4. De la dysfonction à l’exhaustion ? 

 

Le concept d’exhaustion des cellules immunitaires, largement étudié chez les LT et plus 
récemment décrit pour les LB, est aujourd’hui revisité pour les cellules NK (Wherry and Kurachi, 2015; 
Blank et al., 2019; Moir and Fauci, 2014; Khoder et al., 2018) 

Bien que la limite entre inhibition et épuisement soit difficile à définir et appelle à une certaine 
précaution quant à l’emploi de ces concepts, la notion d’irréversibilité semble intrinsèquement liée au 
concept d’exhaustion. Dans les LT considérés comme épuisés, des altérations épigénétiques et 
transcriptionnelles ont été identifées et assurent l’expression d’un programme transcriptionnel 
différent de celui des cellules effectrices qui affecte l’état des cellules de manière durable (Shin et al., 
2009; Shih et al., 2014; Wherry and Kurachi, 2015). De manière similaire, les cellules NK 
chroniquement stimulées et dysfonctionnelles présentent des altérations épigénétiques similaires à 
celles observées pour les LT (Lau et al., 2018; Merino et al., 2019). De manière intéressante, la perte 
d’expression d’Eomes en réponse à une stimulation chronique a directement été reliée à la présence 
de dommages à l’ADN, suggérant que la dysfonctionnalité des cellules NK peut être due à des 
dommages irréversibles (Alvarez et al., 2019b). Bien que l’origine des cellules T « épuisées » 
commence à être déchiffrée, l’ontogénie des cellules NK dysfonctionnelles reste encore largement non 
définie. Certaines observations sont en faveur d’un modèle linéaire de différenciation à partir de la 
stimulation chronique des cellules CD56dim CD57+ KIR+ terminalement différenciées (Beldi-Ferchiou et 
al., 2016). La caractérisation des cellules NK épuisées et la compréhension de leur origine en contexte 
tumoral nécessitera ainsi d’établir en détail leur profil transcriptionnel et épigénétique associé à leur 
profil fonctionnel et phénotypique par rapport aux cellules NK dysfonctionnelles. 
 

4. Cellules NK et thérapies anti-tumorales 

Le développement et l’avènement en clinique des immunothérapies pour le traitement de 
certains cancers constituent une véritable révolution, avec un bénéfice clinique considérable sur la 
survie des patients dans certains cancers. Malheureusement, à ce jour, l’efficacité de ces 
immunothérapies est restreinte à certains sous-types de cancer et certains patients dits 
« répondeurs » (environ 30%). Ainsi, il est crucial de continuer à développer de nouvelles stratégies 
thérapeutiques ciblant le système immunitaire (Seidel et al., 2018). Bien que les premières 
immunothérapies développées ciblent plutôt les cellules de l’immunité adaptative (anticorps ciblant 
les ICP PD-1 et CTLA-4 exprimés sur les LT), on observe un intérêt grandissant pour le ciblage des 
cellules de l’immunité innée. En effet, au-delà de représenter une cible supplémentaire, leurs 
fonctions anti-tumorales sont indépendantes de la spécificité antigénique, leur conférant ainsi un 
avantage considérable sur les LT et LB dont on estime que seulement 0.001 à 10% sont spécifiques des 
néoantigènes tumoraux (Linnemann et al., 2013). Ainsi, la cytotoxicité naturelle des cellules NK envers 
les cellules tumorales peut être exploitée et amplifiée par de nombreuses approches thérapeutiques 
afin de ré-activer une immunité anti-tumorale efficace et durable. Ces thérapies peuvent cibler 
directement la cellule NK ou indirectement via le ciblage du microenvironnement tumoral. Qu’elles 
soient déjà utilisées en clinique pour certaines ou au stade de développement voire d’évaluation pour 
d’autres, les différentes thérapies reposant sur les cellules NK sont présentées dans le paragraphe 
suivant et dans la figure 12. A titre d’information, les essais cliniques en cours pour certaines de ces 
thérapies seront mentionnés avec le numéro de référence (NTxxxxxxxxx ; http://clinicaltrials.gov).  
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Figure 12. Stratégies thérapeutiques anti-tumorales ciblant les cellules NK   
Des stratégies thérapeutiques de plus en plus nombreuses et variées permettent de cibler les cellules 
NK et leur activité anti-tumorale. Ces stratégies visent à lever les signaux inhibiteurs ou à induire des 
signaux activateurs. Elles peuvent être mises en œuvre directement in vivo ou in vitro avant ré-infusion 
chez les patients. Elles peuvent être combinées entre elles ou avec d’autres thérapies ciblant le 
système immunitaire ou la cellule tumorale directement. ADCC: Antibody-Dependent Cell-mediated 
Cytotoxicity, BiKEs: Bi-specific Killer Engagers, CAR-NK: Chimeric Activating Receptor NK cells, ICP: 
Immune CheckPoints, NKCE: Natural Killer Cell Engagers, NKIR: NK cells Inhibitory Receptors, PBMCs: 
Peripheral Blood Mononuclear Cells, TriKEs: Tri-specific Killer Engagers. 
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4.1. Modulation in vivo des cellules NK 
 

4.1.1.  Ciblage par des anticorps  
 

a) Anticorps agonistes et antagonistes monovalents ciblant les cellules NK 

Au cours de ces dernières décennies, un ensemble d’anticorps humains ou humanisés ciblant 
les récepteurs activateurs ou inhibiteurs pour moduler l’activité des cellules NK in vivo ont vu le jour.  

Tout d’abord, l’anticorps agoniste humanisé Elotuzumab cible le récepteur activateur SLAMF7 
à la fois exprimé sur les cellules NK et sur les cellules transformées activant ainsi directement les 
cellules NK mais permettant également le rapprochement avec la cellule tumorale cible. Cet anticorps 
a été approuvé par les administrations de santé aux Etats-Unis (Food and Drug Administration, FDA) 
puis en Europe (European Medicines Agency, EMA) en 2015 et 2016 respectivement et est 
actuellement utilisé en clinique pour le traitement des myélomes multiples (Lonial et al., 2015). Des 
études in vitro ainsi que cliniques sont en cours pour évaluer son efficacité dans d’autres cancers ainsi 
que le bénéfice de son utilisation en combinaison avec d’autres stratégies thérapeutiques, avec des 
résultats préliminaires encourageants (Bezman et al., 2017).  

Plus récemment développé, le Lirilumab est une immunoglobuline de type IgG4 qui agit 
comme antagoniste des KIRs inhibiteurs KIR2DL1, KIR2DL2 et KIR3DL3. Un effet thérapeutique 
bénéfique du traitement par Lirilumab a été observé chez la souris dans des modèles pré-cliniques 
d’AML, de lymphome B en combinaison avec le Rituximab (anti-CD20) et dans le myélome en 
combinaison avec du lénalidomide (immuno-modulateur) (Benson et al., 2011; Romagné et al., 2009). 
Toutefois, les résultats cliniques sont plus modérés, avec une absence d’effet significatif sur la survie 
des patients atteints d’AML traités par Lirilumab en monothérapie. De manière intéressante, une 
tendance positive est observée dans le groupe ayant reçu une dose plus faible de Lirilumab, suggérant 
un possible effet de dé-sensibilisation des cellules NK stimulées chroniquement avec de fortes doses 
d’anticorps antagonistes (étude clinique EFFIKIR, NCT01687387). Considérant l’effet bénéfique non 
négligeable dans les modèles murins, de nombreux essais cliniques sont en cours afin de conclure sur 
l’efficacité de la combinaison de Lirilumab avec d’autres thérapies chez les patients atteints d’AML, de 
syndromes myélodysplasiques (MDS), de myélome multiple et de lymphomes T et B. Ces essais 
cliniques devraient également permettre d’évaluer si la stimulation chronique des KIRs peut induire 
l’anergie des cellules NK pour permettre in fine d’établir le schéma thérapeutique optimal.  

Dans la même catégorie, le Monalizumab, anticorps antagoniste de classe IgG4, ciblant le 
récepteur inhibiteur NKG2A a montré une efficacité in vitro et in vivo sur l’activation des fonctions 
effectrices des cellules NK. Il permet également de restaurer l’activité des LT CD8+ cytotoxiques en 
combinaison avec des inhibiteurs de la voie PD-1/PD-L1 (McWilliams et al., 2016; André et al., 2018). 
Des essais cliniques sont en cours pour évaluer le bénéfice du Monalizumab en combinaison avec le 
Durvalumab (anti-PD-L1) ou le Cetuximab (anti-EGFR) pour le traitement de cancers solides ou de 
tumeurs H&N respectivement.  

Enfin, de par leur expression de PD-1, les cellules NK peuvent également participer à l’effet 
anti-tumoral médié par les anticorps ciblant cet ICP utilisés en clinique, levant ainsi l’inhibition sur les 
fonctions effectrices des cellules NK (Hsu et al., 2018; Dong et al., 2019). De même, le blocage des ICP 
tels que Tim-3, TIGIT, CD96 ou encore LAG-3, seuls ou en combinaison avec d’autres stratégies 
thérapeutiques, permet de lever l’inhibition de la réponse anti-tumorale médiée par les cellules NK 
dans des modèles murins pré-cliniques de mélanome (Baghdadi et al., 2013; da Silva et al., 2014; 
Zhang et al., 2018b; Chan et al., 2014; Merino et al., 2019). Toutefois, le bénéfice clinique de ces ICP 
nouvellement caractérisés n’a pas encore été évalué. 
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b) Activation de l’ADCC 
 

Il a été démontré qu’un certain nombre d’anticorps monoclonaux de type IgG ciblant la cellule 
tumorale et utilisés en clinique sont reconnus par les cellules NK via CD16, pouvant ainsi induire 
l’ADCC. Par exemple, l’efficacité du Rituximab, du Trastuzumab ou du Cetuximab, anticorps 
monoclonaux ciblant respectivement CD20 (lymphomes B), Her2 (cancer du sein) ou EGFR (cancers 
colorectaux et de la tête et du cou) est largement médiée par leur capacité à recruter les cellules NK 
qui vont lyser spécifiquement les cellules tumorales (Cooley et al., 1999; Clynes et al., 2000; Cartron et 
al., 2002; Beano et al., 2008). De manière intéressante, l’Elotuzumab présenté précédemment, en plus 
de son action directe sur les cellules NK, permet également la reconnaissance et la lyse par ADCC des 
cellules tumorales par les cellules NK activées (Campbell et al., 2018; Collins et al., 2013). Plus 
récemment, il a été démontré que des anticorps ciblant MICA et MICB utilisés pour empêcher la 
dégradation de ces ligands de NKG2D à la surface des cellules tumorales sont également reconnus par 
CD16 et induisent la lyse par ADCC de ces dernières (Ferrari de Andrade et al., 2018). De manière 
similaire, l’anticorps IPH4301, ciblant également MICA et MICB, mobilise les fonctions d’ADCC des 
cellules NK, tout en limitant la perte d’expression de NKG2D liée à l’expression de ces ligands sur la 
cellule tumorale. Cet anticorps est en cours d’homologation afin de pouvoir débuter son évaluation 
pré-clinique chez les patients (https://www.innate-pharma.com/fr/produits/iph43-anticorps-
conjugue-anti-mica/b-first-class).  

 

Enfin, tout récemment développé, le Lacutamab est un anticorps humanisé de classe IgG1 
ciblant le récepteur inhibiteur KIR3DL2 exprimé par les cellules NK mais également par les cellules 
tumorales de lymphomes T cutanés (entre 65% et 85% des patients selon le sous-type) et dont 
l’expression est associée à un mauvais pronostic (Bagot et al., 2001; Marie-Cardine et al., 2014; 
Battistella et al., 2016; Hurabielle et al., 2017; Battistella et al., 2017). Ainsi, en reconnaissant KIR3DL2 
sur les cellules tumorales, le Lacutamab permet le recrutement des cellules NK via CD16 et l’activation 
de leur fonction d’ADCC. Son efficacité est en cours d’évaluation dans l’essai clinique TELLOMAK de 
phase II, en monothérapie ou en combinaison avec une chimiothérapie standard, pour le traitement 
de lymphomes T cutanés avancés (Van Der Weyden et al., 2018; Bagot et al., 2019). 

 

Les objectifs futurs de ces thérapies résident dans le développement de nouvelles générations 
d’anticorps capables d’induire l’ADCC de manière plus robuste, mais également d’identifier les 
médiateurs pouvant induire ou augmenter l’expression de CD16 à la surface des cellules NK d’une part 
et des antigènes à la surface de la cellules tumorale d’autre part (Robak and Robak, 2011; Monnet et 
al., 2014; Michaud et al., 2014; Berdeja et al., 2007; Dahl et al., 2011; Mankaï et al., 2009; Kohrt et al., 
2012). Enfin, de manière générale, l’identification de nouveaux antigènes tumoraux pouvant être 
spécifiquement ciblés par des anticorps pour induire l’ADCC est un domaine de recherche en plein 
essor et prometteur. 

 

c) Nouvelles générations : Bi-KEs, Tri-KEs et NKCE 
 

Avec l’objectif constant d’augmenter la spécificité des thérapies afin de limiter les effets 
secondaires chez les patients, le développement d’anticorps à spécificité multiple (bi-spécifiques ou 
tri-spécifiques) permettant un adressage des cellules NK effectrices directement à la cellule tumorale, 
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s’est accentué ces 20 dernières années. Ainsi, des Bi-KEs pour « Bi-specific Killer Engagers » sont en 
cours de développement et d’évaluation, avec des résultats préliminaires encourageants pour le 
traitement de certains lymphomes (NCT02321592, phase II ; NCT02665650, phase I ; NCT03192202 
phase I/II). Ces Bi-KEs ciblent d’une part un antigène tumoral (CD33, CD30, CD19, CD22, EGFR, BCMA, 
ErbB2, EpCAM, HER2) et d’autre part les récepteurs des cellules NK tels que CD16 ou NKp46, 
permettant ainsi le recrutement des cellules NK dans la tumeur et la lyse spécifique des cellules 
tumorales par ADCC ou cytotoxicité classique (Gleason et al., 2014; https://www.affimed.com/rock-
platform/innate-cell-engagers/). Par ailleurs, un Bi-KE constitué de deux fragments variables ciblant à 
la fois l’antigène tumoral CD33 et le récepteur CD16, reliés entre eux par une région codant l’IL-15 est 
en cours d’évaluation. Les premiers résultats in vitro et in vivo de l’évaluation de cette 
« immunocytokine » montrent une survie et une prolifération accrue des cellules NK anti-tumorales 
par rapport au Bi-KEs correspondant, et un essai clinique de phase I est actuellement en cours pour 
évaluer le bénéfice de leur utilisation sur les tumeurs exprimant l’antigène CD33 (Vallera et al., 2016; 
NCT03214666). En parallèle, des anticorps tri-spécifiques ou Tri-KEs sont également en cours de 
développement. Par exemple, des Tri-KEs constitués de trois fragments variables permettant ainsi de 
cibler deux antigènes tumoraux de manière concomitante (CD19/CD22 ou BCMA/CD200) d’une part, 
et le récepteur CD16 d’autre part sont en cours de développement (Gleason et al., 2012; Gantke et al., 
2017). Enfin, un anticorps tri-spécifique engageant CD16, NKp46 et dirigé contre un antigène tumoral 
(appelé NKCE pour « trifunctional specific NK cell engagers ») a également prouvé son efficacité contre 
l’implantation de lymphomes B in vitro et in vivo dans des modèles murins de tumeurs solides et de 
métastases (Gauthier et al., 2019). 

 

4.1.2. Utilisation de cytokines in vivo 
 

De par son effet sur la prolifération et l’activité des cellules NK, mais également des LT et des 
LB, l’IL-2 a été la première cytokine approuvée par la FDA pour le traitement de certains patients 
atteints de cancer rénal métastatique et de mélanome à des stades avancés (Rosenberg et al., 1987; 
Weiss et al., 1992; Atkins et al., 1999; Rosenberg, 2014). Toutefois, son effet puissant sur l’activation 
des Tregs, qui expriment le récepteur IL-2Rα de haute affinité de manière constitutive, ainsi que sa 
forte toxicité chez les patients limitent son efficacité et son utilisation clinique. Le développement de 
formes modifiées de l’IL-2 permettant de limiter ses effets sur les Tregs et sa toxicité, en fonctionnant 
indépendamment de IL-2R  tout en favorisant l’interaction avec le récepteur IL-2Rβ (super-2 ou NKTR-
214) ou grâce à des formes modifiées couplées à des anticorps permettant un adressage de l’IL-2 
directement vers la tumeur (F16-IL-2, F8-IL-2 ou L19-IL-2, également appelées « immunocytokines ») 
ont montré des effets prometteurs dans de nombreux modèles tumoraux chez la souris, seules ou en 
association avec d’autres stratégies thérapeutiques telles que les inhibiteurs d’ICP (Levin et al., 2012; 
Charych et al., 2016; Mårlind et al., 2008; Pedretti et al., 2010; Gutbrodt et al., 2013; Carnemolla et al., 
2002; Wagner et al., 2008; Balza et al., 2010; Hutmacher et al., 2019; Ardolino et al., 2014). A titre 
d’exemple, les résultats préliminaires de l’étude clinique de phase I/II pour NKTR-214 sont 
prometteurs pour le traitement du mélanome et du cancer rénal en combinaison avec des ICP ou des 
inhibiteurs de tyrosine kinases (TKIs) (NCT02983045). 

L’IL-15, contrairement à l’IL-2, signale via IL-15Rα en lieu et place de la chaine IL-2Rα, et tire 
donc son intérêt via un effet spécifique sur l’expansion et l’activation des cellules NK sans effet 
subsidiaire sur les Tregs (Szczepanski et al., 2011; Wagner et al., 2017). Elle permettrait également une 
activation plus durable en activant les voies mTOR et de nombreux gènes liés au métabolisme (Mao et 
al., 2015). Ainsi, de nombreux essais cliniques évaluant son efficacité dans le traitement de divers 
cancers ont été initiés. Dans ces études, l’IL-15 est évaluée sous sa forme native ou modifiée pour co-
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exprimer la sous unité IL-15Rα (forme appelée ALT-803) (Wrangle et al., 2018). Elle est évaluée en 
monothérapie ou associée avec des anticorps ciblant la tumeur ou son microenvironnement 
immunitaire (Mortier et al., 2006; Rubinstein et al., 2006; Chertova et al., 2013; Kermer et al., 2012; 
Vincent et al., 2014; Beffinger et al., 2018). Sous sa forme native, l’IL-15 a montré une efficacité 
modérée chez certains patients, avec toutefois des effets secondaires importants pour un grand 
nombre de patients (NCT01021059). Les formes modifiées, présentant une activité augmentée et 
généralement plus localisée, ont montré des effets prometteurs avec une efficacité accrue et une 
toxicité réduite in vivo et chez les patients atteints de cancers du poumon (Bessard et al., 2009; 
Wrangle et al., 2018, NCT02523469). Enfin, l’efficacité de l’IL-15 et ses dérivées est évaluée en 
utilisation prolongée par voie intraveineuse (NCT01572493) ou par bolus par voie sous-cutanée pour 
limiter l’épuisement des cellules NK (NCT01727076) (Felices et al., 2018).  

D’autres cytokines activatrices des cellules NK in vitro telles que l’IL-12 ou l’IL-18 sont 
actuellement en cours d’évaluation pré-clinique, avec des résultats encourageants sur leur capacité à 
revigorer les cellules NK en contexte tumoral dans des modèles murins, en combinaison ou non avec 
des thérapies anti-ICP, mais malheureusement encore peu convaincants chez les patients (Coughlin et 
al., 1998; Ardolino et al., 2014; Ohs et al., 2017). L’identification de nouvelles cytokines activatrices des 
cellules NK in vitro mais également in vivo constitue ainsi un enjeu clé et constitue l’objectif principal 
de mes travaux de thèse.  

 
4.1.3. Ciblage du microenvironnement tumoral 

L’activité des cellules NK in vivo peut également être indirectement modulée en ciblant le 
microenvironnement immunosuppressif ou les cellules tumorales elles-mêmes.  

Tout d’abord, l’utilisation d’inhibiteurs de TGF-βR1 exprimé sur les cellules NK entre autres, 
permet de limiter l’effet immunosuppresseur du TGF-β et de restaurer l’expression de NKG2D et leur 
activité des cellules NK in vivo (Otegbeye et al., 2018). Dans ce contexte, les molécules Galunisertib et 
Vactosertib font l’objet de nombreux essais cliniques de phase I/II et de phase II/III évaluant leur 
efficacité, seules (tumeurs solides (NCT02160106) et syndrome myélodysplasique (NCT03074006), 
myélome multiple (NCT03143985)) ou en combinaison avec d’autres thérapies (TKIs (NCT02240433, 
NCT02178358 et NCT01246986), anti-androgènes (NCT02452008), chimiothérapie (NCT03206177, 
NCT02672475, NCT02688712, NCT01582269 et NCT01682187), radiothérapie (NCT02906397 and 
NCT02538471) ou inhibiteurs de PD-L1 (NCT02734160 and NCT02423343)).  

L’IDO est une enzyme qui favorise un microenvironnement immunosuppresseur en agissant 
comme facteur trophique pour les Tregs et en induisant l’anergie des LT et des cellules NK par 
déprivation du milieu en tryptophane et par production de kynurénines immunosuppressives. Plus 
spécifiquement, l’IDO diminue également l’expression de NKp46 et NKG2D sur les cellules NK et inhibe 
leur fonction cytotoxique en réponse aux ligands de ces récepteurs activateurs in vitro (Della Chiesa et 
al., 2006). Il a été décrit que l’Epacadostat, inhibiteur de l’IDO, induit entre autre une diminution des 
cellules NK immatures dans le sang des patients (Jochems et al., 2016). Les effets de ce traitement sur 
les cellules NK demeurent largement non caractérisés à ce jour et sont en cours d’évaluation pré-
clinique et clinique; et les premiers résultats sont prometteurs pour le traitement des tumeurs solides, 
en combinaison avec d’autres thérapies telles que les TKIs, les molécules ciblant les ICP ou encore des 
chimiothérapies (Beatty, 2017 INCB024360). 

Par ailleurs, certains traitements ciblant la cellule tumorale tels que les agents alkylants, les 
inhibiteurs de la dé-acéylation des histones, du protéasome, ou des PI3Kinases induisent un stress à 
l’origine de la diminution d’expression du CMH-1 et de l’augmentation de l’expression de ligands 
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activateurs des cellules NK (NKG2D-L ou DNAM-1-L) modifiant ainsi l’immunogénicité des cellules 
tumorales (Antonangeli et al., 2016; Schmudde et al., 2008; Niu et al., 2017; Bommarito et al., 2016).   

Certains traitements peuvent avoir un effet immunomodulateur dit « off-target » c’est-à-dire 
hors cible. Par exemple, le Lenalidomide, qui induit l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose des cellules 
tumorales, inhibe également l’activité des Tregs et des MDSCs ce qui a pour effet d’augmenter 
l’expression des NCRs sur les cellules NK et de potentialiser leurs fonctions effectrices anti-tumorales 
(Yang et al., 2012; Zhang et al., 2013; Wu et al., 2008; Reddy et al., 2008; Hagner et al., 2017). Bien que 
les effets immunomodulateurs du Lenalidomide demeurent peu compris, ce traitement est 
actuellement approuvé pour les patients atteints de myélomes multiples, de lymphomes B des cellules 
du manteau et de MDS réfractaires ou en rechute (Dimopoulos et al., 2007; Palumbo et al., 2012; 
Habermann et al., 2009; Witzig et al., 2011; Goy et al., 2013; Zinzani et al., 2013; Ruan et al., 2015; 
Trněný et al., 2016). De la même manière, le Dasatinib (inhibiteur des tyrorines kinases de la famille 
Src) ou l’Imatinib (inhibiteur des kinases c-kit et PDGFR) induisent l’expansion des cellules NK entre 
autres, et leur efficacité est en cours d’évaluation clinique pour le traitement de tumeurs 
hématologiques après greffes de cellules souches (Borg et al., 2004; Ménard et al., 2009; Kim et al., 
2009; Mustjoki et al., 2009; Kreutzman et al., 2010; Ohyashiki et al., 2012; Rea et al., 2013; Ilander et 
al., 2014). De manière corolaire, l’infiltration en cellules NK ainsi que leur phénotype avant, pendant et 
après le traitement par ces molécules est un marqueur prédictif de réponse au traitement et d’un 
pronostic favorable (Rusakiewicz et al., 2013; Zitvogel et al., 2016).  

Enfin, des molécules agonistes de la voie STING stimulent indirectement les cellules NK en 
induisant la synthèse des IFN de type I dans la tumeur. En effet, Une récente étude montre que 
l’injection intratumorale de cGAMP favorise la production d’IFN de type I permettant l’augmentation 
des fonctions cytotoxiques des cellules NK impliquées dans le rejet des tumeurs RMA-S (Marcus et al., 
2018). De manière intéressante, une autre étude récente montre que des dinucléotides cycliques 
(CDN) activateurs de la voie STING induisent une puissante réponse des cellules NK contre des cellules 
tumorales résistantes aux LT CD8+, également via les IFN de type I (Nicolai et al., 2020). 

 

4.2.  Manipulation in vitro des cellules NK 
 

La manipulation in vitro des cellules NK poursuit trois grands objectifs : amplifier les cellules, 
maintenir leur survie et assurer un niveau d’activation suffisant pour permettre une activité anti-
tumorale efficace sur le long terme. Ces objectifs nécessitent donc une compréhension fine des 
mécanismes de prolifération, de survie mais également d’exhaustion et de mémoire des cellules NK.  

 
4.2.1. Transfert adoptif de cellules NK primaires   

 

La mise en évidence d’un rôle des cellules NK dans le succès des transplantations par induction 
d’un effet GvL responsable de l’élimination des cellules tumorales a ouvert la voie pour leur utilisation 
en infusion chez les patients après expansion in vitro (Ruggeri et al., 2002). La transfusion de cellules 
NK autologues, ayant l’avantage de ne pas induire de toxicité majeure chez les patients, a toutefois 
démontré une efficacité mineure sur l’amélioration de la survie à long terme, principalement à cause 
d’une inhibition par les protéines HLA du patient mais également en raison d’une hyporéactivité des 
cellules NK isolées chez les patients déjà traités et à des stades avancés de la maladie (Rosenberg et 
al., 1987; West et al., 1987; Fridman, 1987; Hercend et al., 1990; Burns et al., 2003; Ishikawa et al., 
2004; Tarek et al., 2012). Ainsi, des stratégies basées sur l’infusion de cellules NK allogéniques issues 
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de donneurs sains haplo-identiques ont été développées et présentent des résultats mitigés. En effet, 
une efficacité non négligeable a été observée à court terme chez des enfants atteints de leucémies et 
en rechute après greffe de cellules souches et chez des patients atteints d’AML, de cancers du sein, de 
l’ovaire ou de lymphomes B non-Hodgkiniens (Koehl et al., 2004; Miller et al., 2005; Geller et al., 2011). 
Toutefois, l’efficacité à long terme de ces transfusions est limitée, ce qui peut s’expliquer notamment 
par une faible persistance et expansion des cellules in vivo et le développement d’un 
microenvironnement immunosuppresseur notamment via l’induction de Tregs qui prolifèrent en 
réponse aux injections d’IL-2 concomitante pour amplifier les NK in vivo (Bachanova et al., 2010). Ainsi, 
des essais cliniques sont en cours pour évaluer l’effet de la déplétion d’IL-2 in vivo dans ce contexte 
(Bachanova et al., 2014;NCT00274846 and NCT01106950). De nombreuses stratégies sont donc en 
cours d’évaluation pour déterminer la source des cellules NK, les méthodes d’expansion ou le schéma 
thérapeutique optimal de ces infusions ; et seront discutées dans le dernier paragraphe. 

 
4.2.2.  Cellules NK génétiquement modifiées  

 

Sur le modèle des LT porteurs de récepteurs antigéniques chimériques (Chimeric Antigen 
Receptor, CAR-T cells), la modification par manipulation génétique des récepteurs de surface des 
cellules NK dans le but d’améliorer leur spécificité et leur activation a été réalisée pour la première fois 
en 2002 et constitue un domaine en plein essor. Ces CAR-NK conçues pour exprimer à leur surface des 
récepteurs spécifiques d’antigènes tumoraux tels que Her2 dans les cancers du sein (Uherek et al., 
2002; Schönfeld et al., 2015); CD19, CD20 ou FLT3 pour les lymphomes B (Imai et al., 2005; Oelsner et 
al., 2017; Liu et al., 2020; Chu et al., 2015; Oelsner et al., 2019); CD3, CD4 ou CD5 pour les lymphomes 
T (Chen et al., 2016b; Pinz et al., 2017; Chen et al., 2017a); CD33 ou CD123 pour l’AML (Tang et al., 
2018; Kerbauy et al., 2017); EGFR/EGFRvIII pour le glioblastome (Müller et al., 2015; Chen et al., 
2016c; Murakami et al., 2018); CD133 pour les cancers de l’ovaire (Klapdor et al., 2017) ou BCMA 
(Shah and Mailankody, 2020) pour le myélome multiple. Ainsi, elles acquièrent la capacité d’interagir 
directement avec les cellules tumorales pour induire leur lyse spécifique. Par ailleurs, des cellules CAR-
NK sur-exprimant le récepteur activateur NKG2D ont montré une activité cytotoxique accrue envers 
des lignées tumorales in vitro et in vivo dans des modèles tumoraux murins ; et ont également été 
associées à une regression tumorale chez des patients atteints de cancers colorectaux métastatiques 
traités par infusion de cellules CAR-NK (Xiao et al., 2019).  

 

Les cellules CAR-NK présentent de nombreux avantages par rapport à leurs homologues CAR-T. 
En effet, n’induisant pas d’effet GvHD (Graft versus Host Disease), ceci implique d’une part une toxicité 
réduite pour les patients mais également la possibilité d’utiliser des cellules allogéniques 
(contrairement aux CAR-T cells autologues) voire des lignées (principalement la lignée NK-92), 
facilitant et réduisant le coût de la production de ces cellules. Par ailleurs, les cellules tumorales 
n’expriment pas toutes un antigène tumoral, ni le même antigène tumoral et présentent ainsi une 
certaine hétérogénéité. Contrairement aux LT, les cellules NK sont dotées d’une cytotoxicité naturelle 
envers les cellules tumorales, grâce à l’expression de récepteurs tels que les KIRs. Ainsi, les CAR-NK ont 
l’avantage de pouvoir cibler à la fois l’antigène tumoral pour lequel elles ont été conçues mais 
également l’ensemble des molécules activatrices pouvant être exprimées par les cellules transformées. 
Cette caractéristique leur donne ainsi la possibilité d’éliminer également les cellules tumorales 
n’exprimant pas l’antigène ciblé se trouvant à proximité et limite également les possibilités 
d’échappement des cellules tumorales (Shah and Mailankody, 2020). Enfin, il semblerait que les 
cellules NK matures aient une durée de vie plus courte après injection, limitant ainsi le risque de 
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transformation ou GvHD. Toutefois, il semble nécessaire de démontrer que cette caractéristique ne 
limite pas leur efficacité anti-tumorale (Klingemann, 2014; Glienke et al., 2015).  

Les CAR-NK peuvent également intégrer des séquences codant des cytokines telles que l’IL-15 afin de 
potentialiser la survie de ces cellules in vivo (Tong et al., 2016; Liu et al., 2018). Par ailleurs, le 
développement des CAR-T exprimant la forme modifiée du récepteur à l’IL-2, appelée Ortho-IL-2R, 
pouvant interagir uniquement avec la forme modifiée OrthoIL-2, permet de limiter les effets toxiques 
induits par l’injection d’IL-2 et a montré des effets prometteurs dans des modèles pré-cliniques. Cette 
stratégie pourrait également être envisagée pour les cellules NK (Sockolosky et al., 2018). 

Aujourd’hui, aucune cellule CAR-NK n’a encore reçu d’autorisation d’utilisation en clinique. 
Toutefois, de nombreux essais sont en cours avec des résultats préliminaires encourageants pour le 
traitement des tumeurs d’origine hématologique (Liu et al., 2020).  

 
4.2.3.   Vers des « super » cellules NK 

 

Le succès thérapeutique du transfert adoptif de cellules NK fait aujourd’hui face à plusieurs 
enjeux de taille et la manipulation in vitro des cellules avant injection chez les patients permet 
d’optimiser leur nombre ainsi que leurs fonctions effectrices. Ainsi, une multitude de protocoles sont 
testés et évalués afin d’obtenir l’effet clinique le plus efficace et durable, et seront brièvement 
présentés dans cette partie. Il est important de garder à l’esprit que cette manipulation implique un 
respect de normes assurant une certification dite de grade clinique c’est-à-dire remplissant les critères 
de sécurité nécessaire pour une utilisation sans danger pour les patients. Ceci concerne l’intégralité du 
processus, depuis l’isolation des cellules à la ré-infusion, en passant par l’expansion in vitro (McKenna 
et al., 2007). Le choix de la source, de la méthode d’isolation ainsi que de la plateforme d’expansion 
des cellules NK est également un élément crucial mais qui ne sera pas détaillé car au-delà du champ de 
mon travail. Brièvement les cellules NK peuvent être issues du sang périphérique de donneurs sains ou 
de patients (Iyengar et al., 2003), de la différenciation de cellules souches pluripotentes de la moelle 
(Eguizabal et al., 2014)  ou de sang de cordon (Spanholtz et al., 2010; Luevano et al., 2012a), voire de 
lignées cellulaires (Klingemann et al., 2016), et leur origine conditionne le rendement et l’efficacité de 
l’expansion in vitro, chaque source présentant des avantages et des inconvénients qui sont exposées 
dans l’article d’état de l’art de (Davis et al., 2015). 

Ainsi, l’ensemble des signaux conduisant à l’activation des cellules NK peuvent être reproduits 
ou mimés in vitro afin d’augmenter le nombre de cellules ainsi que leurs propriétés anti-tumorales. 
Pour cela, de nombreuses stratégies reposant sur l’utilisation in vitro de cytokines recombinantes, 
d’anticorps agonistes des récepteurs activateurs mais également de lignées cellulaires déficientes pour 
l’expression des molécules du CMH-1, seules ou en combinaison, sont évaluées pour moduler la 
maturation, la prolifération, la survie et le phénotype des cellules NK avant transfert adoptif.  

Ainsi, des cytokines telles que l’IL-2 et l’IL-15, déjà utilisées en clinique, mais également l’IL-12, 
l’IL-18 ou l’IL-21 sont actuellement utilisées dans les protocoles d’expansion in vitro des cellules NK 
(Luevano et al., 2012b; Denman et al., 2012; Lim et al., 2013b; Colombo and Trinchieri, 2002; Shah et 
al., 2013; Choi et al., 2014; Alnabhan et al., 2015; Torelli et al., 2015; Granzin et al., 2016; Ayello et al., 
2017). Leur action peut être complétée par d’autres molécules régulant la différenciation des cellules 
NK telles que FL ou KL (Wu et al., 2017). Ces conditions de culture permettent d’augmenter la viabilité, 
la prolifération, les fonctions effectrices mais également l’expression de récepteurs activateurs 
induisant une réponse accrue à d’autres signaux activateurs in vitro ou in vivo après infusion 
(Huenecke et al., 2010; Iliopoulou et al., 2010; van Ostaijen-ten Dam et al., 2016).  
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Dans ce sens, une autre stratégie est la co-culture avec d’autres cellules dites nourricières 
(« feeder cells ») qui permettent d’apporter des facteurs essentiels au développement des cellules NK. 
Par exemple, la co-culture avec des cellules primaires telles que des PBMCs, d’origine autologue ou 
allogénique, permet de potentialiser l’expansion et l’activation in vitro des cellules NK (Miller et al., 
1992; Rabinowich et al., 1991; Rölle et al., 2014; Torelli et al., 2015). Par ailleurs, l’utilisation de lignées 
de CPAg ou tumorales, génétiquement modifiées ou non, a également montré un bénéfice 
thérapeutique dans la génération in vitro de cellules NK compétentes (Harada et al., 2004; Denman et 
al., 2012; Shah et al., 2013; Lim et al., 2013b, 2013a; Bae et al., 2012; Vasu et al., 2015; Ayello et al., 
2017). Toutefois, ces stratégies nécessitent une irradiation préalable des cellules nourricières voire la 
purification des cellules NK après leur activation, afin d’éviter des complications critiques pour la survie 
du patient telles qu’une prolifération incontrôlée in vivo ou des effets dus à la présence de LT ou LB 
résiduels tels que l’effet GvHD, des désordres lymphoprolifératifs ou la lyse des globules rouges (Ho 
and Soiffer, 2001; Miller et al., 2005; Skeate et al., 2013; Ahn et al., 2013). En outre, cette irradiation 
des cellules co-cultivées avec les cellules NK peut augmenter l’expression de molécules de stress, 
ligands des récepteurs activateurs des cellules NK (Ahn et al., 2013). 

A l’exception des cellules CAR-NK peut-être, un des enjeux de l’activation in vitro des cellules 
NK est d’induire une expansion significative sans qu’elle soit pour autant sélective, ce qui aurait pour 
effet de réduire la polyvalence, la diversité des cellules NK et donc diminuer la diversité des signaux qui 
pourraient les activer in vivo. En ce sens, ces stratégies ne sont pas exclusives et leur combinaison 
permet de cibler une plus grande diversité de cellules NK mais également d’obtenir des cellules avec 
un phénotype de grand intérêt, telles que les CIML (Cooper et al., 2009; Romee et al., 2012). 
L’évaluation et la comparaison de différents « cocktails » d’expansion et d’activation des cellules NK in 
vitro est aujourd’hui un champ de recherche très dynamique (Wang et al., 2000; Shah et al., 2013; 
Vasu et al., 2015; Torelli et al., 2015; Granzin et al., 2016; Romee et al., 2016; Ayello et al., 2017). 
Toutefois, la possibilité d’épuisement des cellules NK en réponse à des stimuli trop fréquents ou trop 
puissants peut limiter l’efficacité durable de ces traitements, et doit donc être prise en compte dans 
l’établissement des protocoles d’expansion in vitro (Felices et al., 2016). 

 

 

En conclusion, l’ensemble des données présentées dans cette partie dédiée au ciblage 
thérapeutique des cellules NK souligne l’importance de la combinaison de ces différentes stratégies 
entre elles ou avec d’autres approches thérapeutiques, ciblant ou non le système immunitaire, afin de 
potentialiser l’effet anti-tumoral. En ce sens, plusieurs stratégies de combinaisons comprenant au 
moins une thérapie ciblant les cellules NK sont aujourd’hui utilisées en clinique et l’évaluation pré-
clinique et clinique du bénéfice de nouvelles combinaisons est en cours (Moga et al., 2008; Roberti et 
al., 2011). Une meilleure connaissance de chacun des mécanismes indépendamment devrait ainsi 
permettre une utilisation « rationnelle » de ces stratégies thérapeutiques c’est-à-dire en identifiant les 
combinaisons les plus prometteuses pour le développement de nouveaux essais cliniques (Zhang et al., 
2012b). Enfin, lorsque le transfert adoptif de cellules NK n’est pas envisageable, l’infiltration en cellules 
NK est un critère primordial pour le succès de ces thérapies et qui ne doit pas être négligé car souvent 
à l’origine de l’inefficacité de ces traitements (Putz et al., 2017; Zitvogel et al., 2016; Zemek et al., 
2019).  
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 Ce chapitre nous a permis d’apprécier les aspects propres à la biologie des cellules NK. Ainsi, 
entre autres activateurs, les cellules NK sont dépendantes d’un grand nombre de cytokines qui vont 
réguler leur différenciation et leur activité. Nous nous sommes donc intéressés à la régulation de 
l’activité des cellules NK en réponse aux cytokines et plus particulièrement en réponse à l’IL-33, et en 
comparaison avec d’autres cytokines appartenant à la famille des IL-1s telles que l’IL-18, l’IL-1α ou 
encore l’IL-1β. Les caractéristiques de l’IL-33 et de son activité biologique seront donc abordées dans le 
second chapitre.  
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Chapitre 2 : L’interleukine-33, facteur nucléaire et alarmine régulatrice des 
réponses immunitaires 

 
Les cytokines sont les messagers solubles permettant aux cellules immunitaires mais 

également stromales de communiquer entre elles pour assurer la mise en place d’une réponse 
immunitaire adaptée, efficace et durable. Ces cytokines sont nombreuses, pléiotropes et versatiles : 
elles peuvent transmettre tant un signal activateur ou inhibiteur, agissent sur de nombreuses cellules 
cibles, et une même cytokine peut exercer des fonctions duelles selon le contexte dans lequel elle 
intervient. Elucider leur régulation et leurs modes d’action est un enjeu central dans la compréhension 
de nombreux processus physio-pathologiques. Dans ce vaste paysage, je me suis particulièrement 
intéressée à l’Interleukine-33 (IL-33), dont les caractéristiques ainsi que les fonctions seront 
présentées dans ce chapitre.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Encadré 1 : Les cytokines de la famille des IL-1s 
La famille des IL-1s est composée de : 

 8 cytokines agonistes : IL-1α, IL-1β, IL-18, IL-33, IL-36α, IL-36β, IL-36γ, IL-37 
 6 cytokines et molécules antagonistes : IL-38, IL-1Ra, IL-36Ra, sST2, IL-18BP et sIL-1R2 

Elles présentent une structure génique commune ainsi qu’une organisation protéique similaire caractérisée par la 
présence d’un ensemble de feuillets β dans leur domaine actif. Elles reconnaissent chacune un récepteur qui leur 
est spécifique. Les cytokines de la famille des IL-1s transmettent généralement un signal pro-inflammatoire via le 
recrutement de l’adaptateur MyD88 et l’activation des voies NF-κB et des MAPK.  
A titre d’exception, l’IL-37 et l’IL-38 ont une activité anti-inflammatoire sur les voies des IL-1α/β et de l’IL-36 
respectivement.  
Les molécules antagonistes IL-1Ra et IL-36Ra se lient aux récepteurs IL-1R1 et IL-36R respectivement, inhibant ainsi 
les voies de signalisation de l’IL-1 et de l’IL-36. Les molécules solubles sST2, IL-18BP et sIL-1R2 quant à elles se lient 
directement aux cytokines IL-33, IL-18 et IL-1α/β empêchant ainsi leur fixation sur leurs récepteurs respectifs.  
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IL-1α (+) 

MyD88 
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IL-36 α/β/γ (+) 
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IL-1R1 IL-1RAcP IL-18Rα IL-18Rβ IL-1RAcP ST2 
MyD88 MyD88 

IL-1Ra (-) 

IL-18 
IL-18BP sIL-1R2 

IL-1α 

IL-1β 

IL-36Ra (-) 
IL-38 (-) 

IL-1RAcP 
MyD88 

IL-36R SIGGIR 
MyD88 

IL-18Rα 

Réponse 
inflammatoire 
Réponse Th17  

Réponse de 
type-1 

Réponse Th17  

Réponse de 
type-2 

Réponse de 
type-1 

Anti- 
inflammatoire 



 

72 

 

I. L’Interleukine-33, alarmine de la famille des IL-1s 
 

Initialement identifiée comme facteur exprimé dans le noyau des cellules endothéliales 
constituant les vaisseaux permettant l’entrée des lymphocytes dans les OLS appelés « HEV » (High 
Endothelial Venules), l’IL-33 appartient à la vaste famille des IL-1s regroupant à ce jour 8 cytokines 
agonistes (IL-1α, IL-1β, IL-18, IL-33, IL-36α, IL-36β, IL-36γ, IL-37) et 6 molécules antagonistes (IL-38, IL-
1Ra, IL-36Ra, sST2, IL-18BP et sIL-1R2). Les cytokines de la famille des IL-1 transmettent généralement 
un signal pro-inflammatoire, à l’exception de l’IL-37 et l’IL-38 qui ont une activité anti-inflammatoire 
(Baekkevold et al., 2003; Schmitz et al., 2005; Garlanda et al., 2013). L’ensemble des membres de la 
famille des IL-1s ainsi que leurs récepteurs sont présentés dans l’encadré 1.  

En tant que protéine, l’IL-33 exerce une activité duelle et est ainsi impliquée dans des 
contextes physio-pathologiques variés.   

1. Du gène à la protéine  
 

Le gène codant l’IL-33 est localisé sur le chromosome 9 en position 9p24.1 chez l’Homme et sur le 
chromosome 19 en position 19qC1 chez la souris. Ces gènes codent une protéine de 270 et 266 acides 
aminés respectivement, présentant 55% d’homologie (Schmitz et al., 2005). La séquence génique 
compte 8 exons, une partie N-terminale codant une séquence de localisation nucléaire (Nuclear 
Localization Site, NLS) et un domaine de liaison à la chromatine (Chromatin Binding Domain, CBD) ; 
une partie C-terminale qui présente une forte homologie structurale avec les autres protéines de la 
famille des IL-1s (domaine IL-1-like) associée à la liaison avec son récepteur membranaire ST2 et à sa 
fonction en tant que cytokine (Schmitz et al., 2005; Lingel et al., 2009; Luzina et al., 2019) (figure 13 ). 
La partie centrale présente plusieurs sites de clivage par des protéases tandis que le domaine IL-1-like 
contient un site de clivage pour les caspases (Lefrançais et al., 2012, 2014; Lüthi et al., 2009). Le clivage 
de l’IL-33 par ces différentes protéases assure un rôle régulateur qui sera plus largement abordé dans 
la suite de ce chapitre.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13. Expression de l’IL-33 dans la cellule : du gène au facteur nucléaire 
Le gène de l’IL-33 se situe sur le chromosome 9 chez l’homme et est constitué de 8 exons. La protéine 
codée par ce gène est constituée de 3 domaines : un domaine nucléaire en position C-terminale et un 
domaine « IL-1-like » en position N-terminale, séparés par un domaine central. Le domaine nucléaire 
permet l’adressage de la cytokine au noyau, le domaine central joue quant à lui un rôle régulateur 
grâce à la présence de nombreux sites de clivages protéiques et le domaine « IL-1-like » permet 
l’interaction avec le récepteur ST2. Les rectangles blancs représentent des régions non codantes et les 
rectangles colorés représentent les exons. CBD: Chromatin Binding Domain, NLS: Nuclear Localization 
Site. Figure adaptée de (Liew et al., 2016). 
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Dans sa forme complète, la protéine IL-33 est donc systématiquement adressée et retenue 
dans le noyau dès sa synthèse (Carriere et al., 2007; Roussel et al., 2008). Les protéines impliquées 
dans le transport de l’IL-33 vers le noyau restent à identifier à ce jour (Clerman et al., 2017) (Figure 
14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14. Localisation sub-cellulaire de l’IL-33 
A l’état d’homéostasie, la protéine IL-33 est essentiellement exprimée dans des cellules non 
hématopoïétiques (cellules endothéliales, cellules épithéliales, fibroblastes, myofibroblastes, 
adipocytes, ostéoblastes). Dans ces cellules, l’IL-33 est constitutivement séquestrée dans le noyau où 
elle interagit directement avec les histones (H2A et H2B) grâce à son domaine nucléaire. L’IL-33 peut 
également interagir avec le facteur de transcription NF-κB et serait ainsi associée à un effet anti-
inflammatoire. 

 

2. Du facteur nucléaire à la cytokine 
 

Comme l’IL-1α, l’IL-33 tient sa particularité dans sa localisation nucléaire à l’état d’homéostasie, 
essentiellement dans des cellules non-hématopoïétiques. Ainsi, l’IL-33 est constitutivement exprimée 
dans le noyau des cellules endothéliales, des fibroblastes de la zone réticulaire des OLS (FRC), de 
certaines cellules épithéliales (Schmitz et al., 2005; Moussion et al., 2008; Préfontaine et al., 2010; 
Pichery et al., 2012), des cellules gliales du cerveau ou de la rétine (Gadani et al., 2015; Xi et al., 2016), 
des adipocytes (Wood et al., 2009) et des ostéoblastes (Schulze et al., 2011). De manière 
intrigante, l’IL-33 n’est pas exprimée par les cellules endothéliales chez la souris (Pichery et al., 2012). 
L’IL-33 est exprimée dans de très nombreux tissus, avec un enrichissement au niveau des epithelia en 
contact avec l’extérieur (poumons, peau, intestins, estomac) (Figure 15). 
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L’expression nucléaire d’IL-33 augmente en réponse à des stimuli inflammatoires ou une 
contrainte mécanique, par exemple dans les cellules épithéliales du poumon en cas de pneumopathie 
obstructive chronique ou en réponse à l’exposition à de la fumée de cigarette, un allergène ou un 
pathogène (Byers et al., 2013; Kearley et al., 2015; Hardman et al., 2013; Le Goffic et al., 2011); dans 
les cellules épithéliales de l’intestin en conditions inflammatoires ou en cas de GvHD (Yasuda et al., 
2012; Pascual-Reguant et al., 2017; Reichenbach et al., 2015); dans les kératinocytes en cas de 
dermatite atopique (Savinko et al., 2012) ou dans les cardiomyocytes après une contrainte mécanique 
induite in vitro ou suite à une anomalie vasculaire in vivo (Sanada et al., 2007). Les fibroblastes, 
myofibroblastes ou diverses cellules stromales peuvent également acquérir une forte expression d’IL-
33 en réponse à une stimulation in vitro ou en conditions inflammatoires, et seraient impliqués dans la 
réparation tissulaire et le processus de fibrose (Manetti et al., 2010; Masamune et al., 2010; Sponheim 
et al., 2010; Marvie et al., 2010). Mécanistiquement, cette augmentation d’expression d’IL-33 a été 
observée en réponse à des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IFN-γ, IL-1α, IL-1β, IL-17) 
(Meephansan et al., 2012a; Nomura et al., 2012; Demyanets et al., 2013; Mahmutovic Persson et al., 
2018; Meephansan et al., 2013), des DAMPs (HMGB1, ATP) (Nile et al., 2010; Paris et al., 2014; Fu et 
al., 2016; Chang et al., 2017), des ligands des TLRs (LPS, Poly I :C, flagelline) (Ohno et al., 2009; Nile et 
al., 2010; Pichery et al., 2012; Zhang et al., 2011) ou à l’IL-33 elle-même (Hardman et al., 2013). De 
manière controversée, il a également été observé que l’expression d’IL-33 est induite dans les cellules 
hématopoïétiques telles que les monocytes, les macrophages, les DCs, les pDCs ou les mastocytes en 
réponse aux toxines bactériennes, au LPS ou à la flagelline in vitro ou en contextes inflammatoires in 
vivo (Ohno et al., 2009; Furukawa et al., 2017; Chen et al., 2017b; Hiraide et al., 2018; Weinberg et al., 
2019; Yanagawa et al., 2011; Su et al., 2013; Hsu and Bryce, 2012). Le niveau d’expression rapporté 
dans les cellules hématopoïétiques reste bien inférieur à celui observé dans les cellules stromales, mais 
suffisant pour réguler divers phénomènes physio-pathologiques. De manière intéressante, l’analyse in 
situ par immuno-histochimie (IHC) ou immuno-fluorescence (IF) montre une expression plutôt 
cytoplasmique de l’IL-33 en présence d’un stimulus inflammatoire, parfois concomitante avec la 
détection de deux formes d’IL-33 par western blot, de 31kDa et 18-20kDa respectivement, pouvant 
être le signe d’une forme nucléaire ou cytoplasmique voire sécrétée respectivement (Sponheim et al., 
2010; Nile et al., 2010; Beltrán et al., 2010; Hsu and Bryce, 2012; Duan et al., 2012; Fock et al., 2013; 
Paris et al., 2014; Furukawa et al., 2017; Chen et al., 2017b). Certaines de ces études sont fondées sur 
la détectection de l’ARNm codant l’IL-33 par RT-qPCR (Nile et al., 2010; Yanagawa et al., 2011; Hsu and 
Bryce, 2012; Su et al., 2013; Chen et al., 2017b; Hiraide et al., 2018; Weinberg et al., 2019), toutefois 
les études basées sur la détection de la protéine IL-33 par immunofluorescence ou par western blot 
(Ohno et al., 2009; Furukawa et al., 2017) et utilisant des anticorps à l’origine d’un sigal non spécifique 
(anticorps polyclonal de lapin, R&D : signal identique chez les souris WT et les souris Il33-KO, données 
obtenues dans l’équipe du Dr. Jean Philippe Girard à l’IPBS, Toulouse ou anticorps monoclonal de 
souris, Nessy-1, Enzo : signal cytoplasmique conservé dans des fibroblastes traités avec un siARN 
spécifique de l’ARNm codant l’IL-33, données personnelles) sont questionnables quant à la véracité de 
l’expression cytoplasmique d’IL-33 dans les cellules hématopoétiques.  

En effet, en réponse à un stress cellulaire induit par les rayons ultraviolets (Meephansan et al., 2012b), 
la pression mécanique (Kakkar et al., 2012; Chen et al., 2015),  la présence d’un allergène (Kouzaki et 
al., 2011; Haenuki et al., 2012) ou d’un signal de danger (Hudson et al., 2008), la nécrose (Lüthi et al., 
2009; Rose et al., 2015) ou la nécroptose (Rickard et al., 2014; Shlomovitz et al., 2019), il a été observé 
que l’IL-33 nucléaire pouvait être libérée dans le milieu extracellulaire. Au niveau extracellulaire, l’IL-33 
interagit avec son récepteur, un hétérodimère constitué des protéines ST2 (IL-1RL1) et IL-1RAcP, pour 
agir comme une alarmine en induisant une réponse immunitaire puissante (Schmitz et al., 2005). La 
chaine IL-1RAcP est également le co-récepteur d’IL-1R1, récepteur des IL-1α/β (Lingel et al., 2009).   
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Figure 15. Expression de l’IL-33 (ARNm et protéine) dans les différents tissus chez l’homme 
L’IL-33 est exprimée dans de très nombreux tissus et notamment dans les tissus épithéliaux au niveau 
des barrières avec l’environnement extérieur (poumons, intestins, peau, organes reproducteurs 
féminins). Dans ces tissus, elle remplit son rôle d’alarmine en réponse à la présence d’un signal de 
danger et de dommages tissulaires. Elle est également fortement exprimée dans la moelle, les muscles 
ou encore le pancréas. En accord avec son expression dans les cellules non hématopoïétiques, elle est 
très faiblement ou pas exprimée dans le sang à l’état d’homéostasie. Figure adaptée de The Human 
Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/search/IL33). 
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II. Mécanismes de libération de l’IL-33 

 
L’IL-33 ne possédant pas de peptide signal dans sa séquence, il a très rapidement été suggéré 

que sa sécrétion soit indépendante de la voie classique du réticulum endoplasmique-appareil de Golgi 
et soit assurée par des mécanismes et voies non-conventionnels. Toutefois, en raison de nombreuses 
contraintes techniques, les voies de libération de l’IL-33 dans le milieu extracellulaire demeurent 
aujourd’hui partiellement résolues. En effet, l’IL-33 s’oxyde très rapidement dans le milieu 
extracellulaire, empêchant ainsi sa détection par de nombreux outils actuellement disponibles (Cohen 
et al., 2015). En outre, l’incapacité à valider la spécificité du marquage cytoplasmique de l’IL-33 par 
certains groupes, chez la souris, mais également à travers nos expériences chez l’Homme, rend difficile 
l’étude du trajet de l’IL-33 depuis le noyau vers l’extérieur (Pichery et al., 2012). Loin de constituer une 
preuve irréfutable, la perte du signal nucléaire a été associée dans de nombreuses études à 
l’augmentation du signal cytoplasmique ou de la concentration en IL-33 extracellulaire, suggérant ainsi 
un potentiel lien entre ces différentes localisations subcellulaires et la libération d’IL-33 (Hudson et al., 
2008; Haenuki et al., 2012; Kakkar et al., 2012; Kearley et al., 2015). Les signaux et mécanismes 
impliqués dans la libération d’IL-33 sont présentés dans la figure 16. 

Ainsi, il a été suggéré que la libération d’IL-33 dans le milieu extracellulaire se fait par voie 
passive, et est irrémédiablement associée à une perte d’intégrité de la membrane plasmique liée à la 
mort cellulaire (Cayrol and Girard, 2009; Lüthi et al., 2009; Kearley et al., 2015). D’autres études 
rapportent une libération d’IL-33 in vitro en réponse à des stimuli tels que le LPS, des ARN doubles 
brins, des cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, TNF-α, IFN-γ) ou des allergènes, sans conclure sur 
l’intégrité cellulaire dans ces conditions. Toutefois, un papier récent établit un lien direct entre la 
présence d’allergène et la nécrose rapide des cellules épithéliales pulmonaires, suggérant que la mort 
cellulaire a peut-être été sous-estimée dans certaines études précédentes (Scott et al., 2018). Plus 
récemment, il a été observé que l’IL-33 extracellulaire peut être libérée en association avec les 
histones, formant ainsi des complexes de haut poids moléculaire (Travers et al., 2018). Par opposition, 
d’autres études sont en faveur d’un mécanisme actif de sécrétion, sans perte d’intégrité de la cellule 
(Kouzaki et al., 2011; Kakkar et al., 2012; Byers et al., 2013; Xia et al., 2015; Gordon et al., 2016). De 
nombreuses études identifient l’ATP extracellulaire, les récepteurs purinergiques de type P2 (P2Y ou 
P2X), les récepteurs activés par les protéases (Proteases Activated Receptor, PAR) et l’augmentation 
de calcium dans la cellule comme des facteurs impliqués dans la libération d’IL-33 (Kouzaki et al., 2011; 
Zhang et al., 2011; Kakkar et al., 2012; Snelgrove et al., 2014). Enfin, très récemment il a été observé 
que l’allergène Alternaria alternata, via une activité protéolytique endogène, dégrade les cellules 
épithéliales et ainsi déclenche leur nécrose et la libération d’IL-33 (Cayrol et al., 2018). 

In vivo, l’IL-33 soluble est retrouvée dans les extraits de lavages broncho-alvéolaires en 
présence d’allergènes ou lors d’infections virales (Kouzaki et al., 2011; Le Goffic et al., 2011), dans le 
liquide cérébro-spinal suite à un dommage du système nerveux central (Gadani et al., 2015) ou encore 
dans l’ascite péritonéal en présence d’allergènes (Phospholipase A2, PLA2) ou d’alun (Palm et al., 
2013; Rose et al., 2015). Toutefois, excepté pour la PLA2 et l’alun qui sont connus pour induire la 
nécrose des cellules, l’origine de l’IL-33 (i.e. libération passive ou active) ou l’intégrité des cellules ne 
sont pas clairement définies dans ces études. Chez l’homme, l’IL-33 soluble est retrouvée dans le 
sérum de patients atteints d’asthme, de dermatite atopique, d’arthrite rhumatoïde (également 
détectée dans le liquide synovial dans ce cas), de psoriasis, de dégénérescence maculaire ou en 
contexte tumoral ; ce dernier point sera plus largement développé en fin de ce chapitre (Raeiszadeh 
Jahromi et al., 2014; Tamagawa-Mineoka et al., 2014; Matsuyama et al., 2010; Mitsui et al., 2016; Xi et 
al., 2016; Hu et al., 2017a). 
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En conclusion, bien que les signaux induisant la libération d’IL-33 semblent relativement bien 
identifiés, les mécanismes et les voies moléculaires impliquées restent encore largement non 
identifiés. La présence d’IL-33 dans des exosomes sécrétés par les cellules infectées a également été 
rapportée (Ansari et al., 2013). En accord avec cette possibilité, plusieurs groupes ainsi que des 
observations réalisées au cours de ma thèse font l’état d’une localisation cytoplasmique sous forme de 
vésicules ou de foci d’IL-33 (Kakkar et al., 2012). A l’inverse, d’autres articles suggèrent plutôt une 
libération de la protéine directement dans le milieu extracellulaire, indépendamment des exosomes 
(Shlomovitz et al., 2019). Enfin, contrairement à l’IL-1β et l’IL-18, la libération d’IL-33 est indépendante 
des caspases 1 et 8 et donc indépendante de l’activation de l’inflammasome (Ohno et al., 2009). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16. Signaux et mécanismes induisants la libération de l’IL-33 dans le milieu extracellulaire  
L’IL-33 nucléaire peut être libérée dans le milieu extracellulaire en réponse à divers stress tels que la 
pression mécanique, la présence d’un allergène, de molécules associées à des pathogènes ou en 
réponse à des cytokines pro-inflammatoires. La libération d’IL-33 se fait par voie passive suite à la 
perte d’intégrité de la membrane plasmique en cas de dommages ou de mort cellulaires. Elle pourrait 
également se faire par voie active depuis le noyau vers le cytoplasme (épissage alternatif) ou depuis le 
cytoplasme vers le milieu extracellulaire (vésicules non conventionnelles telles que les exosomes). 
DAMPs : Danger-Associated Molecular Patterns. H2A/H2B : Histones H2A et H2B. 
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III. L’IL-33, une protéine finement régulée 
 

En accord avec son rôle pro-inflammatoire puissant, l’IL-33 est régulée par de nombreux 
phénomènes transcriptionnels et post-traductionnels qui modulent son activité biologique. 

 
1. Régulation par épissage alternatif 

 
L’IL-33 peut subir un épissage alternatif, qui peut directement affecter sa fonction (Figure 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figure 17. Epissage alternatif de l’IL-33 
Composé de 8 exons et 2 introns, l’ARN messager de l’IL-33 peut subir un épissage alternatif au niveau 
des exons 3, 4 et 5 qui génère des formes tronquées de la protéine par épissage d’un ou plusieurs 
exons. Cet épissage régule l’activité de l’IL-33. Par exemple, l’épissage de l’exon 3 induit une perte de 
la localisation nucléaire, l’épissage de l’exon 5 induit une perte d’activité biologique et l’épissage 
simultané des exons 3,4 et 5 induit une dégradation de la protéine. Par ailleurs, il existe un variant de 
l’exon 3 appelé 2E ainsi que deux promoteurs alternatifs (1a ou 1b) qui peuvent être à l’origine de 
variants protéiques de la forme complète de l’IL-33. UTR : Untranslated Transcribed Region. 
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Des formes d’IL-33 tronquées pour un exon (Δ3, Δ4 ou Δ5) ou plusieurs exons simultanément 
(Δ3,4 ; Δ4,5 ; Δ3,4,5) ont été observées, sans modification de la séquence protéique dans l’ensemble (à 
l’exception des variants Δ3 ; Δ3,4 et Δ3,4,5 où le premier acide aminé suivant l’épissage est différent). 
Ces variants d’épissage sont exprimés dans diverses lignées et cellules primaires, dans des proportions 
variables (Tsuda et al., 2012; Gordon et al., 2016). Par ailleurs, l’épissage de l’exon 3 contenant la 
séquence NLS (variant Δ3) induit une délocalisation dans le cytoplasme après transfection et une 
activation constitutive de la voie induite par l’IL-33 en tant qu’alarmine (Carriere et al., 2007; Hong et 
al., 2011). Toutefois, dans une autre étude le variant Δ3,4 plus fréquemment observé dans les 
poumons de patients asthmatiques est associé à une localisation cytoplasmique et à une forte 
inflammation de type-2 (IL-4, IL-5 et IL-13). Dans cette même étude, les variants Δ5, contenant le 
domaine IL-1, ne présentent aucune activité biologique et le variant Δ3,4,5 co-localise avec les 
autophagosomes, suggérant une dégradation par autophagie de ce dernier (Gordon et al., 2016). 
D’autres variants ont été décrits, par exemple suite à la caractérisation de variants de l’exon 1 (i.e. 1a 
et 1b) correspondants à l’expression de promoteurs alternatifs (Talabot-Ayer et al., 2009) ou encore la 
description d’un nouvel exon présent dans l’intron 2 et nommé 2E pour « Extra »  (Tominaga et al., 
2013). Toutefois, l’existence de ces variants chez l’homme ainsi que les protéines associées en 
contexte physiologique reste encore à démontrer.  

 

2. Régulation à l’échelle de la protéine 
 

Tout d’abord, l’IL-33 subit de nombreuses modifications post-traductionnelles qui contrôlent 
finement son activité biologique. Ces mécanismes ont probablement été sélectionnés au cours de 
l’évolution pour limiter une inflammation délétère, et sont résumés dans les figures 18 et 19. 

Ainsi, la séquestration de l’IL-33 dans le noyau serait un mécanisme sélectionné au cours de 
l’évolution afin de limiter son activité en tant qu’alarmine, tout en assurant un stockage de la protéine 
sous forme mature en grande quantité pour induire une réponse rapide et puissante en cas de danger. 
En accord avec cette hypothèse, la suppression du domaine NLS de l’IL-33 induit une sécrétion 
constitutive et le décès des animaux par une inflammation généralisée de multiples organes vitaux. 
L’interaction de l’IL-33 avec les histones est extrêmement forte et stable, même après induction de la 
nécrose (Travers et al., 2018). De manière intéressante, certains pathogènes sont capables de mimer 
ce processus. Par exemple, la protéine HpARI du parasite H.Polygyrus interagit directement avec l’IL-
33 d’une part et l’ADN d’autre part, limitant ainsi l’activité biologique de l’IL-33 par séquestration dans 
le noyau (Osbourn et al., 2017).  
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Figure 18. Mécanismes de régulation de la protéine IL-33 
L’activité de l’IL-33 est également régulée à l’échelle de sa forme protéique dans le noyau, dans le 
cytoplasme et dans le milieu extracellulaire. Par exemple, la protéine HpARI du pathogène H. polygyrus 
interagit directement avec l’IL-33 et la chromatine pour permettre la séquestration de l’IL-33 dans le 
noyau et ainsi limiter la surveillance immunitaire. Ces mécanismes permettent également de limiter 
une activation trop importante ou prolongée de son activité d’alarmine via l’oxydation ou l’interaction 
de l’IL-33 extracellulaire avec le récepteur soluble sST2, mécanismes qui vont in fine empêcher la 
fixation de l’IL-33 sur le récepteur ST2 membranaire. Enfin, l’IL-33 est la cible de nombreux clivages par 
des protéases qui modifient son activité biologique. Ce mécanisme sera plus largement présenté dans 
la figure suivante. 
 

Les clivages protéolytiques ciblant l’IL-33 sont nombreux (Figure 19). Ils n’ont pas lieu de 
manière systématique et concomitante, mais dépendent des protéases endogènes (issues des cellules 
épithéliales en nécrose ou des cellules immunitaires recrutées) ou exogènes présentes dans le 
microenvironnement selon le contexte inflammatoire (i.e. allergique ou infectieux) ou encore le niveau 
de dommages tissulaires. Contrairement à l’IL-1β et à l’IL-18, l’IL-33 ne nécessite pas de clivage par 
l’inflammasome et est biologiquement active sous sa forme complète (Ohno et al., 2009; Cayrol and 
Girard, 2009; Talabot-Ayer et al., 2009). Toutefois, son activité biologique peut être modulée in vitro et 
in vivo par un ensemble de clivages protéolytiques. Ainsi, le clivage de l’IL-33 dans son domaine IL-1 
par les caspases apoptotiques Caspase-3 et -7 empêche l’interaction avec ST2 et donc limite la 
propagation d’un signal de danger suite à la mort programmée de la cellule (Cayrol and Girard, 2009; 
Lüthi et al., 2009). Le clivage de l’IL-33 dans son domaine IL-1-like par la caspase-1 inhibe également 
son activité (Cayrol and Girard, 2009; Madouri et al., 2015).  

 

La présence dans son domaine central de nombreux motifs reconnus par les protéases rend 
l’IL-33 sensible au clivage par de nombreuses enzymes in vitro mais également in vivo. Par exemple, la 
cathepsine G, l’élastase et la protéinase 3 produites par les neutrophiles activés clivent l’IL-33 dans 
son domaine central, produisant ainsi une forme tronquée d’activité biologique fortement accrue 
(Hayakawa et al., 2009; Scott et al., 2018; Lefrançais et al., 2012). Par ailleurs, les protéases issues des 
mastocytes activés telles la chymase ou la tryptase sont capables de cliver l’IL-33, pouvant ainsi 
potentialiser l’expansion des ILC2 et des éosinophiles en contexte allergique (Lefrançais et al., 2014). 
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Toutefois, une autre étude rapporte que le clivage d’IL-33 par la chymase diminuerait l’intensité de la 
réponse allergique (Roy et al., 2014). Ces résultats d’apparence contradictoire peuvent s’expliquer par 
l’importance de la structure tri-dimensionnelle des protéines pour réguler l’accessibilité de certains 
sites de clivage. En effet, l’IL-33 complète peut présenter des sites protéolytiques différents de l’IL-33 
issue d’un premier clivage et tronquée. Ainsi, il est envisageable qu’une même protéase puisse cliver 
l’IL-33 à différents sites, avec des effets opposés sur son activité biologique. En accord avec cette 
hypothèse, il a été observé qu’une incubation courte de l’IL-33 avec la protéinase 3 clive l’IL-33 en 
deux fragments et potentialise son activité, tandis qu’une incubation longue génère une multitude de 
fragments dépourvus d’activité biologique (Bae et al., 2012). La calpaïne, protéase intracellulaire dont 
l’activité dépend du calcium, est également capable de cliver l’IL-33 en une forme biologiquement plus 
active. Cette protéase est libérée par nécrose des cellules épithéliales en présence d’un allergène, et 
ce de manière concomitante avec le calcium intracellulaire, précédemment identifié comme un des 
signaux induisant la libération d’IL-33 (Hayakawa et al., 2009; Scott et al., 2018). Enfin, en contexte 
allergique, l’allergène Alternaria alternata clive également directement l’IL-33 (30kDa) libérée par les 
cellules en nécrose, générant ainsi des formes de 18, 20, 22 à 23 kDa environ qui seraient jusqu’à 60 
fois plus actives respectivement (Scott et al., 2018; Cayrol et al., 2018). Ce mécanisme est conservé au 
cours de l’évolution car observé en réponse à de nombreux allergènes environnementaux issus de 
moisissures, d’acariens, d’insectes, de plantes ou de bactéries (Cayrol et al., 2018). Ces études 
identifient donc le domaine central de l’IL-33 comme un capteur endogène de la présence 
d’allergènes, de dommages tissulaires et de pathogènes, pour induire une réponse immunitaire 
immédiate et nécessaire au retour à l’homéostasie. In vivo, des formes d’IL-33 tronquée de poids 
moléculaires similaires ont été identifiées dans le sérum de patients atteints de pathologies 
inflammatoires de l’intestin ou d’insuffisances cardiaques chroniques (Pastorelli et al., 2010; Zhang et 
al., 2012a).  

Par ailleurs, comme évoqué précédemment, l’IL-33 s’oxyde très rapidement dans le milieu 
extracellulaire, induisant d’importants changements conformationnels tels que la formation de ponts 
disulfures qui empêchent son interaction avec ST2 (Cohen et al., 2015). Il a également été rapporté 
que l’IL-33 sérique serait biologiquement inactive bien que le mécanisme responsable de cette 
inactivation n’ait pas clairement été identifié (Dreis et al., 2019).  

Enfin, le variant soluble de ST2 (sST2) fixe et neutralise l’IL-33 extracellulaire, régulant son 
activité et l’inflammation associée dans de nombreuses pathologies (Hayakawa et al., 2007; Sanada et 
al., 2007; Chen et al., 2015). Ce point sera plus largement abordé dans le paragraphe consacré au rôle 
physiopathologique de l’axe IL-33/ST2. De manière intéressante, l’IL-33 extracellulaire peut induire 
l’expression et la libération de sST2, régulant ainsi sa propre activité (Lécart et al., 2002; Bandara et al., 
2015). Ainsi, il a été suggéré que le niveau de sST2 sérique puisse être utilisé comme un marqueur 
d’activation de la voie IL-33/ST2 (Shao et al., 2014; Bandara et al., 2015). Le co-récepteur IL-1RAcP 
peut également être sécrété sous forme soluble, augmentant ainsi la stabilité et l’activité de sST2 
(Palmer et al., 2008).  
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Figure 19. Régulation de l’activité d’alarmine de l’IL-33 par les protéases  
L’IL-33 est active sous sa forme complète. Toutefois, elle contient dans sa séquence protéique de 
nombreux sites de clivages par diverses protéases qui régulent son activité. Ainsi, le domaine IL-1-like 
contient des sites de clivage par les caspases (1, 3 et 7) et le clivage par les caspases apoptotiques (3 et 
7) induit une perte d’activité. Par ailleurs, le domaine central contient de nombreux sites de clivage par 
les protéases inflammatoires (cathépsine G, elastase, chymase, tryptase) sécrétées par les cellules 
immunitaires activées ce qui conduit à la potentialisation de son activité biologique. Enfin, les 
allergènes (issus d’acariens, de plantes, de bactéries ou encore d’insectes) peuvent directement cliver 
l’IL-33 grâce à leur activité endogène de protéase et ce mécanisme agit comme un système de 
détection de la présence d’allergène, induisant ainsi une puissante réponse immunitaire. 
 

 

IV. Fonctions biologiques de l’axe IL-33/ST2 
 

1. L’IL-33 en tant que facteur nucléaire  
 

Séquestrée dans le noyau à l’état d’homéostasie, l’IL-33 interagit directement avec la 
chromatine, via l’interaction entre son domaine de liaison à la chromatine (CBD) et les hétérodimères 
d’histones H2A/H2B (Carriere et al., 2007; Roussel et al., 2008; Travers et al., 2018). Cette 
caractéristique la distingue de l’IL-1α qui se lie directement à l’ADN plutôt qu’aux histones (Bertheloot 
and Latz, 2017). Il a été alternativement suggéré que l’IL-33 s’associe préférentiellement avec 
l’hétérochromatine ou à l’euchromatine  (Kakkar et al., 2012; Carriere et al., 2007; Travers et al., 
2018). Ainsi, il est difficile à ce jour de savoir si l’IL-33 se fixe de manière non spécifique à la 
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chromatine ou au contraire régule l’expression de gènes cibles précis. Bien que certaines études 
associent l’expression d’IL-33 nucléaire à une répression de la transcription, l’analyse transcriptomique 
de cellules épithéliales transfectées pour surexprimer l’IL-33 nucléaire ne montre pas de changement 
majeur dans le profil d’expression à l’état d’homéostasie (Travers et al., 2018). En accord avec cette 
observation, le profil protéomique de cellules endothéliales primaires n’est pas modifié suite à la perte 
d’expression d’IL-33 nucléaire par l’utilisation d’ARN interférants (siRNA) (Gautier et al., 2016). 
Toutefois, il n’est pas exclu que l’IL-33 ait un impact sur la transcription de certains gènes cibles en 
conditions inflammatoires. En effet, l’IL-33 nucléaire interagit directement avec le facteur de 
transcription pro-inflammatoire NF-κB, empêchant ainsi l’activation des gènes cibles de l’inflammation 
tels que IκBa, Tnf-α ou c-Rel (Ali et al., 2011). Par ailleurs, une étude a démontré par précipitation de 
la chromatine (ChIP) que l’IL-33 nucléaire se fixe directement sur le promoteur du gène codant l’IL-6 
bloquant ainsi sa production et sur le promoteur du gène ST2 inhibant ainsi l’expression du variant 
sST2 (Shao et al., 2014). A l’inverse, l’IL-33 serait capable de se fixer sur le promoteur du gène codant 
l’IL-13 pour induire sa transcription (Ni et al., 2015). Enfin, l’IL-33 participerait également à la fixation 
du facteur de transcription GATA3 dans le promoteur du gène Foxp3, maintenant ainsi son expression 
dans les Tregs de l’intestin (Schiering et al., 2014). Le rôle nucléaire de l’IL-33 est donc complexe et 
sujet à des résultats parfois contradictoires. 

 
2. L’IL-33, une alarmine pléiotrope 

 
Historiquement, l’IL-33 a été identifiée comme un puissant régulateur des cellules immunitaires 

impliquées dans la réponse de type-2 qui expriment le récepteur ST2 de manière constitutive. 
Toutefois, bien plus tardivement, un ensemble d’étude ont permis de démontrer que, dans certains 
contextes pathologiques, l’IL-33 régule également l’activité de cellules immunitaires de type-1, 
notamment sous l’influence d’un environnement cytokinique spécifique. Les fonctions de l’IL-33 en 
tant qu’alarmine extracellulaire sont présentées dans cette partie. 

 
 

2.1  Expression du récepteur ST2 
 

Le gène codant ST2, IL1RL1, est localisé sur le chromosome 2 en position 2q12.1 chez l’Homme 
et sur le chromosome 1 en position 19.19cM chez la souris (Tominaga, 1989; Dale and Nicklin, 1999). 
La protéine ST2 existe sous 3 isoformes chez l’Homme : une forme entière membranaire (ST2L), une 
forme soluble sST2 transcrite à partir d’un promoteur alternatif et une forme tronquée membranaire 
(ST2V) issue d’un épissage alternatif dans la région C-terminale partiellement définis à ce jour (Li et al., 
2000; Hayakawa et al., 2007; Tago et al., 2001) (Figure 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20. Le récepteur ST2/IL1RL1 : du gène aux différentes formes protéiques 
Le gène du récepteur ST2/IL1RL1 se trouve sur le chromosome 2 chez l’homme et est constitué de 11 
exons. Son expression est sous le contrôle de deux promoteurs : un promoteur distal (1a), qui est à 
l’origine de la forme transmembranaire longue (ST2L) du récepteur et un promoteur proximal (1b) qui 
est à l’origine de la forme tronquée soluble (sST2). Il existe également un variant appelé ST2V issu du 
promoteur distal et d’un épissage alternatif au niveau de la région C-terminale qui forme une protéine 
transmembranaire tronquée qui n’induit pas de signalisation.  
 

 

Le récepteur ST2 est fortement exprimé de manière constitutive par un ensemble de cellules 
immunitaires, avec des niveaux élevés détectés dans les mastocytes (Moritz et al., 1998), les 
basophiles (Suzukawa et al., 2008a; Pecaric-Petkovic et al., 2009), les éosinophiles (Cherry et al., 2008; 
Suzukawa et al., 2008b; Stolarski et al., 2010), les neutrophiles (Alves-Filho et al., 2010), les ILC2 (Neill 
et al., 2010), les LTh2 (Yanagisawa et al., 1997; Löhning et al., 1998), et des niveaux plus faibles ou 
hétérogènes dans les DCs (Rank et al., 2009), les NKT (Bourgeois et al., 2009), certains Tregs infiltrant 
les tissus (Schiering et al., 2014; Vasanthakumar et al., 2015), les cellules de la microglie (Cao et al., 
2018) et les lymphocytes innés B1 (Komai-Koma et al., 2011). ST2 a longtemps été utilisé comme 
marqueur spécifique des LTh2, et est aujourd’hui utilisé pour distinguer les ILC2 des autres 
lymphocytes innés (Xu et al., 1998; Spits et al., 2013). Cette expression constitutive peut être 
augmentée en réponse à divers stimuli tels que l’IL-4 et l’IL-5 via STAT-5 et GATA3 pour les 
LTh2 (Kumar et al., 1997); l’IL-2 ou la rapamycine pour les DCs (Smithgall et al., 2008; Turnquist et al., 
2008, 2010) ; l’IL-12 via T-bet pour les NKT (Smithgall et al., 2008) ; l’IL-2 ou l’IFN-γ pour les Tregs 
(Matta and Turnquist, 2016; Li et al., 2019a). Enfin, l’IL-33 peut elle-même potentialiser l’expression de 
son propre récepteur à la surface des basophiles et des lymphocytes B1 (Suzukawa et al., 2008b; 
Komai-Koma et al., 2011). 
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L’expression de ST2 peut également être induite à la surface d’autres cellules immunitaires, en 
réponse à divers signaux de danger ou pro-inflammatoires. En effet, elle peut être induite à la surface 
des macrophages activés par le LPS, l’IL-1β, l’IL-6 ou le TNF-α (Oshikawa et al., 2002; Brint et al., 2004; 
Ohno et al., 2011), à la surface des LT CD8+ cultivés in vitro en conditions de différenciation de type 
Tc1 (combinaison d’IL-2, d’IL-12 et d’anti-IL-4) ou Tc17 (combinaison d’IL-23, d’IL-6, de TGF-β, d’anti-
IFN-γ et d’anti-IL-4) ou en conditions de privation de nutriments (Yang et al., 2011; Dreis et al., 2019). 
L’expression de ST2 peut également être acquise à la surface des LTc1 (Yang et al., 2011) et des LTh1 
(Smithgall et al., 2008; Blom and Poulsen, 2012) polarisés in vitro, des LTc1 (Bonilla et al., 2012) et des 
LTh1 (Baumann et al., 2015) in vivo en contextes viraux ou des cellules NK en réponse à une activation 
in vitro par l’IL-12 (Smithgall et al., 2008; Bourgeois et al., 2009) ou par le TNF-α (Qi et al., 2020). De 
manière générale, l’expression induite de ST2 sur les LT de type-1 et les cellules NK est plus faible que 
sur les cellules de type-2, transitoire et semble en partie dépendante de l’activation des facteurs de 
transcription T-bet et STAT-4 (Yang et al., 2011; Baumann et al., 2015). Une sous-population de LTh17 
peut également acquérir l’expression de ST2 en contexte inflammatoire (Pascual-Reguant et al., 2017).  

En outre, l’expression de ST2 a été rapportée sur certaines cellules non hématopoïétiques 
telles que les fibroblastes en réponse à des facteurs de croissance, les cellules endothéliales en 
prolifération, certaines cellules épithéliales, les cellules gliales, les ostéoblastes ou encore les 
cardiomyocytes (Tominaga, 1989; Werenskiold et al., 1989; Oshikawa et al., 2002; Aoki et al., 2010; 
Pastorelli et al., 2010; Cao et al., 2018; Schulze et al., 2011; Weinberg et al., 2002). De manière 
intéressante, l’expression de ST2 sur les cardiomyocytes peut être induite par une pression mécanique 
mimant leur contraction (Weinberg et al., 2002). 

 
 

2.2 Voies de signalisation en aval de ST2 
 
 

Identifiée comme tel en 2005, l’IL-33 est à ce jour le ligand unique de ST2 (Schmitz et al., 
2005). L’interaction d’IL-33 avec ST2 permet l’activation des nombreuses voies de signalisation 
présentées dans ce paragraphe et dans la figure 21. 

Suite à son interaction avec l’IL-33, ST2 se dimérise avec IL-1RAcP pour induire le recrutement 
de la protéine adaptatrice MyD88, qui elle-même recrute les kinases IRAK1/IRAK4/TRAF6 pour activer 
les voies de signalisation NF-KB (p65/p50), p38 et JNK (MAPK) d’une part et recrute également les 
kinases MEK1/2 pour activer ERK1/2 (MAPK) d’autre part (Palmer and Gabay, 2011). L’IL-33 induit 
également l’activation de la voie des PI3kinases (PI3K) qui induit l’activation de la voie mTOR (S6) 
(Salmond et al., 2012). Le corécepteur IL-1RAcP est absolument essentiel à l’activation de ces voies de 
signalisation (Palmer et al., 2008; Schmitz et al., 2005; Choi et al., 2012; Salmond et al., 2012). La 
surexpression de ST2 in vitro bloque l’activation de MyD88 en aval d’autres récepteurs comme IL-1R1 
ou des TLR (TLR2, 4 et 9), diminuant ainsi l’inflammation induite en réponse aux ligands activateurs de 
ces voies (Brint et al., 2004). Toutefois, in vivo l’activation de l’axe IL-33/ST2 potentialise la réponse des 
macrophages après activation par le LPS (Espinassous et al., 2009; Ohno et al., 2011). Enfin, l’induction 
de ST2 sur les cardiomyocytes suite à une contrainte mécanique intense limite également leur 
hypertrophie via une inhibition compétitive au niveau de la voie NF-κB (Sanada et al., 2007).  
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Figure 21. Voies de signalisation induites par l’axe IL-33/ST2 
L’interaction de l’IL-33 avec ST2 permet le recrutement de la chaine accessoire IL-1RAcP qui est 
nécessaire à la transduction du signal via le recrutement de l’adaptateur MyD88 responsable de 
l’activation des voies de signalisation MAPK (ERK, p38 et JNK), NF-κB et mTOR en aval. 
 
 
 

De nombreuses cellules expriment le récepteur ST2, de manière constitutive ou inductible, et 
sont présentes dans les tissus exprimant fortement l’IL-33. L’axe IL-33/ST2 régule ainsi de nombreuses 
fonctions biologiques d’une grande diversité de cellules immunitaires essentiellement. Ces fonctions 
régulatrices sont représentées dans la figure 22. 
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Figure 22.  L’IL-33, une alarmine pléiotrope régulant la fonction des cellules immunitaires 
En tant que cytokine, l’IL-33 est extrêmement pléiotrope et peut activer une multitude de cellules 
immunitaires, tant innées que adaptatives, de type-1 ou de type-2 et qui peuvent transmettre des 
signaux pro- ou anti-inflammatoires. L’issue de la réponse immunitaire induite par l’IL-33 dépend donc 
largement du contexte cellulaire et cytokinique dans laquelle elle évolue. Toutefois, les cellules qui 
expriment le récepteur ST2 de manière constitutive (cellules de type-2, Tregs, NKT) n’ont pas 
nécessairement besoin de la présence d’un autre signal pour répondre à l’IL-33. En revanche, pour les 
autres cellules, la présence de co-signaux semble nécessaire pour induire l’expression de ST2 et donc la 
sensibilité à l’IL-33. Certains de ces co-signaux tels que l’IL-12, le TNF-α ou encore l’IFN-α ont été 
identifiés. MPO : Myéloperoxydase, AREG : Amphiregulin, TSLP : Thymic Stromal Lymphopoietin 
 
 

2.3 Activation des cellules immunitaires de type-2 
 

Les cellules immunitaires de type-2 expriment ST2 de manière constitutive et sont donc 
sensibles à la présence d’IL-33 dans le milieu extracellulaire.  

En tant que cellules innées résidentes des tissus et chargées de nombreux médiateurs solubles 
pro-inflammatoires, les mastocytes constituent l’une des premières lignes de défense en présence 
d’un signal de danger. Ainsi, l’activation des mastocytes par l’IL-33 induit la production de cytokines 
telles que l’IL-5, l’IL-6, l’IL-13, le TNF-α, le GM-CSF ou l’IL-3 ; mais également de chimiokines telles que 



 

88 

 

l’IL-8, CCL5 ou CCL2 (Ho et al., 2007; Allakhverdi et al., 2007; Iikura et al., 2007; Silver et al., 2010; 
Enoksson et al., 2011; Andrade et al., 2011; Sabatino et al., 2012). De manière intéressante, cette 
activation par l’IL-33 est indépendante de la reconnaissance des IgE par les récepteurs FcεRI, et 
intervient ainsi dès la phase précoce de ces réponses immunitaires. En accord avec cette observation, 
l’IL-33 seule n’induit pas la dégranulation des mastocytes (Ho et al., 2007; Moulin et al., 2007; Andrade 
et al., 2011; Iikura et al., 2007). Certaines études rapportent qu’elle synergise avec la voie FcεRI/IgE 
pour augmenter la libération de granules et de médiateurs solubles tels que l’histamine ou la 
prostaglandine D2 ; tandis que d’autres groupes rapportent une absence de synergie entre ces deux 
voies (Moulin et al., 2007; Silver et al., 2010; Joulia et al., 2017; Iikura et al., 2007; Allakhverdi et al., 
2007; Ho et al., 2007; Andrade et al., 2011). L’IL-33 favorise également la différenciation des 
progéniteurs des mastocytes (Hepworth et al., 2012) ainsi que la survie, la prolifération ainsi que 
l’adhérence des mastocytes matures (Allakhverdi et al., 2007; Iikura et al., 2007; Wang et al., 2014a; 
Saluja et al., 2014). Enfin, en augmentant la production de protéases par les mastocytes (tryptase, 
chymase), l’IL-33 peut indirectement réguler sa propre activité biologique en favorisant les clivages 
protéolytiques dans son domaine central (Maywald et al., 2015). Enfin, contrairement aux mécanismes 
présentés ci-dessus, il a été suggéré que la stimulation prolongée in vitro avec de fortes concentrations 
d’IL-33, pouvant mimer une exposition chronique à un allergène, induit une hyporéactivité des 
mastocytes, et pourrait constituer l’un des mécanismes moléculaires impliqués dans la 
désensibilisation (Jung et al., 2013). 

Les basophiles sont également indirectement et directement impactés par la présence d’IL-33. 
Ainsi ils sont rapidement recrutés et activés par les médiateurs solubles produits au site de 
l’inflammation et précédemment décrits. Par ailleurs, l’IL-33 augmente directement leur expression de 
CD11b et leur production de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-4, IL-13, IL-5, IL-6 et IL-9 
(Suzukawa et al., 2008b; Kondo et al., 2008). En réponse à l’IL-33, les basophiles produisent plus d’IL-4 
et d’IL-13 que les mastocytes (Kondo et al., 2008). Comme pour les mastocytes, l’IL-33 seule n’induit 
pas leur dégranulation mais potentialise la réponse médiée par l’axe FcεRI/IgE (Suzukawa 2008, Silver 
2010, Fux 2014). Elle agit également en synergie avec l’IL-3 pour activer les basophiles, en partie via 
l’augmentation de ST2 à leur surface (Suzukawa et al., 2008b; Pecaric-Petkovic et al., 2009; Blom et al., 
2011). En outre, les basophiles activés peuvent agir comme cellules présentatrices d’antigène pour 
activer la différentiation des LTh2, et ce de manière accrue en présence d’IL-33 (Yoshimoto et al., 
2009).  

 
L’IL-33 agit également sur les éosinophiles, permettant ainsi leur recrutement, leur 

maturation, leur survie et leur prolifération. Elle permet également leur activation et leur adhérence 
au niveau du site d’inflammation. Aux stades précoces de l’inflammation, l’IL-33 régule indirectement 
les éosinophiles à travers la production d’IL-5 par les LTh2 et d’IL-3, d’IL-5, de GM-CSF, de TNF-α, d’IL-8 
et de CCL5 par les mastocytes (Sanderson, 1992; Levi-Schaffer et al., 1998; Lampinen et al., 1999; 
Shakoory et al., 2004). Une fois recrutés depuis les vaisseaux sur le site d’inflammation, l’expression 
constitutive de ST2 à leur surface les rend directement sensibles à l’IL-33 qui est nécessaire à leur 
migration et à leur survie au niveau des poumons. En accord avec le rôle majeur de l’IL-33 sur les 
éosinophiles, une analyse transcriptomique a permis d’identifier plus de 500 gènes différentiellement 
exprimés dans ces cellules en réponse à l’IL-33 (Wen et al., 2013; Bouffi et al., 2013). En effet, 
l’activation des éosinophiles par l’IL-33 induit une augmentation des molécules d’adhérence ICAM-1 et 
CD11b, de la protéine anti-apoptotique Bcl-xl et potentialise leur sécrétion d’IL-6, IL-4, IL-13, CXCL8, 
CCL2 et GM-CSF (Suzukawa et al., 2008b; Chow et al., 2010; Bouffi et al., 2013; Willebrand and 
Voehringer, 2016). Ainsi, l’IL-33 est un activateur très puissant des éosinophiles, et peut induire jusqu’à 
10 fois l’effet de l’IL-4 sur l’expression de gènes pro-inflammatoires (Bouffi et al., 2013). Ces cytokines 
agissent de manière autocrine mais également paracrine pour induire le recrutement et la 
différenciation des macrophages, des LTh2 ou des neutrophiles (Jacobsen et al., 2015; Stolarski et al., 
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2010). L’IL-33 est également un puissant inducteur de la dégranulation et de la libération de 
superoxydes par les éosinophiles (Cherry et al., 2008). Enfin, les éosinophiles recrutés et activés au 
niveau du site de l’inflammation produisent également de l’eotaxine, chimio-attractant qui permet le 
recrutement d’autres cellules effectrices telles que les basophiles, les mastocytes, les LTh2 ou les 
éosinophiles eux-mêmes (Uguccioni et al., 1997; Romagnani et al., 1999; Sallusto et al., 1997; Kitaura 
et al., 1996; Stolarski et al., 2010). En activant les neutrophiles, l’IL-33 induit également la formation 
de NETs (Neutrophil Extracellular Traps), libérant ainsi de nombreux facteurs pro-inflammatoires tels 
que l’IL-6, le TNF-α ou encore la myélopéroxydase MPO (Windt et al., 2016). 
 
 A l’exception des neutrophiles, il a été observé que l’IL-33 sécrétée par les ostéoblastes dans la 
moëlle osseuse favorise directement la différenciation des progéniteurs myéloïdes CD34+ en 
éosinophiles, basophiles et macrophages (Schulze et al., 2011; Johnston et al., 2016).  

 
Historiquement, l’IL-33 a été identifiée comme un puissant inducteur de la production de 

cytokines de type-2 telles que l’IL-4, l’IL-5, l’IL-13, d’IL-9 par les LTh2. Leur différenciation étant induite 
par les cellules innées, ils agissent en seconde ligne de la réponse immunitaire en permettant la 
production d’IgE par les LB ainsi que le recrutement, la maturation et l’activation de cellules effectrices 
telles que les mastocytes, les éosinophiles et les basophiles (Xu et al., 1998; Barnes, 2011). L’IL-33 
induit également leur sécrétion d’IL-31 qui recrute les éosinophiles (Wong et al., 2012; Zhang et al., 
2008). L’IL-33 favorise aussi indirectement la différenciation des LTh2 en limitant la production d’IL-12 
par les DCs (Rank et al., 2009; Besnard et al., 2011). Enfin, au-delà de son rôle activateur, il a été 
observé que l’IL-33 agit comme un puissant chimio-attractant des LTh2 in vitro et in vivo, facilitant 
ainsi leur recrutement au niveau des tissus inflammés (Komai-Koma et al., 2007).  

Les ILC2 sont également une source importante d’IL-5, d’IL-13 et d’IL-6 en réponse à l’IL-33 (Moro et 
al., 2010; Neill et al., 2010; Price et al., 2010; Monticelli et al., 2011). Ces cytokines peuvent favoriser 
un environnement immunosuppresseur, en induisant la différenciation des macrophages de type M2 
capables d’activer les Tregs producteurs d’IL-10, mais également en recrutant des neutrophiles 
immunorégulateurs producteurs de molécules immunosuppressives telles que l’arginase-1 (Kurowska-
Stolarska et al., 2009; Besnard et al., 2015; Liang et al., 2019). Au-delà de leur activation, l’IL-33 est 
nécessaire au développement et à l’expansion des ILC2, probablement via un mécanisme dépendant 
du TGF-β qui augmente l’expression de ST2 sur leur progéniteurs (Hoyler et al., 2012; Wong et al., 
2012; Wang et al., 2020). Dans ce contexte, il a été récemment montré que l’IL-33 favorise la 
génération d'ILC2 inflammatoires (Flamar et al., 2020).  

Par ailleurs, l’activation des lymphocytes B innés de type B1 par l’IL-33 augmente leur 
sécrétion d’IL-5, d’IL-13 mais également d’anticorps de type IgM dirigés contre des antigènes exogènes 
ou auto-réactifs. Ces médiateurs solubles induisent la sur-activation des cellules effectrices telles que 
les mastocytes, les éosinophiles ou les basophiles ainsi que l’activation de la voie du complément 
(Komai-Koma et al., 2011; Xu et al., 2010; Miller et al., 2008). 

Enfin, en favorisant une réponse de type-2, l’IL-33 exerce également un effet antagoniste sur 
la réponse de type-1 (Xu et al., 1998; Rostan et al., 2013; Piehler et al., 2013). En accord avec ceci, le 
blocage de ST2 induit une réponse immunitaire de type-1 et bloque l’inflammation de type allergique 
(Xu et al., 1998; Coyle et al., 1999). 
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2.4 Régulation des cellules immunitaires de type-1 

 
Plus tardivement, il a été suggéré que l’IL-33 joue un rôle pléiotrope en régulant également 

des réponses immunitaires de type-1 et notamment la réponse anti-virale. En effet, la présence d’IL-33 
lors de la polarisation in vitro de LT CD4+ humains induit la production d’IL-4 et d’IL-13, mais également 
d’IFN-γ, suggérant ainsi la différenciation et l’activation concomitante de  LTh1 (Smithgall et al., 2008; 
Blom and Poulsen, 2012). In vivo, il a été observé qu’en contexte d’infection par LCMV, une sous-
population de LT CD4+ exprime ST2 et produit de l’IFN-γ, de l’IL-2 et du TNF-α. Dans ce modèle, la 
déplétion de ST2 sur les LT CD4+ spécifiquement dirigés contre le virus empêche leur expansion in vivo 
et la production de cytokines de type-1, diminuant ainsi la réponse anti-virale (Baumann et al., 2015). 
Par ailleurs, l’étude de l’expression génique dans des cellules issues de rates de souris infectées par 
LCMV a permis d’identifier l’IL-33 et ST2 parmi les gènes les plus fortement induits par rapport aux 
contrôles non infectés. Dans ce modèle, la présence du virus induit d’une part la libération d’IL-33 par 
les FRC, cellules stromales des OLS ciblées par LCMV et d’autre part l’expression de ST2 sur une sous-
population de LT CD8+ (20%) spécifiquement dirigés contre le virus et qui répondent à l’IL-33 par une 
augmentation de leur survie (Bcl-2) et l’activation de leurs fonctions cytotoxiques (GrzB, CD107) et 
sécrétrices (IFN-γ, IL-2, TNF-α). De manière corolaire, le blocage de l’axe IL-33/ST2 empêche leur 
différentiation et les souris déficientes pour l’expression de ST2 sont caractérisées par une virémie 
élevée et une persistance virale (Bonilla et al., 2012). Ainsi, cette étude met en évidence pour la 
première fois l’existence de LT CD8+ exprimant ST2 et capables de répondre à l’IL-33 pour induire une 
réponse anti-virale spécifique. De manière intéressante, ce mécanisme est observé uniquement en 
présence de virus transcriptionnellement actif et d’une charge virale basale élevée. Il a donc été 
suggéré que la réplication virale dans les FRC induit un signal de danger voire une nécrose responsable 
de la libération d’IL-33. Toutefois, il n’est pas clairement établi si les cellules qui libèrent l’alarmine 
doivent nécessairement être infectées, ni si la sécrétion d’IL-33 se fait par voie active ou passive par 
mort cellulaire. Dans une autre étude, l’IL-33 agit comme adjuvant dans un contexte de vaccination et 
favorise la mise en place d’une réponse immunitaire anti-virale spécifique médiée par les LT CD4+ et 
CD8+ (Villarreal et al., 2014).  Par ailleurs, en contexte de greffe il a été observé que l’IL-33 active à la 
fois les LT CD4+ et les LT CD8+ allo-réactifs du donneur qui acquièrent l’expression de ST2 et produisent 
de l’IFN-γ. Dans ce modèle, la libération d’IL-33 est probablement induite par la destruction des 
cellules épithéliales au niveau des muqueuses lors des phases précoces de la GvHD (Reichenbach et al., 
2015). Enfin, de manière intéressante, l’inhibition de la voie mTOR par la rapamycine ou le manque de 
nutriment bloque la prolifération et l’activité cytotoxique des LT CD8+ en réponse à l’IL-33 et induit un 
profil régulateur CD8low  GrzBlow CD107alow  T-betlow GATA3+ FoxP3+  (Liang et al., 2017; Dreis et al., 
2019). 

2.5 Régulation des cellules NK et NKT 
 

Il a également été rapporté que les cellules NK produisent de grandes quantités d’IFN-γ en 
réponse à l’IL-33, uniquement lorsque celle-ci est combinée à l’IL-12 ou l’IL-23, constituant ainsi l’une 
des premières évidences que l’IL-33 jouerait également un rôle dans la régulation des réponses de 
type-1 (Smithgall et al., 2008; Bourgeois et al., 2009). Ces résultats suggèrent que l’activité biologique 
de l’IL-33 sur les cellules de type-1 peut être largement modulée par le contexte cytokinique, 
soulignant ainsi une similitude de l’IL-33 avec l’IL-18. Ces résultats ont par la suite été confirmés par 
d’autres groupes chez la souris (Kearley et al., 2015) puis chez l’homme où il a été démontré que l’IL-
33, lorsqu’elle est combinée à l’IL-12, agit sur la production d’IFN-γ et de TNF-α par les cellules NK en 
activant la voie des MAPK (p38) (Ochayon et al., 2020). La réponse des cellules NK circulantes 
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nécessite l’induction de l’expression de l’ARNm codant ST2, notamment en réponse à IL-12 (Smithgall 
et al., 2008). Toutefois, bien qu’elles répondent à l’IL-33, l’expression protéique de ST2 à la surface des 
cellules NK humaines n’a encore jamais été démontrée à ce jour (Smithgall et al., 2008; Ochayon et al., 
2020). Les bases moléculaires de l’expression de ST2 et de l’activation des cellules NK par l’IL-33, ainsi 
que les conséquences de cette activation sur leurs fonctions cytotoxiques et sécrétrices in vitro et in 
vivo demeurent donc peu explorées à ce jour. Le rôle de l’axe IL-33/ST2 sur l’activité des cellules NK en 
contexte tumoral sera discuté dans la suite de ce manuscrit. 

Enfin, exprimant ST2 de manière constitutive, les cellules NKT sont également sensibles à l’IL-
33 qui potentialise leur expansion et leur activation in vitro et in vivo. De manière intéressante, l’IL-33 
active à la fois la production d’IL-4 et d’IFN-γ par les cellules NKT. Comme pour les cellules NK, l’effet 
de l’IL-33 sur la production d’IFN-γ par les cellules NKT est potentialisé en présence d’IL-12 (Smithgall 
et al., 2008; Bourgeois et al., 2009).  

 
2.6 Régulation des lymphocytes Th17 

 
Un faisceau d’arguments indique à ce jour que l’IL-33 régule également la réponse de type 

Th17. Tout d’abord, l’IL-33 est impliquée de manière indirecte dans la différenciation Th17, en 
stimulant la production d’IL-6 et d’IL-1β, par les mastocytes (Cho et al., 2012) ou les DCs (Park et al., 
2017), responsables de la différenciation de lymphocytes Th17 in vivo. Par ailleurs, des corrélations 
positives ont été observées entre les concentrations sériques d’IL-33, d’IL-4, d’IL-17A, la présence 
d’autoanticorps et de marqueurs d’atteinte hépatique chez des patients atteints d’une pathologie 
auto-immune du foie (Liang et al., 2018). Une corrélation a également été observée entre les 
concentrations sériques d’IL-33 et d’IL-17A chez des patients atteints d’asthme et de rhinites d’origine 
allergique (Vocca et al., 2015). Dans des modèles murins de pathologies auto-immunes, la 
neutralisation de l’axe IL-33/ST2 induit une diminution de la concentration sérique d’IL-17A associée à 
une amélioration des paramètres cliniques, sans toutefois démontrer un rôle direct de l’IL-33 dans ces 
processus (Xu et al., 2008). Par ailleurs, plusieurs études ont rapporté l’existence de cellules Th17 ST2+ 
in vivo au niveau des muqueuses nasales et intestinales (Lam et al., 2016; Pascual-Reguant et al., 
2017). Dans la muqueuse nasale, l’IL-33 agit directement sur les lymphocytes Th17 ST2+ pour induire 
leur trans-différenciation en LTh2 producteurs d’IL-5 et d’IL-13, responsables du développement de 
rhinites chroniques (Lam et al., 2016). Dans la muqueuse intestinale, l’IL-33 inhibe la production de 
cytokines pro-inflammatoires (IL-17, IFN-γ, TNF-α) par les Th17 ST2+ et favorise leur différentiation en 
Th17 régulateurs producteurs d’IL-10 (Pascual-Reguant et al., 2017). Dans ces études, l’IL-33 agit au 
contraire plutôt comme un frein de la réponse Th17. Ainsi, son rôle sur la régulation de la réponse 
Th17 semble duel et largement dépendant du contexte cellulaire et physiopathologique.  

 
2.7 IL-33 et lymphocytes T régulateurs 

 
Une littérature récente et abondante démontre que l’IL-33 agit également sur les Tregs. Tout 

d’abord l’IL-33 favorise indirectement l’accumulation et la prolifération des Tregs, d’une part via la 
production d’IL-2 par les mastocytes (Morita et al., 2015) et d’autre part via l’IDO et le TGF-β sécrétés 
par les DCs CD103+ activées (Duan et al., 2012). Par ailleurs, l’IL-33 favorise leur expansion et leur 
survie via l’activation des ILC2 ICOS-L+ capables d’interagir avec les Tregs ICOS+ résidents des tissus 
(Molofsky et al., 2015; Smigiel et al., 2014) mais également en favorisant la polarisation des 
macrophages de type M2 sécréteurs d’IL-10 (Nascimento et al., 2017).  
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Par ailleurs, de nombreuses études ont récemment rapporté l’existence d’une population de 
Tregs exprimant ST2 de manière constitutive, observée dans le thymus et la rate (Matta et al., 2014; 
Turnquist et al., 2011) mais également dans les tissus non lymphoïdes tels que le côlon et les intestins 
(Pastille et al., 2019; Schiering et al., 2014), les poumons (Arpaia et al., 2015) ou encore les muscles 
(Burzyn et al., 2013; Kuswanto et al., 2016) et enfin particulièrement enrichie dans le tissu adipeux 
viscéral (Visceral Adipose Tissue, VAT) (Kolodin et al., 2015; Molofsky et al., 2015; Vasanthakumar et 
al., 2015). Ainsi, l’IL-33 induit directement leur prolifération, de manière supérieure et indépendante 
de l’IL-2 et est nécessaire à leur maintien et leur fonctionnalité in vivo (Schiering et al., 2014; 
Vasanthakumar et al., 2015; Alvarez et al., 2019a). Dans le tissu adipeux, l’augmentation de 
l’expression d’IL-33 dans les adipocytes avec l’âge corrèle avec une augmentation du nombre de Tregs 
ST2+ dans ce tissu, confirmant que l’IL-33 participe au développement et au maintien de cette 
population (Wood et al., 2009; Kolodin et al., 2015; Vasanthakumar et al., 2015; Molofsky et al., 2015).  

Ces Tregs ST2+ résidents des tissus sont caractérisés par un programme transcriptionnel et 
épigénétique unique qui les distingue des Tregs circulants. En effet, ils présentent un ensemble de 
méthylations de l’ADN qui leur sont propres et l’expression des facteurs de transcription GATA3, BATF 
et IRF4 qui régulent directement leur différenciation ainsi que l’expression de ST2. L’expression de  
Blimp-1 leur permet de maintenir une expression forte de GATA-3 et FoxP3 (Vasanthakumar et al., 
2015; Delacher et al., 2017, 2020). 

Phénotypiquement, ils sont caractérisés par l’expression de KLRG1, CCR2, CD69, PD-1, TIGIT, 
OX-40 et PPAR-γ. Ils produisent de l’IL-10 et du TGF-β en réponse à l’L-33 et ont donc un effet 
suppressif sur la réponse adaptative (LT CD4+ et CD8+, LB) et innée (neutrophiles, M1 macrophages) 
(Schiering et al., 2014; Vasanthakumar et al., 2015; Molofsky et al., 2015; Brunner et al., 2011; Matta 
and Turnquist, 2016; Siede et al., 2016; Li et al., 2019a). Ils produisent également de l’amphiréguline 
(AREG) et jouent donc un rôle majeur dans la réparation tissulaire (Burzyn et al., 2013; Arpaia et al., 
2015). De manière intéressante, il semblerait que l’orientation des Tregs ST2+ vers une fonction 
suppressive ou réparatrice serait respectivement dépendante d’une activation par un signal TCR ou 
par des cytokines telles que l’IL-33 ou l’IL-18, bien que les deux signaux et fonctions ne semblent pas 
exclusifs (Arpaia et al., 2015; Vasanthakumar and Kallies, 2015). 

Les Tregs ST2+ peuvent être issus des Tregs différenciés dans le thymus (tTregs Helios+) ou de 
Tregs périphériques (pTregs Helios-) (Schiering et al., 2014; Kolodin et al., 2015; Feuerer et al., 2009). 
Ils peuvent également être naturellement induits à partir de Tregs de la rate ou des OLS (pTregs) ou se 
différencier à partir des LT CD4+ Foxp3- non régulateurs en réponse à l’IL-33 (Turnquist et al., 2011; 
Vasanthakumar et al., 2015; Schiering et al., 2014; Delacher et al., 2020). Des résultats contradictoires 
sur la nécessité de l’IL-33 ou d’un signal TCR pour permettre leur développement ont été rapportés, 
sachant que ces deux voies sont capables d’induire l’expression de GATA3, BATF et IRF4 
(Vasanthakumar et al., 2015; Kolodin et al., 2015; Siede et al., 2016). Ils sont caractérisés par un 
répertoire TCR plus restreint que les Tregs des organes lymphoïdes et prolifèrent par expansion 
clonale (Feuerer et al., 2009; Kolodin et al., 2015). Ainsi, il semblerait que leur origine soit diverse, 
suggérant plutôt un modèle d’acquisition de ST2 en réponse à divers contextes et signaux activateurs 
tels que des cytokines ou un panel d’antigènes restreint. De manière intéressante, contrairement à ce 
qui a été décrit pour les cellules de type-1, l’IL-23 inhibe l’expression de ST2 sur les Tregs en inhibant 
GATA3 via l’activation de la voie STAT-3 (Schiering et al., 2014). Ces résultats suggèrent que l’IL-23, 
lorsqu’elle est associée à l’IL-33, favorise conjointement une réponse de type-1 d’une part et limite 
l’activité des Tregs suppresseurs d’autre part. Enfin, une étude publiée cette année montre que l’IL-33 
est essentielle au maintien de l’identité et des fonctions effectrices des Tregs. En effet, l’expression 
d’IL-33 dans les Tregs est nécessaire pour empêcher l’expression d’IFN-γ en bloquant l’accessibilité de 
nombreux gènes dont celui de l’IFN-γ mais également en inhibant la voie NF-κB et ses cibles telles que 
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T-bet. De manière frappante, cette régulation de l’état transcriptionnel et épigénétique des Tregs est 
indépendante de l’expression et de la fonction de ST2, en faveur d’un rôle nucléaire de l’IL-33 
(Hatzioannou et al., 2020). 

 
2.8 Régulation des autres cellules immunitaires  

 
Comme évoqué précédemment, l’IL-33 favorise la maturation des DCs qui se traduit par 

l’augmentation de leur expression de CD80/86 et de CMH-II et de leur production d’IL-6 pour 
permettre la différentiation des LTh2 (Rank et al., 2009). Toutefois, dans certains contextes, l’IL-33 
peut induire l’expansion spécifique de DCs CD11c+ CMH-IIfaible PD-L1+ PD-L2+ immatures moins 
performantes pour réaliser la présentation antigénique et de MDSCs CD11b+ GR-1int suppressives des 
fonctions effectrices des LT (Mayuzumi et al., 2009; Turnquist et al., 2011; Brunner et al., 2011; Matta 
and Turnquist, 2016). Ce mécanisme est dépendant de la production de GM-CSF (Mayuzumi et al., 
2009). 

L’IL-33 agit également de manière autocrine et paracrine sur les macrophages pour 
potentialiser leur activation et leur production de TNF-α et d’IL-6 en réponse à une stimulation par le 
LPS, en augmentant l’expression des récepteurs de ce dernier (TLR4 et MD2) (Espinassous et al., 2009). 
De même, l’IL-33 potentialise directement l’activation et la production de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-α, IL-6, IL-1α) par les cellules de la microglie en réponse au LPS, favorisant ainsi le 
recrutement des lymphocytes et des neutrophiles dans le cerveau en conditions inflammatoires (Cao 
et al., 2018).  

 
2.9  Régulation des cellules non-immunitaires 

 
Par ailleurs, l’IL-33 agit également sur les cellules stromales pour faciliter la mise en place des 

réponses immunitaires. Ainsi, elle facilite l’adhérence de cellules immunitaires en augmentant 
l’expression de ICAM-1 et VCAM-1 à la surface des cellules endothéliales (Choi et al., 2012; Cao et al., 
2018). En interagissant avec leurs ligands respectifs, ces molécules d’adhérence vont également 
promouvoir la prolifération et les fonctions effectrices des cellules immunitaires (Hamawy et al., 1994).  

Le rôle de l’IL-33 sur les cellules tumorales sera plus largement présenté à la fin de ce chapitre.   

 

En conclusion, l’IL-33 est une cytokine hautement polyvalente dont l’orientation dépend du 
contexte cellulaire, cytokinique et physio-pathologique local.  

 
 

V. Rôles de l’IL-33 en physiopathologie 
 

1. Pathologies non tumorales 
 

Comme présenté dans le paragraphe précédent, l’IL-33 en tant qu’alarmine induit des 
réponses immunitaires très puissantes et efficaces qui permettent de maintenir l’homéostasie mais 
peuvent être à l’origine de l’étiologie et de l’évolution de nombreuses pathologies. Ainsi, des études 
de l’association d’allèles (Genone-Wide Association Study, GWAS) réalisées chez des patients ont 
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montré l’existence de variants des gènes IL-33 et ST2 préférentiellement associés au développement 
d’asthme, de pathologies inflammatoires de l’intestin, de diabète de type-2 ou de dermatites (Ho et 
al., 2013; Grotenboer et al., 2013; Latiano et al., 2013; Wen et al., 2015; Shimizu et al., 2005). 

En effet, en favorisant une réponse immunitaire de type-2, l’axe IL-33/ST2 joue un rôle 
protecteur dans la réponse contre certaines infections parasitaires et bactériennes (Frisbee et al., 
2019; Humphreys et al., 2008), dans l’athérosclérose ou les greffes cardiaques (Miller et al., 2008; Yin 
et al., 2010). Par ailleurs, il semblerait que l’activation des ILC2 du tissu adipeux par l’IL-33 joue un rôle 
protecteur contre l’obésité et le développement de pathologies métaboliques telles que le diabète en 
induisant des modifications métaboliques dans les adipocytes (Brestoff et al., 2015; Lee et al., 2015). 
En revanche, elle peut également aggraver de nombreuses pathologies associées à des réponses de 
type-2 accrues telles que les réactions allergiques (Kurowska-Stolarska et al., 2008), l’asthme (Smith, 
2010; Akbari, 2006), les dermatites atopiques (Imai et al., 2013; Imai, 2019), l’arthrite rhumatoïde (Xu 
et al., 2008), les pathologies inflammatoires des intestins (Pastorelli et al., 2010; Beltrán et al., 2010) 
ou les infarctus (Abston et al., 2012). 

L’IL-33 participe également à la mise en place d’une réponse anti-virale efficace en activant les 
cellules immunitaires de type-1 (LTh1 et CD8+) et les cellules NK. Toutefois, comme pour les réponses 
de type-2, elle joue un rôle délétère dans les conditions pathologiques caractérisées par une 
inflammation de type-1 excessive telles que les bronchopneumopathies chroniques obstructives 
(COPD), l’hypernociception ou la réponse de type GvHD (Kearley et al., 2015; Verri et al., 2008; 
Reichenbach et al., 2015).  

L’impact de l’IL-33 sur les pathologies associées à une réponse Th17 semble plus complexe et 
demeure encore largement non résolu. En contexte allergique ou de pathologies auto-immunes des 
articulations ou du foie, l’IL-33 joue un rôle défavorable en soutenant l’action de LTh17 pathologiques 
ou au contraire en induisant leur différenciation en LTh2 pro-inflammatoires  (Vocca et al., 2015; Lam 
et al., 2016; Xu et al., 2008; Liang et al., 2018). A l’inverse elle joue un rôle favorable dans des modèles 
d’EAE en induisant la différentiation des LTh17 pathologiques en LTh2 (Xu et al., 2008; Liang et al., 
2018; Jiang et al., 2012). Enfin, en favorisant la différentiation des LTh17 inflammatoires en LTh17 
tolérogènes, elle diminue l’inflammation locale et participe au maintien de l’homéostasie dans la 
muqueuse intestinale (Pascual-Reguant et al., 2017).  

L’expansion et l’activation de cellules immunosuppressives telles que les Tregs, les DCs CD11c+ 
immatures ou encore les MDSCs CD11b+ GR-1int en réponse à l’IL-33 joue un rôle protecteur en 
diminuant l’inflammation en contexte allergique (Morita et al., 2015), d’inflammation intestinale 
(Duan et al., 2012; Schiering et al., 2014), d’obésité et de diabète de type-2 (Vasanthakumar et al., 
2015) ou en favorisant la tolérance dans un contexte de greffe cardiaque ou de cellules souches 
hématopoïétiques allogéniques (Brunner et al., 2011; Turnquist et al., 2011).  

En outre, la production d’AREG par les Tregs ST2+ ou par les ILC2 en réponse à l’IL-33 participe 
à la restauration des épithélia pulmonaires, intestinaux ou de la peau et du tissu musculaire suite à des 
dommages induits par un allergène, une infection ou un stress. De manière corolaire, l’IL-33 peut 
favoriser la fibrose observée en réponse à une réparation tissulaire trop importante (Arpaia et al., 
2015; Zaiss et al., 2015; Monticelli et al., 2011; Rak et al., 2016).  

 Enfin, la sécrétion de sST2 est induite par l’inflammation au niveau local dans les poumons, le 
cerveau ou les intestins (Mildner et al., 2010; Kanda et al., 2006; Pastorelli et al., 2010) ou systémique 
dans le sérum de patients atteints d’affections pulmonaires (Oshikawa et al., 2002; Hacker et al., 2009; 
Watanabe et al., 2018), cardiaques (Zhang et al., 2012a; Demyanets et al., 2014), intestinales 
(Pastorelli et al., 2010), hépatiques (Gao et al., 2015), cutanées (Mok et al., 2010; Zhang et al., 2018c) 
ou articulaires (Ishikawa et al., 2013), d’allergies (Untersmayr et al., 2005), de choc septique (Brunner 
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et al., 2004), d’infections virales (Becerra et al., 2008) ou de GvHD (Reichenbach et al., 2015). La 
sécrétion de sST2 peut avoir un rôle protecteur en limitant l’inflammation en condition d’hypertension 
artérielle pulmonaire ou d’inflammation intestinale (Shao et al., 2014; Pastorelli et al., 2010). A 
l’inverse, sST2 joue un rôle défavorable en limitant l’action protectrice ou pro-inflammatoire de l’IL-33 
en contextes d’insuffisance cardiaque chronique et d’infarctus, ou en contexte tumoral (Zhang et al., 
2012a; Demyanets et al., 2014; Serrels et al., 2017). Ainsi, il semblerait que l’impact de sST2 dépende 
du ratio IL-33/sST2 et du rôle de l’IL-33 dans l’étiologie de la pathologie considérée et sST2 est utilisé 
comme bio-marqueur dans la détection, le suivi et l’évaluation du pronostic vital des patients atteints 
de ces pathologies chroniques ou aigues.  

 

 
2. L’axe IL-33/ST2 en contexte tumoral  

 
 

Le développement tumoral s’accompagne de nombreux stress cellulaires et tissulaires tels 
que la nécrose, la pression mécanique, l’hypoxie, la privation de nutriments ou encore la présence de 
cytokines pro-inflammatoires pouvant induire la sécrétion ou la libération d’IL-33 dans le 
microenvironnement tumoral. De par son rôle dans la modulation des réponses immunitaires et des 
processus de cicatrisation et de réparation tissulaire tels que l’angiogenèse, la production de 
composés de la matrice ou encore la fibrose ; l’axe IL-33/ST2 va participer à la régulation de la 
tumorigenèse. Ainsi, des rôles pro- et anti-tumoraux, dépendants du système immunitaire ou non ont 
été mis en évidence et l’importance de l’axe IL-33/ST2 en contexte tumoral sera discutée dans cette 
dernière partie.  

 
 

2.1 Expression de l’axe IL-33/ST2 dans les tumeurs 
 

2.1.1 Expression d’IL-33 dans les tumeurs  
 

L’expression d’IL-33 est plus élevée dans les tumeurs du poumon (Hu et al., 2013), de la tête et 
du cou (Chen et al., 2013), du sein (Liu et al., 2014a; Hu et al., 2017a), du côlon (Maywald et al., 2015), 
du foie (Zhang et al., 2012c; Yang et al., 2016), de l’ovaire (Saied and El-Etreby, 2017), du col de 
l’utérus (Wu and Zhang, 2016), du pancréas (Moral et al., 2020) ainsi que dans les mélanomes 
(Hatzioannou et al., 2020) par rapport au tissu sain correspondant et augmente généralement avec le 
stade tumoral. L’expression d’IL-33 est également augmentée dans les cellules de la moelle chez les 
patients atteints de tumeurs d’origine hématologique (Mager et al., 2015). Ainsi, l’expression locale 
d’IL-33 peut augmenter au cours de la tumorigénèse, et est observée tant dans la tumeur primaire que 
dans les ganglions drainants et dans les métastases (Maywald et al., 2015; Tong et al., 2016). En 
accord avec ces observations, un taux élevé d’IL-33 corrèle avec le développement de métastases dans 
les cancers du foie (Zhang et al., 2012c; Tong et al., 2016), de l’ovaire (Saied and El-Etreby, 2017) ou le 
mélanome (Hatzioannou et al., 2020). Enfin, un variant allélique dans le gène IL-33 responsable d’une 
diminution de l’expression d’IL-33 a été associé à une plus faible incidence de cancer colorectal (Li et 
al., 2019c).  
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La concentration d’IL-33 semble également plus élevée dans le sérum des patients atteints de 
divers cancers (Hu et al., 2013; Kim et al., 2015a; Zeng et al., 2016; Liu et al., 2014a; Yang et al., 2015a; 
Sun et al., 2011; Hu et al., 2017b). En accord avec ces observations, il a été suggéré que l’IL-33 sérique 
pouvait constituer un bon marqueur pour le diagnostic non invasif de ces tumeurs (Hu et al., 2013; 
Yang et al., 2015a). Toutefois, considérant la complexité de la régulation de l’axe IL-33/ST2 en contexte 
tumoral mais également dans d’autres pathologies, l’utilisation de ces marqueurs à des fins de 
diagnostic clinique primaire semble limitée. Malheureusement, peu de ces études ont adressé la 
fonctionnalité de l’IL-33 sérique en contexte tumoral.  

Les cellules stromales présentes dans le microenvironnement tumoral expriment l’IL-33 de 
manière constitutive et représentent donc une source non négligeable d’IL-33 dans le micro-
environnement tumoral. Ainsi, l’expression d’IL-33 a été rapportée dans les fibroblastes présents dans 
les tumeurs (Cancer Associated Fibroblasts, CAFs) de la tête et du cou et du pancréas ainsi que dans les 
myofibroblastes de la muqueuse intestinale (Chen et al., 2013; Andersson et al., 2018; Maywald et al., 
2015). Les cellules endothéliales et les péricytes constituent également une source importante d’IL-33 
dans la tumeur (Cui et al., 2015; Mager et al., 2015; Andersson et al., 2018). De manière intrigante 
plusieurs groupes ainsi que des résultats obtenus au cours de ma thèse rapportent une perte 
d’expression de l’IL-33 nucléaire dans les vaisseaux présents dans les tumeurs (Küchler et al., 2008; 
Maywald et al., 2015). Par ailleurs, il a été observé que l’expression nucléaire de l’IL-33 est très 
rapidement perdue dans les cellules endothéliales en réponse au VEGF ou au TNF-α in vitro, ou au 
cours de l’angiogenèse ou de la réparation tissulaire (Küchler et al., 2008). Ainsi, la perte d’IL-33 
nucléaire dans les vaisseaux intra-tumoraux pourrait être un indicateur de néo-angiogenèse locale.  

Enfin, dans certaines tumeurs d’origine épithéliale telles que les tumeurs des intestins 
(Maywald et al., 2015), du côlon (Cui et al., 2015) ou de la tête et du cou (Rössle et al., 2016), 
l’expression d’IL-33 basale peut être fortement augmentée voire acquise dans les cellules épithéliales 
transformées, constituant potentiellement une source massive d’IL-33. Ainsi, l’expression d’IL-33 est 
fortement induite in vitro et in vivo dans plusieurs lignées tumorales en réponse à l’IL-1β, au TNF-α, ou 
à l’IL-6, mimant ainsi les signaux pro-inflammatoires pouvant être présents au stade pré-tumoral 
(Zhang et al., 2017). De manière intéressante il a été observé que la présence de bactéries dans les 
poumons pouvait directement induire l’expression d’IL-33 dans les cellules épithéliales tumorales (Sun 
et al., 2018). Cette expression peut être nucléaire mais également cytoplasmique ; et certaines études 
ont corrélé l’augmentation de l’IL-33 sérique avec la diminution du marquage nucléaire sur les coupes 
de tumeurs (Maywald et al., 2015; Yang et al., 2016; Hu et al., 2017b). 

Paradoxalement, plusieurs études rapportent une diminution significative de l’expression d’IL-
33 dans les cellules tumorales et dans le sérum aux stades tardifs dans les cancers du côlon (Cui et al., 
2015; Zhang et al., 2017), des intestins (Mertz et al., 2016), du poumon (Kim et al., 2015b; Akimoto et 
al., 2016), de la prostate (Saranchova et al., 2016) ou de l’utérus (Wang et al., 2014b), avec dans 
certains cas un niveau inférieur aux contrôles.  

En conclusion, le niveau d’IL-33 cellulaire et sérique semble largement modulé, suggérant un 
rôle dynamique et versatile de l’IL-33 au cours des différents stades de la tumorigenenèse. Par 
ailleurs, son oxydation rapide dans le milieu extracellulaire (Cohen et al., 2015) ou son intéraction avec 
sST2 (Hayakawa et al., 2007) affectent l’activité biologique de l’IL-33 mais pourraient également 
interférer avec sa détection. 
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2.1.2 Expression de ST2 dans les tumeurs 
 

Comme pour l’IL-33, les cellules tumorales et stromales peuvent également acquérir 
l’expression de ST2 en réponse à un signal pro-inflammatoire ou oncongénique (Levescot et al., 2014; 
Maywald et al., 2015). Par exemple, ST2 est directement induit par l’expression de la protéine 
oncogénique BCR-ABL dans les progéniteurs leucémiques CD34+ (Levescot et al., 2014). Dans le cancer 
du côlon, l’acquisition de l’expression de ST2 sur les cellules tumorales est observée uniquement au 
stade tardif de carcinome (Maywald et al., 2015). A l’inverse, certaines études ont rapporté une 
diminution de l’expression de ST2 au cours de la tumorigénèse chez des patients atteints de cancers 
du poumon ou du côlon (Akimoto et al., 2016; O’Donnell et al., 2016).  

Par ailleurs, comme présenté précedemment, de nombreuses cellules immunitaires exprimant 
ST2 à l’état basal ou induit en réponse à des stimuli sont capables d’infiltrer les tumeurs et sont donc 
sensibles à l’IL-33 présente dans l’environnement. L’ensemble de ces cellules immunitaires ST2+ et 
leurs fonctions dans la réponse immunitaire anti-tumorale seront plus largement discutés dans la suite 
de ce paragraphe.  

Enfin, l’augmentation de sST2 dans le sérum a été rapportée chez les patients atteints de 
cancers du sein, du foie ou de néoplasmes myéloprolifératifs ; et corrèle généralement avec un 
mauvais pronostic (Lu et al., 2014; Yang et al., 2015a; Bergis et al., 2013; Levescot et al., 2014). De 
manière intéressante, sST2 est l’un des gènes les plus fortement induits dans les cellules mammaires 
suite à l’expression de l’oncogène ErbB2 (Her2), et l’expression de sST2 est associée à une plus grande 
mobilité des cellules tumorales in vitro et corrèle avec la présence de métastases chez les patients 
(Gillibert-Duplantier et al., 2012).  

 
2.2  Régulation de la tumorigénèse et impact pronostique 

 
Les modèles de souris déficientes pour l’expression d’IL-33 ou de ST2, de manière 

systématique ou restreinte à un sous-type cellulaire ainsi que des modèles d’induction d’expression 
d’IL-33 ou d’administration d’IL-33 exogène, ont permis de mettre en évidence différentes voies de 
régulation de la tumorigénèse par l’IL-33. Ces effets sont principalement médiés par son activité 
d’alarmine plutôt qu’à travers son activité de facteur nucléaire ; et tant l’expression stromale que 
tumorale et immunitaire d’IL-33 et de ST2 sont impliquées (Maywald et al., 2015; Yu et al., 2015; Wang 
et al., 2016; Mertz et al., 2016; Zhang et al., 2017; Jin et al., 2018). Ainsi, la compréhension du rôle de 
l’axe IL-33/ST2 dans la régulation de la tumorigénèse se heurte au pléiotropisme de cette voie. 
Toutefois, certains mécanismes sous-jacents ont été identifiés et sont présentés dans cette partie ainsi 
que dans la figure 23. 
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Figure 23.  L’IL-33, une cytokine duelle en contexte tumoral 
L’IL-33 régule la tumorigénèse par de multiples mécanismes et son impact sur la croissance tumorale 
reste aujourd’hui controversé. Ainsi, elle peut promouvoir la croissance tumorale en agissant 
directement sur les cellules tumorales pour favoriser leur migration, leur prolifération et leur 
phénotype de cellule souche. Elle agit également sur les cellules stromales telles que les fibroblastes et 
les myofibroblastes pour permettre la sécrétion de médiateurs solubles tels que les 
métalloprotéinases de type MMPs qui favorisent la migration des cellules tumorales ou du VEGF qui 
favorise l’angiogenèse. Enfin, elle active de nombreuses cellules immunitaires (macrophages pro-
tumoraux, Tregs, ILC2, mastocytes, éosinophiles, neutrophiles) qui favorisent la croissance tumorale en 
sécrétant des facteur pro-tumoraux (VEGF, MMPs, Arginase-1, IL-6, TGF-β, IL-10). A l’inverse, elle peut 
induire l’activation des cellules immunitaires de type-1 (LTh1, LT CD8+, cellules NK) associées à une 
réponse immunitaire anti-tumorale (IFN-γ, TNF-α, cytotoxicité). Enfin, elle peut directement induire la 
mort par apoptose des cellules tumorales. AREG : Amphiréguline, MMPs : Métalloprotéinases. 
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2.2.1 Rôle duel de l’IL-33 dans la régulation de la réponse immunitaire 
en contexte tumoral 

 
De par son rôle ambivalent, l’IL-33 joue un rôle duel dans la régulation de la réponse 

immunitaire en contexte tumoral.  

a)  L’IL-33, régulatrice de l’immunité pro-tumorale 

Tout d’abord, en favorisant l’accumulation et l’activation des mastocytes, des éosinophiles, et 
des neutrophiles, l’IL-33 favorise un environnement inflammatoire et cytokinique propice à la 
transformation, à la croissance tumorale et au développement de métastases (Gounaris et al., 2007; 
Ishikawa et al., 2014; Maywald et al., 2015). Par exemple, la sécrétion de GM-CSF et CCL3 induite par 
l’IL-33 permet le recrutement de macrophages pro-tumorigéniques (Eissmann et al., 2019). L’IL-13 
produite par les ILC2 favorise le développement de métastases (Li et al., 2014; Jovanovic et al., 2014). 
L’IL-6 produite par les mastocytes agit sur les cellules épithéliales en activant des facteurs pro-
oncogéniques (Grivennikov et al., 2009) et la prostaglandine E2 sécrétée par les macrophages agit 
comme facteur de croissance sur les cellules tumorales (Fang et al., 2017a) et inhibe la réponse 
immunitaire anti-tumorale. Par ailleurs, l’expression d’IL-33 dans des lignées tumorales de côlon 
inoculées in vivo induit directement le recrutement de cellules myéloïdes immunosuppressive (CD11b+ 
GR1+ et CD11b+ F4/80+) sécrétrices d’IL-6, de TGF-β et de molécules pro-angiogéniques (VEGF) 
favorisant ainsi la croissance tumorale et la néo-angiogénèse (Jovanovic et al., 2014; Zhang et al., 
2017). L’IL-33 favorise également la différenciation de macrophages de type M2 et de cellules CD11b+ 
F4/80+ producteurs d’arginase-1 qui limite directement la réponse anti-tumorale médiée par les LT 
(Cheon et al., 2011; Andersson et al., 2018). Les macrophages M2 produisent également des 
metalloprotéinases qui favorisent le développement de métastases (Andersson et al., 2018). 

L’IL-33 peut également antagoniser la réponse immunitaire anti-tumorale médiée par les 
cellules de type-1. Dans un modèle de cancer mammaire, les souris déficientes pour ST2 sont 
caractérisées par une augmentation de la sécrétion de cytokines anti-tumorales (IFN-γ, IL-17, TNF-α) 
et des fonctions cytotoxiques des cellules NK, responsable d’un retard du développement tumoral et 
des métastases. Ce travail met en lumière un rôle délétère de l’axe IL-33/ST2 dans l’immunité anti-
tumorale  (Jovanovic et al., 2011). De même, les souris déficientes pour l’IL-33 sont caractérisées par 
une augmentation de l’infiltration en LT CD4+ et CD8+ ou en DCs matures, associée à une forte 
production d’IFN-γ et à une croissance tumorale fortement réduite dans un modèle de mélanome 
(Hatzioannou et al., 2020). De manière corolaire, le pré-traitement des souris par des injections d’IL-33 
favorise la croissance tumorale dans un modèle de mélanome métastatique en limitant l’activité 
cytotoxique des LT CD8+ conjointement avec l’augmentation de l’activité des Tregs (Jevtovic et al., 
2020).  

En effet, l’IL-33 participe également au maintien et à l’activation des Tregs en contexte 
tumoral. Elle permet l’accumulation et l’activation des Tregs dans la tumeur, favorisant ainsi un 
environnement immunosuppresseur favorable à la croissance tumorale et au développement de 
métastases via la production d’IL-10 notamment (Jovanovic et al., 2014; Pastille et al., 2019). Cette 
activation peut être directe, via l’expression de ST2 à la surface des Tregs, ou indirecte via l’activation 
des mastocytes ou la sécrétion de CCL5 par les cellules tumorales (Pastille et al., 2019; Blatner et al., 
2010; Serrels et al., 2017). Toutefois, dans ce dernier cas, l’interaction des mastocytes activés et 
recrutés par l’IL-33 avec les Tregs dans la muqueuse intestinale induit au contraire une transition vers 
un phénotype de Tregs pro-inflammatoires producteurs d’IL-17 qui favorisent la transformation des 
polypes (Blatner et al., 2010). Une étude transcriptomique comparative entre les Tregs extraits de 
tumeurs, du tissu normal contra-latéral ou du sang chez des patientes atteintes de cancer du sein 
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identifie ST2 comme un des gènes les plus fortement induits dans les Tregs infiltrant les tumeurs par 
rapport aux Tregs du sang, sans différence significative par rapport au Tregs issus du tissu normal. 
L’expression de ST2 corrèle également avec d’autres gènes associés à l’activation des Tregs et à une 
forte capacité suppressive. Ainsi, cette étude confirme que les Tregs résidents des tumeurs expriment 
fortement ST2 et sont des effecteurs hautement suppressifs. Toutefois, dans cette étude, ils ne sont 
pas spécifiquement enrichis dans la tumeur et l’expression de ST2 ne semble pas fortement régulée en 
contexte tumoral (Plitas et al., 2016). A l’inverse, dans un modèle de cancer du poumon, la croissance 
tumorale va directement favoriser l’expansion des Tregs ST2+ KLRG1+ AREG+ hautement suppressifs 
capables d’inhiber le recrutement et l’activation des LT CD8+ ; et ce de manière dépendante de l’axe IL-
33/ST2 (Li et al., 2019a). De même, l’inflammation chronique au niveau de la peau ou du colon peut 
induire une augmentation locale d’IL-33 favorisant ainsi le développement et l’accumulation de Tregs 
ST2+ associés à la tumorigénèse (Ameri et al., 2019; Pastille et al., 2019). En conclusion, bien que les 
mécanismes sous-jacents restent encore à élucider et que leur rôle soit controversé, il semblerait que 
l’activation des Tregs résidents par l’IL-33 favorise la croissance tumorale.  

Ainsi, ces résultats sont en faveur d’un rôle délétère de l’IL-33 qui soutient la réponse 
immunitaire pro-tumorale tout en inhibant la réponse anti-tumorale. 

A l’inverse, il existe des arguments en faveur d’un rôle anti-tumoral de l’IL-33 endogène ou 
exogène, via la mobilisation d’une immunité anti-tumorale.  

 

b)  L’IL-33, actrice de l’immunosurveillance anti-tumorale  

 

Tout d’abord, dans des modèles de cancer du poumon métastatique (Gao et al., 2013) ou 
d’hépatocarcinome (Jin et al., 2018), l’expression artificielle d’IL-33 par transfection dans des lignées 
cellulaires tumorales permet le recrutement des LT CD4+, CD8+ et des cellules NK dans la tumeur mais 
également en périphérie, réduisant ainsi la croissance tumorale et la formation de métastases via 
l’activation des fonctions cytotoxiques et la production d’IFN-γ. Cet effet anti-tumoral et anti-
métastatique de l’IL-33 est perdu suite à la déplétion des LT CD8+ et des cellules NK (Gao et al., 2013). 
De même, l’injection d’IL-33 exogène favorise le recrutement et l’activation des LT CD8+ et des cellules 
NK, qui inhibent la croissance tumorale et le développement de métastases respectivement (Gao et 
al., 2015; Qin et al., 2016). Dans un modèle d’AML, l’administration systémique d’IL-33 inhibe la 
progression tumorale et prolonge la survie des souris, selon un mécanisme dépendant des LT CD8+. En 
effet, dans ce modèle, l’IL-33 stimule la maturation et l’activation des DCs, favorisant ainsi leur 
fonction de présentation croisée des antigènes (Qin et al., 2016). Une autre étude dans le mélanome 
montre que l’injection d’IL-33 exogène retarde la croissance tumorale via l’accumulation intra-
tumorale d’éosinophiles et de LT CD8+ d’une part et d’autre part via la diminution des MDSCs (Lucarini 
et al., 2017). Les éosinophiles recrutés et activés par l’IL-33 jouent un rôle anti-tumoral en induisant 
d’une part la mort des cellules tumorales par dégranulation ; et d’autre part le recrutement des 
cellules NK via la production de CCL5 (Lucarini et al., 2017; Andreone et al., 2019; Hollande et al., 2019; 
Qi et al., 2020).  

En accord avec ces observations, l’IL-33 endogène favorise également le recrutement de LT 
CD8+ intra-tumoraux producteurs d’IFN-γ et associés à une réponse anti-tumorale efficace (Xia et al., 
2019). De manière intéressante, dans cette même étude, l’injection d’IL-33 exogène au contraire 
favorise le recrutement des neutrophiles et des DCs produisant de l’IL-1β, de l’IL-6 et du TNF-α, sans 
conséquence significative sur la croissance tumorale, suggérant ainsi des effets différents entre l’IL-33 
endogène et exogène (Xia et al., 2019). De manière surprenante, l’expression d’IL-33 par des LT CD8+ 
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cytotoxiques de type effecteurs mémoires isolés de patients atteints de carcinomes hépatiques a 
également été observée, identifiant ainsi un groupe de patients avec une forte réponse immunitaire 
anti-tumorale associée à une meilleure survie (Brunner et al., 2015).  

Des effets anti-tumoraux de l’IL-33 via le recrutement et l’activation des ILC2 ont également 
été décrits. L’expression d’IL-33 dans différentes lignées cellulaires tumorales induit un recrutement 
massif des ILC2 dans les tumeurs, paradoxalement associées à une diminution drastique de la 
croissance tumorale. Dans cette étude, la production de CXCL1 et CXCL2 par les ILC2 et l’expression 
concomitante de CXCR2 sur les cellules tumorales induite par l’hypoxie entraine l’apoptose des cellules 
tumorales (Kim et al., 2016). De plus, dans un modèle de tumeurs du pancréas, il a été montré que l’IL-
33 endogène favorise le recrutement et l’activation des ILC2 impliquées dans la mise en place d’une 
réponse des LT CD8+, associée au contrôle de la tumeur (Moral et al., 2020).  

Enfin, l’IL-33 inhibe le développement métastatique dans différents modèles tumoraux chez la 
souris. Ainsi, l’injection intrapéritonéale d’IL-33 améliore la survie et retarde l’apparition de 
métastases dans un modèle de cancer de l’ovaire métastatique. Cette protection est liée à la mise en 
place d’un environnement immunitaire de type allergique dans la cavité péritonéale, caractérisé par le 
recrutement et l’activation de LT CD4+, d’éosinophiles et de macrophages (Perales-Puchalt et al., 
2019). De même, l’administration par voie intranasale d’IL-33 favorise le recrutement et l’activation 
d’éosinophiles dans les poumons par un mécanisme dépendant de ST2, ce qui limite le 
développement de métastases pulmonaires après injection intraveineuse d’une lignée de mélanome 
(Lucarini et al., 2017).  

 

En conclusion, l’ensemble de ces données illustre le rôle duel de l’IL-33 sur la régulation de la réponse 
immunitaire en contexte tumoral, conséquence directe des fonctions pléiotropes de l’IL-33. Pour 
concilier ces résultats, il est possible que l’IL-33 assure des fonctions différentes voires opposées en 
fonction du tissu dans lequel la tumeur évolue, des cytokines présentes dans le microenvironnement 
tumoral mais également en fonction du stade tumoral, précoce ou avancé. 

 

2.2.2 Effets de l’IL-33 sur les cellules tumorales  

 
L’IL-33 exerce également un rôle direct sur les cellules tumorales, régulant ainsi leur 

transformation, leur prolifération et leur survie, ainsi que leurs capacités migratoires. Elle joue ainsi 
un rôle dès l’initiation de la tumorigénèse jusqu’aux stades plus tardifs.  

L’IL-33 peut favoriser la transformation des cellules, par exemple en induisant directement 
l’activation de la protéine oncogénique COT dans les cellules épithéliales mammaires, et ce de manière 
dépendante de l’expression de ST2 (Kim et al., 2015a). Dans un modèle de cholangio-carcinome, l’IL-33 
favorise également la transformation des cellules via l’expression de facteurs oncogéniques tels que 
SOX9 dans les cellules en cours de transformation (Yamada et al., 2015). L’IL-33 favorise également le 
phénotype de cellules souches des cellules tumorales en permettant l’expression de gènes tels que 
ALDH1A3, OCT4, NANOG et SOX2 dans le cancer du sein ; NANOG, NOTCH3, et OCT3/4 dans le cancer 
du poumon (Hu et al., 2017a; Fang et al., 2017a). En accord avec ceci, l’IL-33 augmente l’expression de 
marqueurs de cellules souches cancéreuses (CD133, CD44, CD166 et ALDH1A1) à la surface de cellules 
tumorales pulmonaires (Sun et al., 2018). 

Par ailleurs, l’IL-33 favorise la prolifération des cellules tumorales dans des modèles de cancer 
du côlon, du poumon, du rein ou du foie (Wang et al., 2016; Maywald et al., 2015; Zhang et al., 2017; 
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Wu et al., 2018; Kohler et al., 2018). Par exemple, elle peut directement induire la prolifération des 
cellules tumorales colorectales en induisant l’expression de COX2 (Li et al., 2018). Elle peut également 
augmenter les capacités métaboliques des cellules tumorales en augmentant l’expression du 
transporteur GLUT1 ; ou via la sécrétion de facteurs de croissance (PDGF-C) par les cellules stromales 
ou par les cellules tumorales elles-mêmes (Wang et al., 2016; Sun et al., 2018; Yang et al., 2015b; 
Maywald et al., 2015). Enfin, l’expression de ST2 à la surface des progéniteurs leucémiques CD34+ 
induit la production de GM-CSF, G-CSF, IL-6, IL-3 et IL-8 en réponse à l’IL-33, soutenant ainsi leur 
propre prolifération et favorisant la résistance aux agents cytostatiques tels que l’Imatinib (Mager et 
al., 2015; Levescot et al., 2014). Toutefois, il a également été observé dans un modèle de cancer du 
poumon que l’IL-33 pouvait directement induire la mort des cellules ST2+, sélectionnant ainsi les 
cellules ST2- caractérisées par un fort potentiel métastatique (Akimoto et al., 2016). De même, l’IL-33 
peut directement inhiber la prolifération et induire la mort cellulaire par apoptose d’une lignée de 
cellules tumorales du pancréas in vitro (Fang et al., 2017b). 

Elle va également réguler les capacités invasives des cellules tumorales en augmentant leur 
production de métalloprotéinases (MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-11) nécessaires pour faciliter leur 
migration à travers la matrice extracellulaire. Elle permet également  l’expression de récepteurs aux 
chimiokines (CXCR4) facilitant leur mobilisation vers d’autres tissus (Ahmad et al., 1998; Chen et al., 
2013; Liu et al., 2014b; Yu et al., 2015; Wang et al., 2016). 

Par ailleurs, l’IL-33 peut favoriser la production de cytokines (IL-6), chimiokines et de 
médiateurs solubles (VEGF, PGE2, Lactate) par les cellules tumorales, agissant ainsi de manière 
autocrine et paracrine pour réguler leur prolifération, la réponse immunitaire ou encore la néo-
angiogénèse (Yamada et al., 2015; Yang et al., 2015a; Yu et al., 2015; Liu et al., 2014b; Zhang et al., 
2017; Li et al., 2018; Andreone et al., 2019). Toutefois, dans un modèle de cancer du côlon, la 
production de CCL2 par les cellules tumorales en réponse à l’IL-33 est associée à une diminution de la 
croissance tumorale via le recrutement de macrophages assurant un rôle anti-tumoral dans cette 
étude (O’Donnell et al., 2016). 

Enfin, l’IL-33 peut également moduler l’immunogénicité des cellules tumorales, par exemple 
en diminuant l’expression de Rae-1, ligand de NKG2D, leur permettant ainsi d’échapper à la 
reconnaissance par les cellules NK (Mishra et al., 2013). A l’inverse, il a été démontré que l’IL-33 
maintient directement l’expression du CMH-1 à la surface des cellules tumorales, favorisant ainsi leur 
immunogénicité et l’activation des LT CD8+ spécifiquement dirigés contre la tumeur. Dans ce modèle, 
la diminution d’expression d’IL-33 au cours de la tumorigénèse permet l’immuno-échappement et 
donc favorise la croissance tumorale et le développement de métastases (Saranchova et al., 2016). 

 

2.2.3 Effets de l’IL-33 sur les cellules stromales 

 
L’IL-33 régule également directement l’activation de nombreuses cellules stromales non 

immunitaires. Ainsi, dans un modèle organotypique de cancers de la tête et du cou, l’IL-33 produite 
par les fibroblastes associés à la tumeur augmente les capacités migratoires et l’agressivité des cellules 
tumorales en induisant l’EMT (Chen et al., 2013). Par ailleurs, les fibroblastes et myofibroblastes 
présents dans le micro-environnement tumoral répondent à l’IL-33 in vitro en sécrétant des facteurs 
de croissance, des facteurs pro-angiogéniques (VEGF) et des métalloprotéinases (MMP-11) favorisant 
la tumorigénèse en augmentant la prolifération et les capacités migratoires des cellules tumorales in 
vivo (Basset et al., 1990; Maywald et al., 2015). 
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Par ailleurs, il a été observé in vitro que l’IL-33 agit directement sur l’activation, la 
différenciation et la prolifération des cellules endothéliales, favorisant ainsi l’angiogenèse mais 
également la perméabilité vasculaire in vivo (Choi et al., 2012). En effet, en augmentant l’expression 
de facteurs induisant la néo-angiogenèse, tels que VEGF ou PDGF-C, l’IL-33 favorise la formation de 
nouveaux vaisseaux nécessaires à l’expansion tumorale et au développement de métastases 
(Jovanovic et al., 2014; Yang et al., 2015b; Hatzioannou et al., 2020). En accord avec cette observation, 
la présence d’IL-33 dans les tumeurs a été associée à une augmentation du nombre de micro-
vaisseaux sanguins et lymphatiques (Ishikawa et al., 2014; Cui et al., 2015; Zhang et al., 2017).  

Ces résultats, parfois contradictoires pour un type de cancer donné, peuvent s’expliquer par 
l’utilisation des différents modèles murins, de cellules d’origines différentes (i. e. lignées cellulaires ou 
cellules primaires) et pour les études chez l’homme par l’analyse de cohortes inévitablement 
différentes notamment en raison d’une prise en charge thérapeutique qui varie d’un pays à un autre.  

 

2.2.4 Impact pronostique de l’axe IL-33/ST2 en contexte tumoral  
 

L’expression d’IL-33 dans les tumeurs corrèle avec un mauvais pronostic et une rechute plus 
fréquente dans les cancers de la tête et du cou (Chen et al., 2013; Ishikawa et al., 2014; Wen et al., 
2019), du sein (Yang et al., 2015b), du côlon (Fang et al., 2017a) et du col de l’utérus (Wu and Zhang, 
2016). Dans le cancer du sein, l’IL-33 corrèle avec la résistance au traitement par le tamoxifène (Hu et 
al., 2017a). Un taux élevé d’IL-33 a également été associé avec le développement de métastases dans 
les cancers du foie (Zhang et al., 2012c), de l’ovaire (Tong et al., 2016; Saied and El-Etreby, 2017) ou le 
mélanome (Hatzioannou et al., 2020). 

Une forte concentration en IL-33 sérique est également associée à un mauvais pronostic et 
généralement associée à des stades avancés et à la présence de métastases chez les patients atteints 
de cancers du poumon (Hu et al., 2013), du sein (Yang et al., 2015b), du rein (Wu et al., 2018), dans les 
cancers gastriques (Hu et al., 2017b) ou le glioblastome (Gramatzki et al., 2016).  

Au contraire, l’expression élevée d’IL-33 corrèle avec une meilleure survie des patients atteints 
de carcinomes hépatiques, de cancers de la prostate, du rein ou des glandes salivaires (Brunner et al., 
2015; Saranchova et al., 2016; Rössle et al., 2016). Par ailleurs, dans les cancers gastriques et du 
pancréas, il a été observé que l’IL-33 sérique diminue après traitement par chimiothérapie, pour 
parfois revenir à la valeur contrôle, et l’amplitude de cette diminution est associée à une meilleure 
survie sans progression, suggérant que la perte d’IL-33 dans le sérum est potentiellement un 
biomarqueur de réponse au traitement et de réponse anti-tumorale efficace (Hu et al., 2017b; Kieler et 
al., 2017). 

Par ailleurs, l’expression de ST2 corrèle également avec un mauvais pronostic dans les cancers 
de la tête et du cou (Ishikawa et al., 2014). Enfin, la concentration sérique de sST2 est également 
associée à un mauvais pronostic dans les cancers du sein ou du foie (Yang et al., 2015b; Bergis et al., 
2013). 

Ainsi, la corrélation entre l’axe IL-33/ST2 et le pronostic semble complexe et très variable en 
fonction du type de cancer ou de la cellule considéré. Par exemple, dans les cancers de la tête et du 
cou, une forte expression nucléaire et cytoplasmique d’IL-33 dans la cellule tumorale est associée au 
développement de métastases et à une survie réduite, tandis qu’une expression exclusivement 
nucléaire indique strictement l’inverse (Chen et al., 2013; Rössle et al., 2016). Ainsi, en raison de la 
diversité subcellulaire, cellulaire et tissulaire de l’expression d’IL-33, l’étude de l’impact pronostique de 
l’IL-33 devrait quasi systématiquement tenir compte de la nature des cellules exprimant l’IL-33 et de la 
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localisation de ce signal pour tenter de déchiffrer l’impact de l’IL-33 sur la survie globale en contexte 
tumoral. 

 
VI. L’IL-33 : nouvelle thérapie anti-tumorale ?  

 
Comme présenté ci-dessus, les données pré-cliniques évaluant l’utilisation de l’IL-33 comme 

agent thérapeutique dans des modèles murins demeurent complexes, voire contradictoires selon le 
type de cancer ou les conditions expérimentales. A ce jour, il n’existe aucune donnée clinique sur 
l’utilisation d’IL-33 seule ou en combinaison avec d’autres traitements ; et le caractère pléiotrope et 
versatile de l’IL-33 dans de nombreuses pathologies rend son ciblage thérapeutique délicat. En effet, 
en tant qu’inducteur puissant de l’inflammation, le blocage de l’axe IL-33/ST2 pourrait être envisagé 
pour diminuer l’inflammation délétère pour le développement de certaines tumeurs. A l’inverse, en 
tant qu’inducteur de réponses innées et adaptatives anti-tumorales, l’IL-33 peut elle-même être 
envisagée comme agent thérapeutique. 

Les défis de l’utilisation thérapeutique de l’IL-33 seront donc de réussir à contrôler finement la 
qualité et l’intensité de son activité in vivo, pour atteindre un objectif thérapeutique efficace tout en 
limitant l’induction ou l’aggravation d’autres situations pathologiques. Ceci nécessite une évaluation 
attentive du bénéfice par rapport au risque pour chaque pathologie voire chaque patient.  

De manière préliminaire, dans des modèles pré-cliniques, l’IL-33 a démontré une activité anti-
tumorale en tant qu’adjuvant dans des stratégies de vaccination anti-virale (Villarreal et al., 2014). Par 
ailleurs, une étude suggère une synergie entre la voie EGF et l’axe IL-33/ST2 pour favoriser la 
croissance tumorale dans le cancer colorectal, identifiant ainsi un potentiel bénéfice thérapeutique en 
bloquant cet axe en combinaison avec les inhibiteurs de la voie EGF (Islam et al., 2016). A ces fins, un 
anticorps monoclonal antagoniste de l’IL-33 appelé Etokimab est actuellement en cours d’évaluation 
clinique dans deux essais randomisés de Phase 2a pour tester la tolérance et l’efficacité de cet agent 
dans des contextes allergiques (Chinthrajah et al., 2019; Chen et al., 2019), et pourrait être évalué dans 
des contextes tumoraux. A l’inverse, il a été observé que, injectée in vivo, l’IL-33 induit l’expression de 
PD-L1 sur les cellules tumorales et de PD-1 sur les LT CD8+ et les ILC2, augmentant ainsi l’efficacité 
des traitements ICP anti-PD-1 dans des modèles de leucémie myéloïde (Qin et al., 2016) ou de cancer 
du pancréas (Moral et al., 2020). Toutefois, le bénéfice de la combinaison de ces ICP avec le ciblage de 
la voie IL-33/ST2 reste encore largement à adresser.  
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 Hypothèse et Objectifs du projet de thèse  

 

A travers leurs fonctions effectrices permettant le ciblage direct des cellules tumorales mais également 
leur capacité à polariser la réponse immunitaire vers une réponse anti-tumorale efficace, les cellules 
NK constituent une cible thérapeutique majeure pour le développement de nouvelles thérapies. 
Comme présenté dans l’introduction, elles font donc l’objet de nombreuses études cliniques et pré-
cliniques pour lesquelles l’identification de nouveaux mécanismes d’activation ainsi que la 
caractérisation approfondie de la réponse des cellules NK à ces différents activateurs est un enjeu 
majeur. Au début de ma thèse, une littérature récente montrait que l’IL-33, connue initialement pour 
induire des réponses immunitaires de type-2, avait également le potentiel d’activer des cellules de 
l’immunité de type-1, notamment en contexte viral. Plus particulièrement, il avait été démontré que 
l’IL-33 pouvait induire la sécrétion d’IFN-γ par les cellules NK, participant ainsi à la réponse anti-virale. 
Toutefois, son activité sur les différentes fonctions effectrices des cellules NK (i.e cytotoxicité et 
sécrétion d’autres cytokines et chimiokines), la nature des cellules NK capables de répondre à l’IL-33 
ainsi que les voies de signalisation impliquées demeurait très peu caractérisé. En accord avec cette 
observation, l’IL-33 reste à ce jour très peu utilisée dans les protocoles d’activation des cellules NK par 
rapport à d’autres activateurs tels que l’IL-15, l’IL-12 ou l’IL-18, que ce soit in vitro à des fins 
expérimentales ou ex-vivo à des fins thérapeutiques. D’autre part, bien que la compréhension de la 
biologie de l’IL-33 ait considérablement augmenté, l’identification des facteurs déterminant 
l’orientation de son activité d’alarmine pléiotrope vers une réponse immunitaire plutôt qu’une autre 
restait une question centrale, notamment dans les cancers où des effets anti- et pro-tumoraux de l’IL-
33 avaient été décrits. L’objectif de mes travaux de thèse était donc de mieux caractériser l’activation 
des cellules NK par l’IL-33 chez l’homme et la souris, en contexte physiologique mais également 
pathologique dans le cancer du sein. Ainsi, nous avons émis l’hypothèse que l’IL-33 pourrait être 
impliquée dans l’immunosurveillance des cancers du sein via l’activation des fonctions effectrices des 
cellules NK. Cet objectif s’est orienté autour de trois axes principaux : i) identifier les conséquences de 
l’activation par l’IL-33 sur le phénotype et les fonctions effectrices des cellules NK, ii) comprendre les 
voies et les mécanismes qui régulent cette réponse et enfin iii) évaluer l’importance de l’axe IL-
33/ST2/cellules NK dans la régulation de la tumorigénèse, in silico par l’étude rétrospective de 
données publiques, ex vivo à partir de tumeurs humaines et in vivo dans des modèles murins. Pour le 
développement de ce dernier axe, nous avons tiré profit d’un accès à des prélèvements de sang et de 
tumeurs issus de patientes atteintes de cancers du sein et opérées au centre Léon Bérard.  

 L’objectif à long terme de ce projet de thèse est d’une part de préciser le rôle de l’IL-33 au 
cours de la tumorigénèse et comprendre les mécanismes qui peuvent conduire à la perte de son 
activité anti-tumorale lorsque la tumeur progresse et d’autre part de positionner l’IL-33 en tant 
qu’activateur puissant des cellules NK dont l’utilisation pourrait permettre des avancées 
fondamentales et cliniques dans le domaine de l’immuno-oncologie. 
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Le cancer du sein, pathologie à laquelle nous nous sommes particulièrement intéressés, et ses 
spécificités sont présentés dans l’encadré 2 ci-dessous.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Encadré 2 : Le cancer du sein 

Epidémiologie du cancer du sein en France  
 Plus de 50 000 nouveaux cas pour 11 900 décès annuels en France  
 Age moyen de 61 ans au diagnostic, 75% se déclarent après 50 ans  

Source : Institut National du Cancer (INCa)   
 
Anatomie de la glande mammaire saine et tumorale 
 
 
 
 
 
 
 
 
Classification des cancers du sein  

 In situ versus infiltrants 
                Les cellules tumorales peuvent rester confinées à l’intérieur des canaux ou des lobules, on parle alors de 
cancer in situ. Lorsque les cellules tumorales parviennent à franchir la lame basale de l’épithélium mammaire et 
envahissent le tissu mammaire, on parle alors de cancer infiltrant. Ces cellules invasives, si elles atteignent les 
vaisseaux sanguins, peuvent être à l’origine de métastases dans des organes distants (os, foie, poumons le plus 
fréquemment).  

 Le grade histologique SBR 
                 Le grade de Scarff-Bloom et Richardson (SBR) est basé sur des caractéristiques des cellules tumorales 
(taille et forme des noyaux, nombre de mitoses) ainsi que sur l’architecture de la tumeur (présence de tubes ou 
non). Chaque critère est évalué sous forme de score de 1 à 3, dont la somme permet de déterminer le grade : grade 
SBRI (score de 3 à 5), grade SBRII (score de 6 à 7) et grade SBRIII (score de 8 à 9).  

 La classification moléculaire 
                  Les cancers du sein peuvent être classés selon 4 paramètres moléculaires : 1) l’amplification de 
l’oncogène Her2, l’expression des récepteurs hormonaux aux œstrogènes (ER) et à la progestérone (PR), 3) le 
marqueur de prolifération Ki67 et 4) les protéines d’adhésion cellulaire. Cette classification permet de définir les 
sous-types suivants : Luminal A et B, Her2-amplifié, Basal-like et Claudin-low. Les tumeurs de type Basal-like et 
Claudin-low sont regroupées sous le nom de tumeurs « Triple-négative ». 

      
 

Prise en charge thérapeutique 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Impact pronostique des différents sous-types de cancer du sein  
Les cancers in situ sont de meilleur pronostic que les cancers infiltrants avec une survie sur une période de 10 ans 
supérieure à 95%. Les tumeurs de sous-type Luminal A sont de meilleur pronostic tandis que les tumeurs Triple-
négatives (basal-like et claudin low) ont le pronostic le plus défavorable.  

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme (environ 20% des cancers féminins).  

La glande mammaire est constituée de lobes qui se divisent eux-mêmes en lobules (1) 
qui produisent le lait. Le lait est acheminé jusqu’au mamelon (2) par les canaux 
galactophores (3). La glande mammaire est entourée de tissu adipeux (4) et de 
muscles (5). La tumeur (6) se développe généralement à partir des cellules épithéliales 
des canaux (adénocarcinome canalaire, 75% à 80%) ou des lobules (adénocarcinome 
lobulaire, 10 à 15%). Il existe des formes plus rares du cancer du sein : les carcinomes 
médullaires, mucineux, métaplasiques, tubuleux ou papillaires (10 à 15%).  

 

 

 
 

 

 

Le traitement principal des cancers du sein est 
la chirurgie. Pour les cancers in situ, elle est 
suivie ou non d’un traitement par 
radiothérapie. Pour les autres cancers, la 
chirurgie est suivie d’un traitement 
complémentaire. Les cancers de type Her2-
amplifié peuvent bénéficier de thérapies ciblant 
la protéine Her2 (anticorps monoclonal 
Trastuzumab ou molécule chimique Lapatinib). 
Les patientes porteuses de tumeurs exprimant   
les récepteurs hormonaux reçoivent des hormonothérapies (Tamoxifen, anti-aromatases). Les tumeurs de type 
Triple-négatives sont traitées par chimiothérapies conventionnelles (Doxorubicine, taxanes, Cyclophosphamide  5-
fluoro-uracile).  
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Highlights 

 IL-33 is a strong activator of human and mouse NK cells in blood and tumors 
 ST2 expression on NK cells depends on IL-12/STAT-4 axis 
 ST2+ NK cells represent a unique highly polyfunctional subset 
 IL33 correlates with increased survival in cancer patients 
 IL-33 synergizes with IL-12 to promote anti-tumor immune response in vivo 

 
Key words: NK cells, IL-33, ST2/IL1RL1, IFN-γ, RNAseq 
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Abstract 

Natural Killer (NK) cells have evolved into a spectrum of effector subsets which differ in terms 
of functions, location, and responsiveness to activating stimuli to ensure complementary roles in the 
immune response. Cytokines are essential for the regulation of NK cells differentiation and activation. 
Here, we showed that IL-33, an IL-1 familly member, when combined with IL-12, strongly activated a 
subset of human blood ST2+ NK cells’ sharing phenotypic features with CD56dim NK cells but endowed 
with functions from both CD56bright (IFN-γ production) and CD56dim NK cells (cytotoxicity). Transcriptomic 
analysis revealed a distinct and unique transcriptional program of ST2+ NK cells which defines them as 
an intermediate differentiation state between canonical CD56bright and CD56dim NK cells. Furthermore, 
IL33 and ST2 expression is downregulated in human tumors compared to normal adjacent tissues and is 
associated with increased overall patient survival in several cancers. Unexpectedly, peripheral and 
tumor-infiltrating NK cells isolated from breast cancer patients retain their ability to produce IFN-γ in 
response to IL-33 and IL-12. Consistently, combination of IL-33 with IL-12 strongly reduced tumor 
development, improved survival, and induced IFN-  production, through NK cells, in an orthotopic 
mammary tumor mouse model. Thus, our work reveals IL-33 as a novel activator of a unique and highly 
polyfunctional intermediate NK cell population, with promising features for the development of new 
immunotherapy strategies.  

 

Introduction 

Natural Killer (NK) cells are innate lymphocytes involved in host defense against viral infections 
and tumors (Cerwenka and Lanier, 2001) via their cytolytic function and Interferon-gamma (IFN-γ) 
production (Vivier et al., 2008; Robertson, 2002). Human NK cells are classically divided into two major 
subsets, namely CD56bright and CD56dim, showing profound phenotypical and functional differences 
(Cooper et al., 2001a; Campbell et al., 2001; Freud et al., 2017). CD56bright NK cells, predominant in 
lymphoid tissues, are more efficient in the production of cytokines and chemokines, including IFN-γ, 
Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-α), CCL3/4 (Macrophage Inflammatory Protein 1 α/β) or CCL5 
(RANTES), and retain higher proliferative abilities compared to CD56dim NK cells (Cooper et al., 2001b; 
Fehniger et al., 2003; Michel et al., 2016; Caligiuri et al., 1990). In contrast, CD56dim NK cells represent 
90% of circulating NK cells and show higher cytotoxic abilities but reduced proliferation compared to 
CD56bright NK cells (Freud et al., 2017). Moreover, CD56dim NK cells express the activating Fc-γ receptor 
III (CD16), endowing them with the capacity for antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC), and 
are thus instrumental in the humoral response following antibody-based antitumor therapies (Kohrt et 
al., 2012; Lo Nigro et al., 2019). Although developmental relationships between NK cell subsets remain 
partially unsolved, it seems that CD56dim NK cells would originate from the differentiation of CD56bright 
NK cells (Romagnani et al., 2007; Huntington et al., 2009). Recent evidence unraveled that CD56dim NK 
cells can acquire differentiation, activation, and adaptive markers to give rise to a panel of 
phenotypically and functionally distinct subsets including terminally differentiated, memory-like, 
adaptive or hyporesponsive exhausted-like NK cells in some contexts (Björkström et al., 2010; Lopez-
Vergès et al., 2010; Yu et al., 2010; Sun et al., 2009; Judge et al., 2020). These NK cell subsets are 
characterized by profound changes in transcriptional programs regulated by dramatic epigenetic 
modifications and chromatin re-arrangements, highlighting similarities with effector T cells 
differentiation programs (Hanna et al., 2004; Crinier et al., 2018; Lau et al., 2018; Collins et al., 2019; 
Bezman et al., 2012). Therefore, NK cell diversity is much wider than originally depicted and delineates 
subsets with functional differences of particular interest to understand viral or tumor clearance and 
develop new therapeutic strategies (Wang et al., 2015; Berrien-Elliott et al., 2015; Fehniger and Cooper, 
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2016). In this context, NK cells developmental programs orchestrating this diversity are presently under 
vivid interest. 

Cytokines strongly participate in NK cell activation and specific NK cell functions can be 
preferentially driven by distinct cytokines. Interleukin-12 (IL-12) is critical to drive NK cell cytokine 
production and specifically a canonical IFN-  response (Kobayashi et al., 1989). Other type 1 cytokines, 
including IL-15 (Carson et al., 1994) and IL-18 (Lauwerys et al., 1999; Chaix et al., 2008), synergize with 
IL-12 to increase NK cell cytotoxicity and IFN-γ production respectivelly. Interleukin-33 (IL-33), one of 
the newest members of the IL-1s cytokine family, is described as a multiple function cytokine (Schmitz 
et al., 2005; Garlanda et al., 2013). Constitutively trapped in the nucleus of non-immune cells at tissue 
barriers, IL-33 can be released in response to cellular stress and damage to act as an alarmin by binding 
to its ST2/IL1RL1 receptor (Cayrol and Girard, 2018). IL-33/ST2 axis was initially identified as a positive 
regulator of type-2 immune responses, through the activation of type-2 helper T cells, mast cells, 
basophils, eosinophils, and type-2 Innate Lymphoid cells (ILC2) which constitutively express ST2 
(Hardman and Ogg, 2016). Consistently, IL-33 plays a key role in type-2 immune disorders such as allergy 
or parasitic infections (Liew et al., 2016). However, more recent studies reported that IL-33 can activate 
type-1 helper T cells (Th1), CD8+ T cells but also NK and NKT cells associated with viral and tumor 
clearance in contexts enriched for type-1 cytokines (Smithgall et al., 2008; Yang et al., 2011; Bonilla et 
al., 2012; Baumann et al., 2015; Fournié and Poupot, 2018). Subsequent studies also reported ST2 
expression on a subset of tissue-resident regulatory T cells (Tregs) involved in immune suppression and 
tissue repair (Schiering et al., 2014; Matta et al., 2014; Pastille et al., 2019; Molofsky et al., 2015). Thus, 
IL-33 is a pleiotropic cytokine regulating diverse immune responses.  

Theoretically, NK cells are highly potent in tumor elimination as they can directly eliminate 
primary and metastatic cancer cells but also support effective innate and adaptive anti-tumor immune 
responses (Chiossone et al., 2018). Consistently, they are associated with good prognosis in many 
cancers (Rusakiewicz et al., 2013; Denkert et al., 2018; Barry et al., 2018; Cursons et al., 2019). However, 
NK cells infiltrating advanced tumors show impaired effector functions (Dahlberg et al., 2015; Verronèse 
et al., 2016; Liu et al., 2019). Understanding mechanisms suppressing NK cells’ activity in the tumor 
microenvironment and identifying new candidates for NK cell activation is thus of great interest to 
develop new therapeutic strategies (Shimasaki et al., 2020). The role of IL-33 in tumor development is 
controversial, with both pro and antitumor effects reported (Fournié and Poupot, 2018). Interestingly, 
previous works have shown that IL-33 restrains tumor development in mouse models by favoring CD8+ 
T cell and NK cell recruitment and activation (Gao et al., 2013, 2015; Eissmann et al., 2018; Qi et al., 
2020).  

In this study, we evaluated the potential of IL-33 as a novel activator of human NK cells, in 
physiological and pathological context of breast cancer (BC). We unraveled the pathway for NK cell 
activation by IL-33, where IL-12 up-regulates ST2 expression on a subset of NK cells in a STAT-4-
dependent manner. Following IL-33 stimulation, ST2+ NK cells showed increased secretory and cytotoxic 
functions, and exhibited higher proliferative ability. RNA-seq analysis identifies ST2+ NK cells as an 
intermediate population between canonical CD56bright NK cells and CD56dim NK cells. Analysis of BC 
patients’ samples and public transcriptomic databases highlighted that IL-33 is expressed in the tumor 
microenvironment and correlates with good prognosis in several cancer types. Accordingly, we 
identified IL-33-responsive NK cells in the blood and tumor samples from BC patients, which maintain 
functional IFN-γ production. Consistently, combination of IL-33 with IL-12 efficiently reduces tumor 
growth in mammary mouse tumor model, concomitantly with high IFN-γ production, both in a NK cell-
dependent manner. Therefore, ST2+ NK cells represent an unprecedentedly characterized polyfunctional 
NK cell subset with relevant clinical features for anti-cancer NK cell-based therapies.  
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Results 

IL-33 synergizes with IL-12 to activate human NK cell secretory and cytotoxic functions  
Given the recently established role of IL-33 in type-1 immune responses (Bonilla et al., 2012; Baumann 
et al., 2015), we examined human peripheral blood NK cell activation in response to IL-33 and other IL-
1s family members, in comparison with canonical NK cell activating signals such as cytokines (i.e. IL-12, 
IL-2, IL-15 or IFN-α), agonistic antibodies against NKp30 and NKp46 activating receptors (NKaR) or MHC-
I-deficient K562 target cells. First, the production of IFN-γ by NK cells was barely detectable after 
stimulation with IL-33, IL-1 , IL-1  or IFN-α alone in contrast to IL-18, IL-12, IL-15 or IL-2 alone (from 35 
to 260 pg/mL) (Figure 1A). However, when combined with IL-12, IL-33 remarkably enhanced IFN-γ 
secretion by NK cells (750-fold, from 75,000 to 380,000 pg/mL) being the second most potent inducer 
of IFN-γ secretion by NK cells after IL-18 and IL-12 combination (250,000 to 950,000 pg/ml, Figures 1A 
and S1A-D). IL-33 also induced 4-fold more IFN-γ than IL-1α and IL-1β, when combined with IL-12 (Figure 
1A). IL-33 and IL-12 cooperation was dose-dependent and could be detected within a few hours to reach 
an optimum at 72hrs (Figure S1E). Of note, this synergistic effect was slightly slower than the one 
observed for IL-18 and IL-12 combination but from 72hrs the two combinations eventually led to 
comparable extremely high IFN-γ levels (>1ug/ml, Figure S1E). At lower doses (1 ng/ml), IL-33 induced 
even higher levels of IFN-γ than the canonical activator IL-18, when combined with IL-12 (Figure S1A). 
IL-33 also synergizes with IL-2 (60-fold), IL-15 (7-fold) but not with anti-NKaR agonistic antibodies or 
K562 target cells (Figure 1A and S1A-D). Furthermore, IL-33 and IL-12 combination was the second most 
potent signal, following IL-18 and IL-12 combination, to induce NK cells cytotoxicity towards K562 target 
cells (Figures 1B and S1F) and to induce CD25 and CD69 activation markers expression on NK cells (Figure 
1C). Taken together these results indicate that, like IL-18, IL-33 is a potent activator of both secretory 
and cytotoxic activities of human NK cells when combined with IL-12. 
 

IL-12 induces ST2 expression on a subset of human NK cells in a STAT-4 dependent manner  
To determine the role of IL-33 receptor, ST2, in NK cell activation, we performed blocking experiments 
using specific antagonistic molecules against IL-1 family cytokines and receptors. Blockade of the IL-33 
receptor ST2, and not of any other IL-1 family cytokines or receptors, abrogated IL-33 and IL-12 
synergistic effect on IFN-γ production (Figures 2A and S2A). In addition, ST2 blockade had no effect on 
IFN-γ induced by other IL-1 family members combined with IL-12 (Figure S2A). To better understand the 
synergy between IL-12 and IL-33, we analyzed the regulation of ST2 expression in NK cells upon IL-12 
stimulation. ST2 mRNA expression was very low in resting NK cells but was increased up to 15- or 35- 
fold upon IL-12 or IL-12 and IL-33 stimulation respectively (Figure 2B), in a time-dependent manner to 
reach an optimal level after 48hrs (Figure S2B). On the contrary, IL1RAcP accessory chain mRNA 
expression was not modulated upon stimulation (Figures 2B and S2B). Consistently, we did not detect 
any ST2 protein expression on the surface of resting NK cells but we demonstrated for the first time 
detectable levels of ST2 induced on the surface of 20% to 28.5% of total NK cells upon IL-12 stimulation 
(Figures 2C and 3A). This result is consistent with the delayed secretion of IFN-γ observed in response to 
IL-33 and IL-12 combination (Figure S1E) compared to IL-18 and IL-12 combination as IL18R is 
constitutively expressed on NK cells (Figure 3A). As IL-12 mainly activates STAT-4 transcription factor to 
induce a set of target genes (Trinchieri, 2003), we treated NK cells with a specific inhibitor of STAT-4 
phosphorylation, lisofylline, and observed a dramatic decrease of ST2 expression alongside with the 
decrease in STAT-4 phosphorylation upon IL-12 treatment (Figures 2C and S2C). We also performed in 
silico analysis of predicted STAT-4 binding sites and identified several potential sites in ST2 promoter 
and gene (data not shown). We then confirmed STAT-4 selective enrichment in ST2 promoter by 
performing Chromatin Immuno-Precipitation (ChIP)-qPCR in primary NK cells stimulated with IL-12 
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(Figure S2D). We therefore demonstrated that IL-12 stimulation positively regulates ST2 mRNA and 
protein surface expression in a subset of NK cells through direct binding of STAT-4 in ST2 promoter. 
 
IL-33 preferentially activates human CD56dim NK cells  
IL-12 treatment induced ST2 expression only in a subset of human NK cells exhibiting intermediate levels 
of CD56 surface expression (Figure 2C). Consistently, FACS-sorted CD56bright and CD56dim NK cell subsets 
did not express ST2 at steady state but IL-12 triggered ST2 expression selectively on a subset of CD56dim 
NK cells (15 to 28.5%, Figure 3A). Using NF-κB (p65), MAPkinases (p38), and mTOR (S6) signaling 
pathways activation as hallmarks for IL-33 activity, we observed that following IL-12 stimulation for 
24hrs, IL-33 stimulated p65, p38, and S6 phosphorylation in a subset of CD56dim NK cells (20.9% to 33.3%, 
Figures 3B and S3A). Interestingly, selective activation of CD56dim NK cells was specific to IL-33, when 
compared to other IL-1 family members. Indeed, CD56bright NK cells constitutively expressed low but 
significant levels of IL-1R1 and phosphorylated p65, p38, and S6 in response to IL-1α and IL-1β alone and 
at higher levels following IL-12 stimulation (Figures 3A-B and S3A). In contrast, both CD56bright and 
CD56dim NK cells constitutively expressed high levels of IL-18R1 hence responded to IL-18 alone and at 
higher levels following IL-12 stimulation (Figures 3A and S3A). Consistently, IL-12 and IL-33 combination 
activated a greater proportion of CD56dim than CD56bright NK cells as evidenced by IFN-γ+ CD25+ (25% 
versus 5%) (Figure 3C) and IFN-γ+ CD69+ (28% versus 5%) (Figure S3B) double positive NK cells. 
Furthermore, preactivation with IL-12 and IL-33 combination was the most potent signal to stimulate 
CD56dim NK cell proliferation in response to IL-2 but had almost no effect on CD56bright NK cell 
proliferation (Figure 3D). In contrast, IL-1α and IL-1β preferentially activated CD56bright NK cells to 
produce IFN-γ, upregulate CD25 and CD69, and proliferate in response to IL-2; whereas IL-18 activated 
both subsets (Figures 3C, 3D, and S3B). When comparing secretory profiles for CD56bright and CD56dim NK 
cells, we detected none (GM-CSF) to low (CCL3, CCL4, CCL5 and IFN-γ) cytokine production by CD56bright 
NK cells after stimulation with IL-12 and IL-33 (Figure 3E). Conversely, CD56dim NK cells produced 
detectable to very high levels of cytokines and chemokines such as IFN-γ (17,627pg/mL +/- 4,488), TNF-
α (276pg/mL +/- 169), CCL3 (482pg/mL +/- 120), CCL4 (2,300pg/mL +/- 425), CCL5 (309pg/mL +/- 34), IL-
8 (35pg/mL +/- 31), and IL-6 (17pg/mL +/- 21) in the same activation settings. Interestingly, compared 
to other IL-1 family cytokines, IL-33 was the most potent inducer of TNF-α, CCL3, and CCL4 production 
and unique to induce an inflammatory secretome by CD56dim NK cells as evidenced by the concomitant 
and high production of inflammatory cytokines and chemoattractants (Figure 3E). Of note, IL-2, IL-3, IL-
4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-22 or G-CSF were not produced by neither of the two subsets in response 
to IL-1 family members and IL-12. Collectively, these results unequivocally indicate that IL-33 
preferentially activates a subset of CD56dim NK cells and highlight differences in the regulation of NK cell’ 
activation by IL-1s family cytokines. Considering CD56dim NK cells’ heterogeneity based on surface 
expression of CD57 and KIRs (i.e. KIR3DL1, KIR2DL1, KIR2DS1/S3/S5) (Lopez-Vergès et al., 2010; 
Björkström et al., 2010), while IL-18 induced the highest level of IFN-  in CD56bright, IL-33 induced the 
highest level of IFN-  in the intermediate CD57- KIR- CD56dim NK cells (Figure 3F). Then, IFN-γ production 
gradually decreased with the acquisition of KIRs and CD57 expression in response to both IL-33 and IL-
18. In line with this observation, ST2 expression was significantly increased in CD57- compared to CD57+ 
CD56dim NK cells (Figure 3G). These results indicate that ST2 expression is restricted to CD56dim NK cells 
although not strictly associated with CD57 expression, while CD56dim NK cell’ ability to produce IFN-γ in 
response to IL-33 is lost in terminally-differentiated CD57+ KIR+ CD56dim NK cells. 
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ST2+ NK cells show a unique and intermediate transcriptional signature between conventional 
CD56bright and CD56dim NK cells 
To further characterize human ST2+ NK cells, we performed RNA-seq analysis on eight FACS-sorted NK 
cell subsets based on their surface expression of CD56, CD57, and ST2 following 24h culture in medium 
or IL-12 to induce ST2 expression (Figure 4A). Principle Component Analysis (PCA) revealed a segregation 
of ST2+ NK cells from CD56bright and CD56dim ST2- NK cells (PC1 axis, 39% variance) and a segregation of 
samples stimulated with medium versus IL-12 (PC2 axis, 27% variance) (Figure 4B). These results 
confirmed that ST2 expression identifies a specific NK cell subset distinct from CD56bright and CD56dim NK 
cells compartments. Indeed, we identified 234 genes specifically upregulated in ST2+ NK cells versus 
CD56bright and CD56dim NK cells stimulated with IL-12, among which some were associated with NK cell 
maturation, effector functions or proliferation; encoding surface proteins (e.g., IL23R, IL1RL1, TRPV1, 
SLC16A1, ITGA3, MT1X, PTGER3, ULBP1, ICAM1, HPSE, TREML2, LRP8, EDA2R), secreted proteins 
(VEGFA, GZMA, IFNG), or transcription factors (TFs) (DMRTA2, E2F2, E2F1, EZH2, ATF3), hence defining 
ST2+ NK cell signature (Figures 4C, 4D and S4). Besides specific genes, ST2+ NK cells also shared sets of 
genes with CD56bright or CD56dim NK cells (Figure 4E), highlighting their intermediate state. As for 
example, we identified genes expressed at intermediate levels and shared either with CD56bright NK cells 
encoding secreted molecules (TNF, XCL1, XCL2, GZMK); chemokine receptors (CCR1, CCR5, CCR6) or 
cytokine receptors (IL2RA, IL2RB, IL12RB2) or with CD56dim NK cells encoding differentiation markers 
(FCGR3A, KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL2); chemotactic receptors (CXCR1, CXCR2, CX3CR1, S1PR5); 
inflammatory chemokines (CCL3, CCL4, and CCL5) or cytotoxicity (GZMH) (Figure 4F). Interestingly, TFs 
defining CD56bright NK cell regulatory program were absent in ST2+ NK cells (e.g., BACH2, LEF1, TCF7) 
whereas TFs specifically regulating CD56dim NK cell program (e.g., MAF, NFIL3, PRDM1, TBX21, ZBTB16, 
ZEB2) were all expressed in ST2+ NK cells and systematically (except for NFIL3) showing intermediate 
levels of expression compared to CD56dim NK cells (Figures 4E and 4F). Altogether, these results confirm 
that ST2+ NK cells belong to CD56dim NK cells compartment but might represent a transitory 
differentiation state between canonical CD56bright and CD56dim NK cells and sharing transcriptional 
features with both subsets. Previous study highlighted a continuum in NK cell differentiation path, with 
CD57+ CD56dim NK cells representing a terminally differentiated state (Collins et al., 2019). Consitently, 
CD57- ST2+ NK cells showed higher expression for genes in common with CD56bright NK cells (LEF1, XCL1, 
TNF, GZMK), whereas CD57+ ST2+ NK cells showed higher expression for genes in common with CD56dim 
NK cells (FCGR3A, CXC3CR1, KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL2, NFIL3, PRDM1, ZEB2, GZMH) (Figures 
4E and 4F). We then evaluated the enrichment score for CD56bright, CD56dim, and ST2+ NK cell signatures 
in each subset respectively by single sample gene set enrichment analysis (ssGSEA). Similarly, ST2+ NK 
cells showed an intermediate enrichment score for both CD56bright and CD56dim NK cells’ signature, with 
CD57- ST2+ NK cells showing a higher enrichment for CD56bright NK cells’ signature whereas CD57+ ST2+ NK 
cells showed a higher enrichment for CD56dim NK cells’ signature (Figure 4G).  Altogether, gene 
expression patterns in ST2+ NK cells highlighted a transitory state within NK cell differentiation 
characterized by an intermediate phenotype and polyfunctional effector functions. Strikingly, IL12RB2 
expression (encoding IL-12Rβ2) was gradually decreased from CD56bright to CD57+ CD56dim NK cells with 
intermediate expression in ST2+ NK cells whereas IL12RB1 (encoding IL-12Rβ1) showed limited variation 
in all subsets analyzed (Figures 4D and S4C), suggesting that downregulation of IL-12Rβ2 in CD56dim NK 
cells accounts for their inability to respond to IL-12 and express ST2. 
 
IL-33 is expressed in human breast tumors and is associated with better survival  
We investigated the expression of IL-33 and other IL-1 family cytokines as well as their receptors in 
human cancers using gene expression data from the Cancer Genome Atlas (TCGA). We detected IL33 
mRNA expression in virtually all cancers although IL33 level was significantly lower in tumoral compared 
to adjacent normal tissue in half of cancers (7/14; Figure 5A). In contrast, IL18, IL1A, and IL1B gene 



115 

 

expression was significantly higher in several cancers (6/14, 2/14 and 6/14 respectively; Figure S5A). 
These results highlight a specificity for IL-33 expression among IL-1s cytokines in cancer and suggest that 
IL-33 downregulation is linked to tumor progression, including in the context of BC. As IL33, ST2 was 
downregulated in cancers (9/14) compared to adjacent normal tissues, with some cancers showing very 
low levels if any of ST2 (Figure 5A). IL18R1 and IL1R1 expression patterns were quite similar and are 
characterized by a lower expression in 4/14 and 5/14 cancers respectively and a higher expression in 
pancreatic cancer (PAAD) compared to adjacent normal tissue (Figure S5A). When analyzing TCGA 
datasets for breast invasive carcinoma (BRCA, n = 940), we observed higher IL33 expression in normal-
like, followed by luminal A, then triple-negative, ER+, basal-like, and Her2-amplified tumors showing 
similar levels, and the lowest levels were found in luminal B subtype (Figure 5B). We confirmed the 
presence of IL-33 protein in 95% of tumor milieu generated following breast tumors mechanical 
disruption, with a concentration ranging from 10 to 1483pg/mL (n=84; Figure 5C). Highest levels were 
detected in luminal tumors compared to Her2+ and triple negative tumors, consistent with our TCGA 
analysis. We then analyzed IL-33 expression in situ by immunohistochemistry (IHC) using Tissue Micro 
Arrays (TMA) from breast tumors. As previously reported (Moussion et al., 2008), we detected strong 
nuclear IL-33 staining in endothelial cells forming blood vessels in breast tumors (Figure 5D). IL-33 was 
also found in isolated stromal cells with either round or fibroblastic morphology in areas surrounding 
the tumor, which could be immune cells, cancer-associated fibroblasts (CAFs) or Fibroblastic Reticular 
Cells (FRCs) supporting ectopic lymphoid structures when found in highly infiltrated areas (Figure 5D). 
We did not observe any nuclear IL-33 expression in tumor cells while myoepithelial cells from normal 
acini showed some positive nuclear IL-33 staining (Figure 5D). We also took advantage of public 
transcriptomic dataset comparing gene expression in microdissected stromal versus epithelial areas 
from non-invasive DCIS and IBC (Lee et al., 2012, GSE41228). We confirmed that IL33 mRNA expression 
was mainly restricted to the stroma, and enriched in early non-invasive lesions (DCIS) compared to 
advanced invasive breast tumors (IBC) (Figure 5E), consistent with a loss of IL-33 expression in cancer 
cells during breast cancer tumorigenesis. We then explored IL33 prognostic impact in TCGA data set 
compared to other IL-1 family cytokines. In breast cancer, IL33 expression was significantly associated 
with an increase in Overall Survival (OS) (p-value = 0.0011), while IL18, IL1A, and IL1B had no impact 
(Figures 5F and S5B). We extended our analysis to other human cancers and revealed that IL33 was the 
only IL-1s family cytokine more frequently associated with an improved OS (in 4 cancer types: breast 
carcinoma, p= 0.0011; hepatocellular carcinoma, p= 0.0023; lung carcinoma, p= 0.038; metastatic 
melanoma, p< 0.0001), with the exception of bladder cancer where IL33 is associated with a decreased 
OS but with lower significance (p = 0.048) (Figures 5F and S5B). Importantly, multivariate analysis in BC 
patients highlighted that IL33 remained a marker for progression-free survival regardless of the 
molecular subtype, the stage of the disease, and patients’ age (Figure 5G). We observed a similar trend 
regarding ST2 expression, which was associated with a better survival in three cancer types (p-values: 
kidney carcinoma = 0.017; hepatocellular carcinoma = 0.0096; metastatic melanoma = 0.047), again with 
the exception of bladder cancer (p-value = 0.035) (Figures 5F and S5B). In contrast, IL18, IL1A, IL1B, and 
IL1R1 were rather associated with a negative impact in several cancers. Of note, IL18R1 was associated 
with a good prognosis in breast cancer (p-value = 0.027) and skin cutaneous melanoma (p-value = 0.012) 
(Figures 5G and S5B). Altogether, these results reveal a strong positive association between IL-33/ST2 
axis and patients’ survival in multiple cancer types in contrast to other members of IL-1s cytokine family.  
 

 

Tumor-infiltrating NK cells show anti-tumor abilities in response to IL-33 
IHC analysis revealed IL-33+ cells in the vicinity of immune cells infiltrating peritumoral stroma. We thus 
wondered if endogeneous IL-33 could activate tumor-infiltrating NK cells. By analyzing fresh BC 
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infiltrates by flow cytometry, we were able to detect NK cells in 85% of breast tumors (40/46), 
representing up to 7% of total infiltrating immune cells, regardless of BC molecular subtypes (Figures 6A 
and S6). We then monitored p65 phosphorylation as a reporter for IL-33-responsiveness in blood and 
tumor-infiltrating NK cells from BC patients compared with NK cells isolated from healthy donors’ blood. 
We performed paired analysis on tumor and blood samples when both were available for the same 
patients (colored dots). As in healthy donors’ NK cells, IL-33 alone did not induce p65 phosphorylation 
(Figure 6B). However, when combined with IL-12, we detected p65 phosphorylation in a subset of 
peripheral and tumor-infiltrating NK cells from BC patients (26.2% +/- 15.9% and 16.6% +/- 4.3% 
respectively). Interestingly, the proportion of p-p65 NK cells in BC patients’ blood was similar to healthy 
donors (26.2% +/- 15.9% and 29.4% +/- 9.6% respectively), although we tend to observe a greater 
variability in BC patients. For tumor-infiltrating NK cells, the proportion of p-p65 NK cells was slightly 
lower compared to patients’ blood NK cells, although not statistically significant (16.6% +/- 4.3% and 
26.2% +/- 15.9% respectively). Of importance, we did not detect any p65 phosphorylation in both 
peripheral and tumor-infiltrating CD3+ T cells (Figure 6B), suggesting specific action of IL-33 on NK cells. 
We then analyzed IFN-γ production in response to IL-33 and IL-12 combination and observed similar 
results as we detected IFN-γ in a subset of peripheral and tumor-infiltrating NK cells from BC patients 
(22.4% +/- 12.6% and 9.9% +/- 3.7% respectively) with a trend towards lower production in tumor-
infiltrating NK cells (Figure 6C). Taken together, these results indicate that within tumor 
microenvironment NK cells retain the ability to respond to IL-33 stimulation by activating inflammatory 
signaling pathways responsible for IFN-γ production and suggest a potential anti-tumor effect of 
exogenous IL-33.  
 

Combination of IL-33 with IL-12 promotes NK cell’ antitumor activity in vivo  
Given the potential for IL-33 to drive peripheral and tumor-infiltrating NK cells activation ex vivo, we 
wondered if IL-33 could mount an efficient anti-tumor immune response mediated by NK cells in vivo in 
a mouse model. As for human NK cells, IL-12 is required to upregulate ST2 expression on the surface of 
a subset of mouse spleen NK cells (Figure S7A) which in turns became responsive to IL-33 and produced 
IFN-γ in response to IL-33 and IL-12 combination (Figure S7B).  Expression patterns for IL18R1 and IL1R1 
receptors and IFN-γ production following IL-18 or IL-1α and IL-1β stimulation were also similar to human 
blood NK cells. We then used E0771 breast cancer primary tumor model known to be controlled by NK 
cells (Tu et al., 2017) to evaluate the potential of IL-33 and IL-12 combination to control primary tumor 
development. Mice were orthotopically injected in the mammary gland with E0771 tumor cells and then 
treated with IL-33 and IL-12 alone or in combination injected twice a week in peritumoral region (Figure 
7A). IL-33 and IL-12 co-injections dramatically reduced primary tumor growth in comparison to NaCl-
treated control group (Figure 7A). Of note, we also observed a trend toward reduced tumor growth 
when mice were treated with IL-12 or IL-33 alone although to a lesser extent and not statistically 
significant compared to their combination (Figure 7A). Consistently, IL-33 and IL-12 combination 
significantly increased long-term survival of treated mice in comparison to mice treated with NaCl or IL-
12 alone or IL-33 alone (Figure 7B). Importantly, we detected systemic IFN-γ production only in the 
serum of mice treated with IL-33 and IL-12 combination (Figure 7C). Strikingly, tumor growth inhibitory 
activity, prolonged survival, and IFN-  production associated with IL-33 and IL-12 combination were lost 
when NK cells were depleted using anti-NK1.1 antibody (Figures 7D, 7E, and 7F). Similarly, primary tumor 
growth was also greatly reduced in T and B cell-deficient Rag2-KO mice treated with IL-33 and IL-12 
combination, in an NK cell-dependent manner (Figure S8A). As for immunocompetent mice, Rag2-KO 
mice survival (Figure S8B) and IFN-γ production in serum (Figure S8C) in response to IL-33 and IL-12, 
were reduced when NK cells were depleted. Altogether these results demonstrate that IL-33 and IL-12 
show inhibitory activity on primary tumor development that is dependent on NK cells and associated 
with IFN-γ production. 
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Discussion 

While the role of IL-33 in the regulation of type-2 immune responses is well established, its role 
in type-1 immune responses and more precisely on NK cells’ activation remained elusive and poorly 
characterized. Results presented here demonstrate that IL-12 induces ST2 expression on a specific 
subset of CD56dim NK cells. ST2+ NK cells hence become responsive to IL-33, which potentiate their 
proliferation in response to IL-2 and activate both their secretory and cytotoxic functions. Phenotypic, 
functional, and transcriptional profiling of ST2+ NK cells identify a unique subset distinct from less mature 
secretory CD56bright and more differentiated cytotoxic CD56dim NK cells, endowed with phenotypic and 
functional features of both populations. This ST2+ NK polyfunctional subpopulation is relevant in the 
context of antitumor immunity as we detected IL-33 expression in human breast tumors associated with 
good prognosis, and NK cells isolated from patients’ blood and tumors remain responsive to IL-33 and 
IL-12 combination. Accordingly, IL-33 and IL-12 combination significantly delays E0771 mammary tumor 
growth, increases mouse survival, and induces IFN-  secretion, in an NK-cell-dependent manner. These 
findings uncover an important role for IL-33 in antitumor immunity via NK cell activation that could be 
exploited as novel cancer immunotherapies.  

Our work shows that IL-33, a member of the IL-1s cytokines family mainly associated with type-
2 immunity, synergizes with IL-12 for IFN-γ production by NK cells, consistent with previous reports 
(Smithgall et al., 2008; Ochayon et al., 2020). The type-1 cytokine, IL-18, similarly synsergizes with IL-12 
to activate NK cells (Nakahira et al., 2002). The potency of IL-33 synergy with IL-12 was far superior over 
the two other IL-1 family cytokines, IL-1α and IL-1β and identical to that of IL-18 after 72hrs, when ST2 
expression on NK cells reached optimal levels; and was even stronger at lower doses of cytokines.  

A first mechanism explaining the synergy between IL-12 and IL-33 for IFN-γ secretion lies in the 
positive regulation of ST2 expression by IL-12. Indeed, we observed that IL-12 upregulates ST2 
expression in human NK cells, in agreement with previous works (Smithgall et al., 2008). We also show 
for the first time ST2 expression at the protein level on human CD56dim NK cells after IL-12 stimulation. 
Mechanistically, we report that IL-12 induces and stabilizes ST2 expression on CD56dim NK cells through 
a direct binding of STAT-4 in ST2 promoter, corroborating previous report in mouse Th1 cells (Baumann 
et al., 2015).  In IL-12 and IL-18 synergy, STAT4, activated by IL-12 (Thierfelder et al., 1996), forms a 
stable complex with c-jun, activated by IL-18, and this STAT4-c-jun complex binds with high affinity to 
IFN-γ promoter hence responsible for tremendous IFN-γ secretion by NK cells (Nakahira et al., 2002). IL-
18 also activates p38-MAPK pathway, which stabilizes newly synthetized IFNG transcripts. IL-33 also 
activates c-jun (Fang et al., 2017). It was recently shown that p38-MAPK activation downstream IL-33 
also enhanced stability of IFNG transcripts in human NK cells (Ochayon et al., 2020). Therefore, it is likely 
that in addition to ST2 induction, IL-33 synergies with IL-12 through similar pathways than IL-18.  

Compared to other NK cell activating signals (IL-2, IL-15, IFN-α), IL-12 is the most potent signal 
to endow NK cells with strong ability to respond to IL-33 and secrete high levels of IFN-γ. IL-2 and IL-15 
activates mainly STAT-5 (Liao et al., 2011) whereas IFN-α activate STAT1/2 (Platanias, 2005) signaling 
pathways, which could be less efficient to induce ST2 expression. Of note, stimulation with anti-NKaR 
agonistic antibodies or target cells did not elicit NK cells’ response to IL-33, highlighting major role of 
cytokines in the regulation of IL-33-responsiveness. 

IL-12 induces ST2 expression and IL-33 responsiveness on a subset of CD56dim NK cells and these 
features progressively decreased along the NK cell differentiation towards CD57+ CD56dim NK cells. On 
the contrary, CD56bright NK cells constitutively express IL-1R1 and are responsive to IL-1α and IL-1β, 
whereas both CD56bright and CD56dim NK cells express IL-18R1 and respond to IL18 at steady state. Our 
findings therefore highlight differences in NK cell subsets’ ability to respond to IL-1 family members. 
Strinkingly, only IL-33 was able to potentiate sustained proliferation in response to IL-2 in CD56dim NK 
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cells, which are known to show very low proliferative ability (Lutz et al., 2011). Similar results were 
obtained during MCMV infection in mice where ST2 is required for optimal proliferation of naive and 
MCMV-specific adaptive NK cells (Nabekura et al., 2015). Of upmost importance, among cytokines of IL-
1 family used in combination with IL-12, IL-33 was unique in its ability to concomitantly induce secretion 
of IFN-γ, TNF-α, CCL3, CCL4, and CCL5 by CD56dim NK cells. IL-33 was even more potent than IL-18 to 
induce TNF-α, CCL3 and CCL4 production by these cells. This observation is in agreement with a recent 
study showing that IL-33 triggers concomitant IFN-  and TNF-α by NK cells (Ochayon et al., 2020). 
However, this is in sharp contrast to the established knowledge that CD56bright NK cells are mainly 
responsible for the production of a broad spectrum of pro-inflammatory cytokines and chemokines 
while terminally differentiated and memory-like or adaptive CD56dim NK cells usually produce less 
cytokines (Min-Oo et al., 2013; Schlums et al., 2015; Hammer and Romagnani, 2017). IL-33 and IL-12 
synergy also increased NK cell cytotoxicity toward target cells. Altogether, our results demonstrate that 
ST2+ NK cells are polyfunctional, sharing properties of both CD56bright and CD56dim NK. 

 
Tremendous transcriptional modifications were identified in NK cells in the course of 

differentiation from CD56bright to CD56dim, defining specific transcriptional signatures for both subset 
(Hanna et al., 2004; Crinier et al., 2018; Collins et al., 2019). Concomitantly, several groups reported 
intermediate NK cell subsets characterized by the absence of CD57 and KIRs expression, and expression 
of surface markers such as CD94/NKG2A, CD62L or CX3CR1 (Lopez-Vergès et al., 2010; Björkström et al., 
2010; Yu et al., 2010; Hamann et al., 2011). More recently, important epigenetic remodeling were 
identified and associated with transcriptional programs regulating NK cells’ différenciation and 
maturation both in physiological and pathological contexts (Lau et al., 2018; Collins et al., 2019). Our 
transcriptional analysis of NK cells subsets identifies ST2+ NK cells as a unique subpopulation 
characterized by an intermediate transcriptional program endowing them with phenotypical and 
functional markers from both canonical CD56bright and CD56dim NK cells, consistent with their 
polyfunctionnality in response to IL-12 and IL-33 stimulation in vitro.  

 IL23R, IL2RB, IL2RA, IL12RB2 encoding cytokine receptors were enriched in ST2+ NK cells 
compared to other NK cells subsets, in favor of their higher potential to respond to cytokine stimuli, as 
observed in this study in response to IL-12 and IL-33 (cytokine production) and IL-2 (proliferation). The 
co-expression of ST2 and IL23R also suggests a specific cooperation between IL-23 and IL-33 for a unique 
NK cell function. ST2 expression thus identifies a polyfunctional CD56dim NK cells subset highly responsive 
to cytokine stimulation of specific interest to mount polyvalent and long-lasting immune response 
against heterogeneous tumors. Strikingly, relative expression of genes related to CD56bright or CD56dim 
NK cells in ST2+ NK cells reveals a continuum in gene expression during NK cell differentiation suggesting 
a model where ST2+ NK cells would originate from CD56bright NK cells and further differentiate in CD56dim 
NK cells. CD57 was previously reported as a marker of terminally differentiated CD56dim NK cells that 
expand upon viral challenge and are highly cytotoxic (Lopez-Vergès et al., 2011; Collins et al., 2019). 
Interestingly, CD57- ST2+ NK cells were closer to CD56bright NK cells whereas CD57+ ST2+ NK cells shared 
more homology with CD57- CD56dim and to a lesser extent with CD57+ CD56dim NK cells, in favor of an 
early development of ST2+ cells during NK cells differenciation. Although ST2 expression was enriched in 
CD57- CD56dim NK cells, we also observed a significant proportion of CD57+ ST2+ NK cells, suggesting a 
concomitant regulation of these surface markers during NK cells differenciation, in agreement with 
models proposed for the regulation of CD57 and KIRs expression (Björkström et al., 2010; Fauriat et al., 
2010).  

We demonstrate that IL-12 induces ST2 expression through STAT-4 phosphorylation. However, 
only a subset of CD56dim NK cells acquire ST2 expression in response to IL-12 and ST2 expression and 
IFN-γ production is gradually lost with the acquisition of CD57 and KIRs expression in CD56dim NK cells. 
IL12RB2 expression is gradually lost with the acquisition of ST2 and CD57 expression, with the lowest 



119 

 

levels observed in CD57+ CD56dim NK cells suggesting that loss of IL-12Rβ subunit directly prevents ST2 
expression in ST2- CD56dim NK cells. Although CD56bright express high levels of IL12RB2 and strongly 
responded to IL-12 they were never able to express ST2, suggesting blocking mechanisms downstream 
of STAT-4 signaling. Specific transcriptional and epigenetic negative regulators for ST2 expression in 
CD56bright NK cells remains to be identified. Interestingly, genes encoding BACH2 and TCF7, master 
transcription factors in CD56bright NK cells, were specifically downregulated in ST2+ NK cells and might act 
as transcriptional repressors preventing ST2 expression in CD56bright NK cells.  

 
Although IL-33 was for many years considered as an alarmin involved in pathologies linked to 

type-2 immune responses (Hardman and Ogg, 2016), numerous recent reports have also implicated IL-
33 in the regulation of tumor development (Liew et al., 2016). Here we provide evidences of IL-33 
nuclear expression within tumor tissue in breast cancer, mostly in endothelial and stromal cells, in line 
with IL-33 nuclear expression reported in fibroblasts associated with head and neck (Chen et al., 2013), 
gastric (Su et al., 2015) and colorectal cancers (Cui et al., 2015; Landskron et al., 2019) and in immune 
cells within the stroma in colorectal cancer (Landskron et al., 2019). Similarly to its release during type-
2 immune responses, IL-33 expression is found in patients serum and tumor tissue from a variety of 
cancers (Zhang et al., 2012; Maywald et al., 2015; Yang et al., 2016; Tong et al., 2016). Stromal cells 
expressing IL-33 could therefore represent an important source of IL-33 in response to increased cell 
damage and death in the tumor microenvironment. We did not detect any IL-33 expression in malignant 
tumor cells in breast cancer, in contrast to previous reports in colon, small intestine (Maywald et al., 
2015; Mertz et al., 2016), and head and neck (Rössle et al., 2016) cancers. However, we detected IL-33 
nuclear expression in normal mammary acini in cells which could be identified as myoepithelial cells 
regarding their location. More generally, we document a frequent downregulation of IL33 expression in 
tumoral tissue compared to adjacent normal tissue in several organs. Together, our results support an 
anti-tumor role for endogenous IL-33 and loss of its expression during tumorigenesis may unravel an 
immune escape mechanism. Consistently, IL-33 levels are inversely correlated with tumor grade and 
tumor size in lung adenocarcinomas (Yang et al., 2018) and osteosarcomas (Koster et al., 2018). We also 
report that IL-33 expression is strongly associated with longer overall survival in several types of cancers 
including BC, suggesting a protective role of IL-33. Our results are in agreement with positive prognostic 
impact of IL-33 observed in hepatocarcinoma, kidney, salivary glands or prostate cancers (Brunner et al., 
2015; Saranchova et al., 2016; Rössle et al., 2016).  

 
Since IL-33 has been reported to act on a variety of immune cells, capable of either promoting 

and suppressing tumor development (Cayrol and Girard, 2018), its ultimate function in tumor immunity 
is challenging to decipher and studies exploring IL-33/ST2 signaling in tumor growth have yielded 
contradictory results (Fournié and Poupot, 2018). Part of the confusion regarding IL-33’s role in tumor 
development lies in its opposing roles depending on immune microenvironment and tumor stage. We 
observed that blood and tumor-infiltrating NK cells isolated from BC patients respond ex vivo to IL-33 in 
combination to IL-12. In vitro, IL-33-response is gradually lost when IL-12 is removed from culture 
medium suggesting the absolute requirement for IL-12 to maintain NK cells’ response to IL-33 (data not 
shown). IL-12 production attributed to DCs or macrophage activation was observed in tumors (Zitvogel 
and Kroemer, 2014; Broz et al., 2014; Mittal et al., 2017; Böttcher et al., 2018; Hubert et al., 2020; Ramos 
et al., 2020) and is essential to allow NK cells anti-tumor activity (Mittal et al., 2017). However, a 
decrease in IL-33/IL-12 ratio during tumor progression has been reported and associated with a type-2 
over type-1 imbalance and cancer progression in BC (Jafarzadeh et al., 2015). We therefore suggest that 
IL-33 activity in tumor microenvironment is fine-tuned by cytokines and more specifically, we identify 
IL-12 as a co-signal able to drive its anti-tumor activity. Accordingly, although we detected significant 
levels of IL-12p40, we were not able to detect the bioactive form IL-12p70 in supernatants obtained 
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from advanced breast tumor. We can not rule out IL-12 production by DC or macrophages in tumor-
draining lymph nodes but this result suggests that loss of IL-12 expression in clinically progressing tumors 
can prevent NK cells’ response to IL-33. 

Our results in vivo demonstrate a potent antitumor role for IL-33 on primary mammary tumor 
growth following peritumoral administrations of IL-33 combined with IL-12, through NK cell activation 
and IFN-  production. Our results support the previous reports of NK cell contribution to antitumor 
immunity via IFN-γ production following ectopic expression (Gao et al., 2013, 2015; Jin et al., 2018) and 
upon systemic administration of IL-33 (Long et al., 2018; Qi et al., 2020). Interestingly, local and systemic 
activation of NK cells following IL-33 injection was also shown to participate in the control of metastasis 
in BC model (Qi et al., 2020), suggesting that IL-33-dependent NK cell activation might be of greater 
importance than described here. Unfortunately, we could not test this hypothesis in the low metastatic 
E0771 breast cancer model we used. Together, these results build a strong rationale to evaluate benefits 
of using IL-33 in combination with other treatments targeting the immune system such as immune 
checkpoint blockade, cancer vaccines or immunomodulating drugs.  
 

Collectively, our data reveal a new understanding of IL-33’s role in antitumor immunity via NK 
cell activation. Deciphering NK cell differentiation path and identify stimuli which can specifically trigger 
different maturation stages is crucial to achieve tailored harnessing of NK cell features for therapeutic 
benefit in a variety of pathological contexts. The characterization of IL-33 as new potent activator of a 
defined polyfunctional NK cells endowed with anti-tumor activity in vitro and in vivo in a mammary 
mouse tumor model and with relevance in BC patients is of particular interest for the development of 
innovative NK based anti-tumor therapies. In conclusion, our data indicate that IL-33 can represent an 
additional weapon in the arsenal of NK cell-based therapies to efficiently and durably defeat tumor cells. 
 
 

Material and methods 

Human primary NK cells isolation from healthy donors 
Mononuclear Peripheral Blood Cells (PBMCs) were isolated from whole blood of healthy donors 
(agreement with EFS Rhone-Alpes) by density gradient centrifugation on Lymphocyte Separation 
Medium (Eurobio). Total NK cells were purified by negative immune-selection using Human NK cell 
isolation kit (Miltenyi) following manufacturer’s instructions and purity always exceed 95%. Cells were 
cultured in RPMI GlutaMAX/10% FBS/1% penicillin-streptomycin (complete RPMI, cRPMI). 
 
Cell activation and blocking experiments 
Human primary PB NK cells were cultured in cRPMI supplemented with IL-12 (Miltenyi), IL-15 
(Peprotech), IL-2 (Chiron), IFN-α2b (Schering-Plough), IL-1α (Peprotech), IL-1β (Peprotech), IL-18 (MBL) 
or IL-33 (Miltenyi) at concentrations indicated in figure legends. NKp46 and NKp30 agonist antibodies 
(R&D) were coated (1μg/mL) in NUNC 96-well plates (Thermofisher) overnight at 4°C. For blocking 
experiments, cells were incubated with anti-ST2 (10μg/mL, R&D), anti-IL-18 (1μg/mL, MBL), mIgG1 (1 or 
10μg/mL, R&D) antibodies or IL-1RA (100ng/mL, Peprotech).  
 
IFN-γ Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) detection  
IFN-γ levels were measured in culture supernatants using human IFN-γ ELISA kit (R&D) following 
manufacturer’s instructions. 
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Killing assay 
PB NK cells were activated with IL-1 family members (10ng/mL) alone or in combination with IL-12 
(10ng/mL) for 24hrs and washed 3 times. K562 cells were labeled with calcein (Invitrogen) at 10μL/mL 
in cRPMI during 30min at 37°C, washed twice, and fixed with sulfinpyrazone (4mM, Sigma-Aldrich). NK 
cells were incubated with K562 target cells at indicated effector:target ratio for 4hrs à 37°C. Calcein 
release was measured using Clariostar (Labtech) and the percentage of specific lysis was calculated as 
followed: % of lysis = ((Fluomeasured-Fluospontaneous release)) / ((Fluomax-Fluospontaneous release)) x 100 
 
Flow cytometry 
Cells were stained for the expression of surface markers using antibodies listed in Table 1 for 30min at 
4°C. Cell viability was determined using Zombie dye (Biolegend) following manufacturer’s instructions. 
For intracellular IFN-γ staining, GolgiPlug (BD Bioscience) was added in culture media 4hrs prior to the 
staining. Cells were stained for the expression of surface markers as previously described, fixed and 
permeabilized using FoxP3/Transcription Factor Staining Buffer Set (eBioscience) prior to intracellular 
staining for 30min at 4°C. Cells were washed twice with PBS prior to acquisition on LSRII Fortessa flow 
cytometer (BD Biosciences). Results were analyzed using FlowJo software (Tree Star Inc.). 
 
 Quantitative real-time PCR 
Total RNA extraction was performed using NucleoSpin RNA Kit (Macherey-Nagel) following the 
manufacturer’s instructions. Reverse transcription was performed with iScript Reverse Transcription kit 
(BioRad) using 350ng total RNA extract. Real Time quantitative PCR (RT-qPCR) analysis was performed 
using TaqMan gene expression assay with ST2 and IL-1RAcP specific primers (Hs00249384_m1 and 
Hs00895050_m1 respectively, Life Technologies). Normalization of ST2 expression was performed using 
GADD45a (Hs00169255_m1, Life Technologies) expression. 
 
St2 promoter region analysis 
Human St2 gene sequence was obtained from Gen-Bank and then submitted to Eukaryotic Promoter 
Databank (EPD, Dreos et al., 2015) to identify St2 promoter region. Putative binding sites for 
transcription factors in St2 regulating region were identified using PROMO database (Farré et al., 2003).  
 
p-STAT-4 Chromatin Immuno-Precipitation (Ch-IP) 
PB NK cells were stimulated or not with IL-12 as previously described and Ch-IP was performed using 
ChIP-IT PBMCs Kit (Active Motif) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, cells were cross-
linked with 1% formaldehyde then sonicated on ice for 6min (6 cycles of 1min; 30sec on / 30sec off) at 
4°C using water bath-sonicator (Diagenode). Chromatin fragments were reversed cross-linked overnight 
at 65°C and 500ng of each input DNA was electrophoresed on 1% agarose gel to confirm fragments size 
were between 200 to 1500bp. p-STAT-4 immuno-precipitation was performed overnight at 4°C using 
anti-p-STAT4 antibody (Cell signaling). p-STAT-4 immuno-precipitation was validated by Western Blot 
using pre- and post-immuno-precipitated samples stained with anti-p-STAT-4 (Cell Signaling). Isolated 
DNA fragments were purified and quantitative PCR analysis was performed using 1μg of DNA as 
template. Primers for ST2 promoter region were extracted from (Baba et al., 2012) and we used PRF1 
(Cell Signaling) and Negative Primer Set 1 and 2 (Active Motif) as positive and negative controls for p-
STAT-4 binding (see Table 1 for sequences). Ct Value of each sample was normalized to input DNA 
fraction and fold-change for p-STAT-4 binding was calculated using ΔΔct method. qPCR analysis was 
done in triplicates for each samples. 
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Phosphorylation flow cytometry analysis 
For p-STAT4 analysis, NK cells were activated or not with IL-12 (0,1ng/mL; 1ng/mL or 10ng/mL) for 1hr. 
For p-NF-κB, p-p38 and p-S6 analysis, NK cells were activated or not with IL-12 (10ng/mL) for 24hrs. 
When indicated, IL-1 family members were added during 5min for p-NF-κB and p-p38 and 1hr for p-S6 
analysis. Cells were then fixed with Lyse/Fix Buffer (BD Biosciences) for 10min at 37°C and permeabilized 
with Perm Buffer III (BD Biosciences) for 30min on ice following the manufacturer’s instructions. Cell 
were then stained for 45min at room temperature, washed and directly acquired as previously 
described.  
 
Proliferation assay 
NK cells were stained with 5μM Cell Trace Violet (CTV) (Invitrogen) for 20min at room temperature, 
washed twice, and activated with IL-1 family members (10ng/mL) with or without IL-12 (10ng/mL) for 
24hrs in RMPI supplemented with 20% SAB. After three washes, IL-2 (100UI/mL, Chiron) was added and 
CTV signal was analyzed by flow cytometry on day 3 and 6 for CD56bright and CD56dim respectively. 
 
Luminex immunoassay 
Culture supernatants of activated NK cells were harvested to perform IFN-γ, TNF-α, GM-CSF, IL-8, CCL3 
(MIP-1α), CCL4 (MIP-1β), CCL5 (RANTES), IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-22, and G-CSF 
quantification using a human Bio-plex PRO assay (Biorad) following manufacturer’s instructions and 
acquired with Luminex200 instrument (Luminex).  
 
Cell sorting  
Purified NK cells were stained with antibodies for CD3, CD56, CD16, CD57 (see Table 1) as previously 
described, FACS sorted using FACS Aria II (BD) and collected in cRPMI. Cell viability was determined by 
DAPI (1μg/mL, Invitrogen).  
 
RNAseq 
PB NK cells were FACS sorted as previously described. 400.000 cells from each population were 
resuspended in 350 μL TCL lysis buffer (Qiagen) supplemented with 1 % β-mercaptoethanol. Total RNA 
extraction was performed using Single Cell RNA Purification Kit (Norgen) following the manufacturer’s 
instructions, including an additional treatment with rDNAse (Qiagen) to avoid DNA contamination. RNA 
quality was addressed using 4200 TapeStation (Agilent) automated electrophoresis with RIN always 
exceeding 8, and total RNA was quantified using Qubit™4 Fluorometer (ThermoFischer). Reverse 
transcription and DNA amplification was performed with SmartSeqV4 (Takara) using 10 ng of RNA as 
template. DNA library was prepared with Nextera XT DNA library Prep kit (Illumina), hybridized on 
NovaSeqS1 Flow cell and sequenced on NovaSeq sequencing platform (Illumina) with a paired-end 
protocol. Raw sequencing reads were aligned on the human genome (GRCh38) with STAR (v2.7.3a) and 
the annotation of known genes from gencode v33. Gene expression was quantified using Salmon (v1.1.0) 
and the annotation of protein coding genes from gencode v33.  

RNAseq Bioinformatic analysis  
All analyses were performed in R programming language (v3.6.3). DESeq2 (v1.26.0) was used to 
normalize raw counts, to generate principal component analysis (PCA) plot based on the 500 most 
variable genes and to identify differentially expressed genes (DEGs). To identify NK subset signatures, 
DEG between one subset compared to the two other subsets of NK cells were filtered considering a log2 
fold change (LFC) > 1 and an adjusted p value < 0.001, resulting in 234 genes enriched in ST2+, 396 genes 
enriched in CD56dim and 418 genes enriched in CD56bright NK cells. These signatures were scored by 
ssGSEA using the GSVA package. The Morpheus tool (Broad Institute) was used to generate a heatmap 
representing the relative expression of these DEGs, using an unsupervised hierarchical clustering of 
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genes and samples based on the one minus Pearson correlation metric. To evaluate the intermediate 
state of ST2+ NK cells compared with CD56bright and CD56dim NK cells, DEG between one subset compared 
to the two other subsets of NK cells were filtered considering a log2 fold change (LFC) > 1 and an adjusted 
p value < 0.05. The Morpheus tool (Broad Institute) was used to generate a heatmap representing their 
relative expression. For this heatmap, genes were classified as following: upregulated DEG in CD56bright 
NK cells (n = 828 genes), downregulated DEG in CD56dim NK cells (n = 1,348 genes), up regulated DEG in 
ST2+ NK cells (n = 547 genes), downregulated DEG in CD56bright NK cells (n = 1,009 genes) and upregulated 
DEG in CD56dim NK cells (n = 1,024 genes).  
 

TCGA analysis 
log2 (RSEM+1) normalized expression and clinical outcome datasets from The Cancer Genome Atlas 
(TCGA) were downloaded from the cBioPortal (provisional data, February 2018 
http://www.cbioportal.org/data_sets.jsp) for 14 tumor types: bladder carcinoma (BLCA), breast invasive 
carcinoma (BRCA), colorectal adenocarcinoma (COAD), brain lower grade glioma (LGG), head and neck 
squamous cell carcinoma (HNSC), kidney renal papillary cell carcinoma (KIRP), liver hepatocellular 
carcinoma (LIHC), lung adenocarcinoma (LUAD), ovarian serous cystadenocarcinoma (OV), pancreatic 
adenocarcinoma (PAAD), prostate adenocarcinoma (PRAD), skin cutaneous metastatic melanoma 
(SKCM), stomach adenocarcinoma (STAD) and thyroid cancer (THCA) to compare gene expression in 
tumor versus peritumoral healthy tissue. For breast cancer analysis, tumors were further stratified 
according to their molecular subtype to analyze IL-33 log2 (RSEM+1) normalized expression and clinical 
impact. Overall survival analyses and plots were performed with R software v 3.6.0, using the packages 
survival and survminer. For each gene, patients were stratified into into tercile according to normalized 
gene expression level in log2 (RSEM+1) to compare top (i.e. high) and bottom (i.e low) tercile. The log-
rank test was used to determine statistical significance for overall survival between the two groups of 
patients. For multivariate analysis in breast cancer dataset, a cox model including the main prognosis 
factor (Age, Molecular subtype and Stage) was used. Sex was removed from the model due to the low 
number of male in the study.  
 
TMA analysis 
Human breast cancer tissues used for the ngTMA were provided by the Tissue Bank Bern. Donors of 
breast tissues gave written informed agreement and analyses of the samples were approved by the 
Cantonal Ethics Committee of Bern (200/2014 and 2018-01502). Tumor next-generation tissue 
microarray (ngTMA) consisting of n = 199 BCs of non-special type was constructed. Briefly, two 1 mm 
punches for each patient, taken from the tumor bud areas in the periphery and within the tumor center, 
were formalin-fixed and paraffin-embedded (PMID: 29254793). IL-33 staining was performed 
automatically using a BOND RX autostainer (Leica Biosystems). Sections were first deparaffinized and 
antigen was retrieved using Tris buffer (pH 9.0) for 30 min at 95 °C. Sections were then stained with goat 
anti-human IL-33 (R&D Systems, # AF3625; dilution of 1:400 for 30 min), with or without anti-human 
PanCK, clone AE1-AE3 (Agilent, # M351501-2; dilution of 1:400 for 15 min) primary antibodies. For IL-33 
detection, rabbit anti-goat antibody (Agilent, # E0466) was used as secondary antibody, at a dilution of 
1:400 for 15 min. Specific binding of primary antibodies was visualized using a polymer-based visualizing 
system with horseradish peroxidase as the enzyme and 3,3-diaminobenzidine (DAB) as a brown 
chromogen for IL-33, or an alkaline phosphatase-linked polymer and Fast Red as red chromogen (Bond™ 
Polymer Refine and Red Detection) for PanCK. Sections were counterstained with hematoxylin and 
mounted with Aquatex (Merck). Slides were scanned in high resolution on whole slide scanners 
Pannoramic 250 Flash (3DHISTECH) or NanoZoomer S360 (Hamamatsu). 
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Breast tumors and patients blood analysis 
Fresh breast tumors and blood samples (collected in EDTA anticoagulant-containing tubes) were 
obtained from the Biological Resources Center (BRC) of the Centre Léon Bérard (CLB, Lyon, France). All 
patients enrolled provided written informed consent. Protocol was reviewed and approved by the 
institutional Board of CLB. Sections of the resected tumor area selected by the pathologists were placed 
in RPMI supplemented with 100 IU/ml penicillin (Invitrogen) and 100μg/ml streptomycin (Invitrogen). 
Tissues were mechanically disrupted, supernatant was collected and frozen for subsequent cytokine and 
chemokine quantification by Luminex assay following manufacturer’s instructions. Tumor pieces were 
then digested for 45 min at 37°C in RPMI supplemented with 100 IU/ml penicillin (Invitrogen) and 
100μg/ml streptomycin (Invitrogen) using 1mg/ml of collagenase IV (Sigma Aldrich) and 20 μg/ml of 
DNase I (Sigma Aldrich). Digested samples were then filtered on a 70μm cell strainer and re-suspended 
in cRPMI for activation and flow cytometry analysis 
 
Mice 
7-week-old female C57BL/6J mice were purchased from Charles River Laboratories and Rag2-KO were 
bred in-house. All the experiments were performed under specific-pathogen free conditions and 
approved by the ethic committee (approval number CECCAPP-CLB-2019-017). Splenocytes isolated from 
C57BL/6J mice (CharlesRiver) were activated in cRPMI supplemented with IL-12 (Miltenyi), IL-1α 
(Miltenyi), IL-1β (Miltenyi), IL-18 (MBL) or IL-33 (Miltenyi). For tumor growth experiments, wild-type or 
Rag2-KO mice were injected orthotopically into the 4th mammary fat pad with 5x104 or 2.5x105 E0771 
tumor cells in 200 μL of sterile NaCl at day 0. For NK cells depletion experiments, mice were injected 
intra-peritoneally with 200μg/mice of anti-NK1.1 antibody (BioXcell) or an equivalent volume of NaCl 
solution one day prior tumor cells injection and then once a week. To evaluate NK cells depletion 
efficiency, mice were treated with tetracaine analgesic eye drops and maintained under anesthesia using 
isoflurane to perform retro-orbital blood collection. Blood NK cell frequency was measured by flow 
cytometry. For therapeutic experiments, mice were injected with 10ng/mouse of rmIL-12 (R&D) or 
100ng/mouse of rmIL-33 (Biolegend) alone or combined in 50μL directly in tumor area twice a week 
from day 2 to day 26. Control mice were injected with an equal volume of NaCl solution. Tumor sizes 
were monitored with a digital caliper (Mitutoyo) twice a week and expressed as volume of a sphere 
(smaller length)2 × longer length) from day 9 to the end of experiments. Mice were sacrificed when 
longer length of the primary tumor reached >17mm2. All cells were tested for mycoplasma prior injection 
using MycoAlert kit (Lonza). For serum collection, blood was collected as previously described on day 5, 
4hrs after cytokine injection, incubated at RT for 30min to allow coagulation, centrifuged at 15 000rpm 
for 15min and serum was collected and aliquoted for preservation at -80°C. Serum IFN-γ levels were 
measured using Extra Sensitive IFN gamma Mouse ELISA Kit (ThermoFischer) following manufacturer’s 
instructions. 
 
Statistical analysis 
Statistical analyses were performed using GraphPad software and performed tests are indicated in figure 
legends. P-values lower than 0.05 were considered significant, with stars corresponding to * p<0.05; ** 
p<0.01; *** p<0.001 and **** p <0.0001. If no stars indicated, no statistically significant differences 
were found. Of note, for some experiments with multiple comparisons on human samples, statistical 
significance could not be reached although significant differences probably due to high number of 
parameters regarding the number of replicates. 
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Figure 1. IL-33 in combination with IL-12 strongly activates NK cells secretory and cytotoxic functions  
Human primary NK cells were isolated from healthy donors’ blood and activated with IL-33, IL-18, IL-1α or IL-1β 
(10ng/mL each) alone or in combination with IL-12 (10ng/mL), IL-15 (10ng/mL), IL-2 (500UI/mL), IFN-α (500UI/mL), 
anti-NKp30 (1 g/mL), anti-NKp46 (1 g/mL) agonistic antibodies or K562 target cells. 
A/ Supernatants were collected at 24hrs and IFN-γ secretion was quantified by ELISA. Results are expressed as 
mean +/- SEM (n=4 independent experiments). 
B/ NK cells were co-cultured with calcein-loaded K562 target cells for 4hrs at 5:1 effector to target ratio. Calcein 
release in supernatant was quantified by fluorometry to calculate lysis percentage. Results are expressed as mean 
+/- SEM (n=9 independent experiments). Two-way ANOVA followed by Tuckey’s multiple comparisons test was 
performed.  
C/ NK cells were stained for CD25 and CD69 (black line) or corresponding isotypic control (grey) after 24hrs. 
Representative histogram plots (left) and quantification (%) (right) of CD25+ or CD69+ NK cells after cytokine 
stimulation. Results are expressed as mean +/- SEM (n=4 independent experiments). Dunn’s multiple comparisons 
test was performed. 
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Supplementary Figure S1. IL-33 in combination with IL-12 strongly activates NK cells secretory and cytotoxic 
functions  
A-D/ Human primary NK cells were isolated from healthy donors’ blood and activated with IL-33, IL-18, IL-1α or IL-
1β (0.1 to 100ng/mL each) alone or in combination with A/ IL-12 (10ng/mL), B/ IL-2 (500UI/mL), C/ IL-15 (10ng/mL) 
or D/ IFN-α (500UI/mL) for 24hrs prior to supernatant collection and IFN-γ quantification by ELISA. Results are 
expressed as mean +/- SEM (n=4 independent experiments).  
E/ NK cells were activated as described above and supernatants were collected at several time points from 0 to 
96hrs prior IFN-γ quantification by ELISA (n=1). 
F/ NK cells were activated with indicated cytokines (10ng/mL for each cytokine) for 24hrs and co-cultured with 
calcein-loaded K562 target cells for 4hrs at indicated effector to target ratio. Calcein release in supernatant was 
quantified by fluorometry to calculate lysis percentage. Results are expressed as mean +/- SEM (n=3 independent 
experiments). 
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Figure 2. IL-12 induces ST2 expression on a subset of NK cells in a STAT-4-dependent signaling pathway 
Human primary NK cells were isolated from healthy donors’ blood and activated as indicated (10ng/mL each 
cytokines) for 24hrs. 
A/ NK cells were activated in the presence of anti-ST2 (10ng/mL), anti-IL-18 (1ug/mL) blocking antibodies, IL-1RA 
antagonist (100ng/mL) or mIgG1 control antibody (1 or 10ng/mL as control for anti-IL-18 or anti-ST2 respectively). 
Supernatants were collected after 24hrs and IFN-γ secretion was quantified by ELISA. Results are expressed as 
mean +/- SD and are representative of three independent experiments. 
B/ ST2/IL1RL1 and IL1RAcP relative mRNA expression was analyzed by RT-qPCR activated as indicated. Results are 
expressed as mean +/- SD and are representative of two independent experiments. 
C/ NK cells were activated as previously described, in the presence or not of lisofylline (500 M) for 24hrs prior to 
ST2 surface expression analysis by flow cytometry. Representative dot plots (left) and quantification (%) (right) of 
ST2+ NK cells after cytokine stimulation. Results are expressed as mean +/- SEM (n=3 independent experiments). 
Dunn’s multiple comparisons test was performed. 
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Supplementary Figure 2. IL-12 induces ST2 expression on a subset of NK cells in a STAT-4-dependent signaling 
pathway 
Human primary NK cells were activated as indicated (10ng/mL each cytokines) 
A/ NK cells were activated in the presence of anti-ST2 (10ng/mL), anti-IL-18 (1 g/mL), IL-1RA antagonist 
(100ng/mL) or mIgG1 control antibody (1 or 10ng/mL as control for anti-IL-18 or anti-ST2 respectively). 
Supernatants were collected after 24hrs and IFN-γ secretion was quantified by ELISA. Results are expressed as 
mean +/- SD and are representative of three independent experiments. 
B/ ST2/IL1RL1 and IL1RAcP relative mRNA expression was analyzed by RT-qPCR at indicated times. Results are 
expressed as mean +/- SD and are representative of two independent experiments. 
C/ NK cells were treated or not with lisofylline (500μM) 24hrs prior to activation with IL-12 (0.1 to 10ng/mL) for 
5min and p-STAT-4 intracellular level was analyzed by flow cytometry (n=3 independent experiments). 
D/ NK cells were immuno-precipitated for p-STAT-4 and RT-qPCR analysis was performed to calculate p-STAT-4 
enrichment in ST2 promoter region. PERFORIN-1 (PRF1) and negative control sets 1 and 2 were used respectively 
as positive and negative controls for p-STAT-4 binding. RT-qPCR analysis was done in duplicates for two 
experiments. Mann-Whitney test was performed. 
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Figure 3. IL-33 preferentially activates a subset of CD56dim NK cells 
Human primary NK cells were activated as indicated (10ng/mL each cytokines) for 24hrs.  
A/ ST2, IL-18R1, IL-1R1 expression (grey) or corresponding isotypic control (black line) was analyzed by flow 
cytometry. CD56 surface expression level was used to discriminate CD56bright and CD56dim NK cells (n=3 
experiments). 
B/ FACS-sorted CD56bright and CD56dim NK cells were activated with medium (dotted black line) or IL-12 alone 
(solid black line) for 24hrs prior to IL-33, IL-18, IL-1α or IL-1β addition, supplemented (solid red line) or not (dotted 
red line) with IL-12. p65 (NF-κB) phosphorylation was analyzed 5min after the addition of IL-1 family cytokines (n=3 
experiments).  
C/ CD25 surface and IFN-γ intracellular expression was analyzed by flow cytometry. CD56 surface expression level 
was used to discriminate CD56bright and CD56dim NK cells (n=4 experiments). 
D/ FACS-sorted CD56bright and CD56dim NK cells were pre-activated as indicated for 24hrs. Cells were then stained 
with CTV for 20min, and washed prior to IL-2 (100UI/mL) stimulation. CTV fluorescence was analyzed on day 3 for 
CD56bright and on day 6 for CD56dim NK cells to quantify IL-2-induced NK cells proliferation (n=3 experiments). 
A-D/Plots are representative of at least three independent experiments. 
E/ Supernatants from FACS-sorted CD56bright (empty histogram) and CD56dim (filled histogram) NK cells were 
collected to quantify cytokines and chemokine release by Luminex assay. Results are expressed as mean +/- SEM 
(n=3 independent donors). 
F/ Human primary NK cells were activated with IL-12 and IL-33 (black dots) or IL-12 and IL-18 (white dots) 
combinations (10ng/mL each cytokine) for 24hrs. Then IFN-γ intracellular expression was analyzed by flow 
cytometry on NK cells subsets based on CD56, CD57 and KIR surface expression (n=7 experiments). 
G/ Human primary NK cells were activated with IL-12 (10ng/mL) for 24hrs. ST2 expression was analyzed by flow 
cytometry on NK cells subsets based on CD56 and CD57 surface expression. Results are expressed as mean +/- SEM 
(n=10 independent experiments). Dunn’s multiple comparisons test was performed.  
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Supplementary Figure S3. IL-33 preferentially activates a subset of CD56dim NK cells 
Human primary NK cells were activated as indicated (10ng/mL each cytokines) for 24hrs.  
A/ FACS sorted CD56bright and CD56dim NK cells were activated with medium (dotted black line) or IL-12 alone (solid 
black line) for 24hrs prior to IL-33, IL-18, IL-1α or IL-1β addition, supplemented (solid red line) or not (dotted red 
line) with IL-12. p38 (MAPK) and S6 (mTOR) phosphorylation were analyzed 5min or 1hr respectively after IL-1 
family cytokines addition (n=3 experiments).  
B/ CD69 surface and IFN-γ intracellular expression was analyzed by flow cytometry. CD56 surface expression level 
was used to discriminate CD56bright and CD56dim NK cells (n=4 experiments). 
A-B/Plots are representative of at least three independent experiments. 
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Figure 4. ST2+ NK cells display a unique gene signature compare to CD56bright and CD56dim NK cells 
A/ Schematic representation of FACS sorting strategy to isolate eight different NK cell subsets, based on CD56, 
CD57 and ST2 surface expression defining ability (green) or incapacity (red) to respond to IL-33. Three subsets were 
obtained after 24h culture in medium and five subsets were obtained after culture in IL-12 (10 ng/ml) for 24hrs. 
B/ Principal component analysis for eight FACS-sorted NK cells subsets based on expression of the top 500 most 
variant genes obtained from 3 independent healthy donors.  
C/ Heatmap representing upregulated genes in each sorted NK cells subsets cultured in IL-12 compared to the two 
other subsets for 3 independent healthy donors. Squares identify specific transcriptional signatures for CD56bright 
(green square), CD56dim NK cells (pink square) and ST2+ NK cells (blue square).  
D/ Normalized expression for top 10 genes most significantly upregulated in ST2+ NK cells compared to CD56bright 
and CD56dim NK cells. 
E/ Heatmap representing relative expression for all differentially expressed genes (upregulated and 
downregulated) in each sorted NK cells subsets cultured in IL-12 compared to the two other subsets for 3 
independent healthy donors.  
F/ Normalized expression for selected genes involved in NK cell functions. 
G/ ssGSEA analysis of the NK signatures composed of upregulated genes in each sorted NK cells subsets 
cultured in IL-12 compared to the two other subsets for 3 independent healthy donors. 
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Supplementary Figure S4. ST2+ NK cells display a unique gene signature compare to CD56bright and CD56dim 
NK cells 
Log2 foldchange and adjusted p-value associated with all 234 genes upregulated in ST2+ NK cells compare to 
CD56bright and CD56dim NK cells. 
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Figure 5. IL-33 is expressed in breast tumors and associated with increased overall survival in several cancers in 
patients 
A/ IL33 and ST2 gene expression (log2 TPM +1) in normal (grey) and tumoral tissue (orange) extracted from TCGA 
database (BLCA : Bladder carcinona; BRCA : Breast invasive carcinoma; COAD : Colorectal adenocarcinoma; HNSCC 
: Head and neck squamous cell carcinoma; KIRC : Kidney renal clear cell carcinoma; LGG : Brain lower grade glioma; 
LIHC: Liver hepatocellular carcinoma; LUAD : Lung adenocarcinoma; OV : Ovarian serous cystadenocarcinoma; 
PAAD : Pancreatic adenocarcinoma; SKCM : Skin cutaneous melanoma; STAD : Stomach adenocarcinoma; THCA : 
Thyroid cancer). 
B/ IL33 gene expression (normalized counts) in different breast cancer molecular subtypes was extracted from 
TCGA database (LumA : Luminal A; TN: Triple negative; Basal : Basal-like; LumB : Luminal B). 
C/ IL-33 protein was quantified by Luminex assay in breast tumor-derived supernatants (n=89). Kruskal-Wallis test 
followed by Dunn multiple comparisons test were performed. 
D/ IL-33 expression was analyzed on breast tumors TMA by Immuno-Histo Chemistry (IHC). Non-invasive Ductal 
Carninoma In Situ (DCIS) and invasive Breast Cancer (IBC) lesions were identified based on anatomopathological 
tissue observations. Red arrows indicate blood vessels, orange arrows indicate peritumoral normal breast acini 
and green arrows indicate isolated stromal cells positive for IL-33 staining. Images are shown at 20x magnification. 
Dotted squares show areas choosen for zoom images. 
E/ Transcriptomic data obtained by laser microdissection of stromal versus epithelial zones from DCIS or IBC lesions 
were extracted from Lee et al., 2012 to analyze IL33 gene expression. Kruskal-Wallis test followed by Dunn multiple 
comparisons test were performed. 
F/ Summary of p-values associated with the log rank test performed to evaluate prognostic value of each IL-1 
cytokine family and their receptors in 14 human TCGA cancer data sets. Data are represented as a bubble map 
showing positive (green) or negative (red) impact on overall survival. Dots size represents p-values obtained by 
log-rank test. 
G/ Multivariate Cox analysis of IL-33 impact on prognosis in breast cancers from TCGA dataset regarding the age, 
molecular subtype, and stage of the tumors p-values were obtained with log-rank test. 
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Supplementary Figure S5. IL-33 is associated with increased overall survival in several cancers 
A/ IL18, IL1A, IL1B, IL18R1, and IL1R1 gene expression (log2 TPM +1) in normal (grey) and tumoral tissue (orange) 
was extracted from TCGA database (BLCA : Bladder carcinona; BRCA : Breast invasive carcinoma; COAD : Colorectal 
adenocarcinoma; HNSCC : Head and neck squamous cell carcinoma; KIRC : Kidney renal clear cell carcinoma; LGG 
: Brain lower grade glioma; LIHC: Liver hepatocellular carcinoma; LUAD : Lung adenocarcinoma; OV : Ovarian serous 
cystadenocarcinoma; PAAD : Pancreatic adenocarcinoma; SKCM : Skin cutaneous melanoma; STAD : Stomach 
adenocarcinoma; THCA : Thyroid cancer). 
B/ Patients from TCGA database were stratified as high or low for IL33, IL18, IL1A and IL1B and survival was 
analyzed in all cancers data sets. Kaplan-Meier survival curves for breast cancer patients are represented and p-
values were obtained with log-rank test.  
C/ Patients from TCGA database were stratified as high or low for ST2, IL18R1 and IL1R1 and survival was analyzed 
in all cancers data sets. Kaplan-Meier survival curves for breast cancer patients are represented and p-values were 
obtained with log-rank test. 
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Figure 6. Peripheral and tumor-infiltrating NK cells from breast cancer patients respond to IL-33 and IL-12 
combination 
A/ Cell suspensions were obtained from fresh breast tumors to analyze NK cell frequency among total infiltrating 
cells by flow cytometry (n=46 patients). 
B/ Cell suspensions from fresh tumors and PBMCs from BC patients or healthy donors were activated with medium 
(dotted black line) or IL-12 alone (solid black line) for 24hrs prior to IL-33 addition supplemented (solid red line) or 
not (dotted red line) with IL-12. p65 phosphorylation was analyzed 5min after IL-33 addition by flow cytometry. 
Representative histogram plots (left) and quantification (%) (right) of p-p65+ NK cells after IL-12 and IL-33 
combination. Kruskal-Wallis test followed by Dunn multiple comparisons test were performed with no statistically 
significant differences. 
C/ Cell suspensions from fresh tumors and PBMCs from BC patients were activated with medium, or IL-12 and IL-
33 in combination (10ng/mL each cytokines) for 24hrs. Intracellular IFN-γ expression was analyzed by flow 
cytometry. Kruskal-Wallis test followed by Dunn multiple comparisons test were performed with no statistically 
significant differences. 
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Supplementary Figure S6. Gating strategy to identify NK cells in tumor cell suspensions by flow cytometry 
Tumor cell suspensions were stained for CD45, CD3, CD56 and CD7 expression and tumor-infiltrating NK cells were 
identified using gating strategy as illustrated. Cell viability was determined using Zombie dye (Biolegend). 
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Figure 7. IL-33 and IL-12 combination promotes antitumor functions in a NK-cell-dependent mechanism  
A/ WT mice were injected intra-mammary with 2.5x105 E0771 cells on day 0 and then treated in tumor area with 
10ng/mouse rmIL-12 or 100ng/mouse rmIL-33 alone or the two cytokines combined twice a week from day 2 to 
day 26. Primary tumor growth was monitored in mice treated with NaCl solution (n=6, green curves), IL-12 alone 
(n=9, blue curves), IL-33 alone (n=9, orange curves) or the two cytokines in combination (n=10, red curves). Two-
way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test were performed.  
B/ Kaplan-Meier survival plots of WT mice treated with NaCl (n=6, green curve), IL-12 alone (n=9, blue curve), IL-
33 alone (n=9, orange curve) or the two cytokines in combination (n=10, red curve). Mice were sacrificed when 
longest side of primary tumor reached 17mm. Log-rank test was performed and p-value is indicated for NaCl vs IL-
12 + IL-33 comparison.  
C/ Serum was retrieved from blood collected at day 5, 4hrs after NaCl or cytokine injections in peritumoral area. 
IFN-γ concentration was measured by Elisa in the serum of mice treated with NaCl (n=6, green dots), IL-12 alone 
(n=9, blue dots), IL-33 alone (n=9, orange dots) or the two cytokines in combination (n=10, red dots). Kruskal-Wallis 
test followed by Dunn multiple comparisons test were performed. 
D/ WT mice were injected intra-peritoneally with NaCl or 200ug/mice of anti-NK1.1 depleting antibody prior to 
intra-mammary injection with 2.5x105 E0771 cells on day 0 and then treated in tumor area with NaCl or 
10ng/mouse rmIL-12 and 100ng/mouse rmIL-33 combination twice a week from day 2 to day 23. Primary tumor 
growth was monitored in non-depleted WT mice treated with NaCl (n=4, green curves) or with IL-12 and IL-33 
combination (n=5, orange curves) or in NK cells-depleted WT mice treated with NaCl (n=5, blue curves) or with IL-
12 and IL-33 combination (n=5, red curves). Two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test were 
performed.  
E/ Kaplan-Meier survival plots of non-depleted WT mice treated with NaCl (n=4, green curves) or with IL-12 and IL-
33 combination (n=5, orange curves) or in NK cells-depleted WT mice treated with NaCl (n=5, blue curves) or with 
IL-12 and IL-33 combination (n=5, red curves). Mice were sacrificed when longest side of primary tumor reached 
17mm. Log-rank test was performed and p-value is indicated for non-depleted mice treated with IL-12 + IL-33 vs 
NK cell-depleted mice treated with IL-12 + IL-33. 
F/ Serum was retrieved from blood collected at day 5, 4hrs after NaCl or cytokine injections in peritumoral area. 
IFN-γ concentration was measured by ELISA in the serum of non-depleted WT mice treated with NaCl (n=4, green 
dots) or with IL-12 and IL-33 combination (n=5, orange dots) or in NK cells-depleted WT mice treated with NaCl 
(n=5, blue dots) or with IL-12 and IL-33 combination (n=5, red dots). Kruskal-Wallis test followed by Dunn multiple 
comparisons test were performed. 
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Supplementary Figure S7. IL-12 sensitizes mouse splenic NK cells to produce IFN-γ in response to IL-12 and IL-33 
combination 
A/ Splenic cells were activated with IL-12 (20ng/mL) or not for 24hrs and stained for CD45, NK1.1 and CD3 surface 
expression to identify NK cells. ST2, IL-18R1, and IL-1R1 (black line) or corresponding isotypic control (grey) surface 
expression on NK cells was analyzed by flow cytometry. Plots are representative of three independent 
experiments. 
B/ Splenic cells were activated as indicated (20ng/ml each cytokines) for 24hrs and stained for CD45, NK1.1 and 
CD3 surface expression to identify NK cells. IFN-γ intracellular expression was analyzed in NK cells by flow 
cytometry. Plots are representative of four independent experiments with 3 to 4 mice/experiment and results for 
single mice are presented below. Two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test were performed. 
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Supplementary Figure S8. Anti-tumoral effect of IL-33 and IL-12 combination is dependent on NK cells in Rag2-
KO mice  
A/ Rag2-KO mice were injected intra-peritoneally with NaCl or 200ug/mice of anti-NK1.1 depleting antibody prior 
to intra-mammary injection with 2.5x105 E0771 cells on day 0 and then treated in tumor area with NaCl or 
10ng/mouse rmIL-12 and 100ng/mouse rmIL-33 combination twice a week from day 2 to day 23. Primary tumor 
growth was monitored in non-depleted Rag2-KO mice treated with NaCl (n=3, green curves) or with IL-12 and IL-
33 combination (n=3, orange curves) or in NK cells-depleted WT mice treated with NaCl (n=3, blue curves) or with 
IL-12 and IL-33 combination (n=4, red curves). Two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test 
were performed.  
B/ Kaplan-Meier survival plots of non-depleted Rag2-KO mice treated with NaCl (n=3, green curves) or with IL-12 
and IL-33 combination (n=3, orange curves) or in NK cells-depleted WT mice treated with NaCl (n=3, blue curves) 
or with IL-12 and IL-33 combination (n=4, red curves). Mice were sacrificed when longest side of primary tumor 
reached 17mm. Log-rank test was performed and p-value is indicated for non-depleted mice treated with IL-12 + 
IL-33 vs NK cell-depleted mice treated with IL-12 + IL-33. 
C/ Serum was retrieved from blood collected at day 5, 4hrs after NaCl or cytokine injections in peritumoral area. 
IFN-γ concentration was measured by Elisa in the serum of non-depleted Rag2-KO mice treated with NaCl (n=3, 
green dots) or with IL-12 and IL-33 combination (n=3, orange dots) or in NK cell-depleted WT mice treated with 
NaCl (n=3, blue dots) or with IL-12 and IL-33 combination (n=4, red dots). Kruskal-Wallis test followed by Dunn 
multiple comparisons test were performed. 
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Reagent or resource Source Reference or accession number 
Flow cytometry antibodies (Human) 

Anti-CD3-BV711 BD Bioscience Clone UCHT1 Mouse IgG1 κ 
Anti-CD3-PerCP Miltenyi Clone BW264/56, Mouse IgG2a κ 
Anti-CD3-V450 BD Bioscience Clone UCHT1 Mouse IgG1 κ 
Anti-CD4-BB515 BD Bioscience Clone RPAT4 Mouse IgG1 κ 
Anti-CD4-FITC BD Bioscience Clone RPAT4 Mouse IgG1 κ 
Anti-CD7-BV650 BD Bioscience Clone M-T701, Mouse IgG1 κ 
Anti-CD7-BV711 BD Bioscience Clone M-T701, Mouse IgG1 κ 
Anti-CD7-FITC Beckman Coulter Clone 8h8.1, Mouse IgG2a κ 
Anti-CD8-PerCP-Cy5.5 BD Bioscience Clone RPA T8, Mouse IgG1 κ 
Anti-CD14-BV510 BD Bioscience Clone MφP9, Mouse IgG2b κ   
Anti-CD16-V500 BD Bioscience Clone 3G8, Mouse IgG1 κ 
Anti-CD25-PE BD Bioscience Clone  M-A251, Mouse IgG1 κ 
Anti-CD45-AF700 BD Bioscience Clone HI30, Mouse IgG2b κ 
Anti-CD45-BV510 BD Bioscience Clone HI30, Mouse IgG2b κ 
Anti-CD56-PEVio770 Miltenyi Clone AF12-7H3, Mouse IgG1 κ 
Anti-CD56-VioBright-FITC Miltenyi Clone AF12-7H3, Mouse IgG1 κ 
Anti-CD57-APC BD Bioscience Clone HNK-1, Mouse IgM κ 
Anti-CD69-APC BD Clone FN50,  Mouse IgG1 κ 
Anti-CD127-APC eBioscience Clone eBioRDR5, Mouse IgG1 κ 
Anti-CD158(KIR2DL1/S1/S3/S5)-PE-Cy7 Biolegend CloneHP-A4,  Mouse IgG2b κ 
Anti-CD158e1(KIR3DL1)-PE-Cy7 Biolegend Clone DX9,  Mouse IgG1 κ 
Anti-IFNg-BV421 Biolegend Clone 4SB3,  Mouse IgG1 κ 
Anti-IL-1R1-BV421 BD Bioscience Clone 89412,  Mouse IgG1 κ 
Anti-IL-18Ra-PE BD Bioscience Clone H44,  Mouse IgG1 κ 
Anti-p-p38-PE BD Bioscience Clone 36/p38,  Mouse IgG1 κ 
Anti-p-p65-PE BD Bioscience Clone K10-895.12.50, Mouse IgG2b κ 
Anti-p-S6 Cell Signaling Technology Clone D57.2.2E, Rabbit IgG 
Anti-p-STAT-4-PE BD Bioscience Clone 38/p-Stat4,  Mouse IgG2b κ 
Anti-ST2-PE R&D Polyclonal goat 

Flow cytometry antibodies (Mouse) 
anti-CD11b-APCeFluor 780 eBioscience Clone M1/70, Rat IgG2b κ 
anti-CD27-PerCPeFluor 710 eBioscience Clone LG.7F9, Haster IgG 
anti-IFN-γ-PE Biolegend Clone XMG1.2,  Rat IgG1 κ 
anti-IL-1R-BV421 BD Bioscience Clone 4E2, Rat IgG2a κ 
anti-IL-18Rα-PE eBioscience Clone P3TUNYA,  Rat IgG2a κ 
Anti-NK1.1-APC BD Bioscience Clone PK136, Mouse IgG2a κ   
anti ST2-PE BD Bioscience Clone U29-93, Rat IgG2a κ 

Other antibodies 
Anti-goat  Agilent E0466 
Anti-IL-18 MBL Clone 125-2H,  Mouse IgG1 κ 
Anti-IL-33 R&D Clone AF3625, Goat 
Anti-NK1.1 BioXCell Clone PK136 
Anti-NKp30 R&D Clone 210845 Mouse IgG2a κ 
Anti-NKp46 R&D Clone 195314, Mouse IgG2b κ 
Anti-PanCK Agilent clone AE1-AE3,  
Anti-p-STAT-4 Cell SIgnaling Technology Y693, Rabbit IgG 
Anti-ST2 R&D Clone 97203, Mouse IgG1 κ 

Reagents 
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Calcein Invitrogen C1430 
CTV Invitrogen C34557 
DAPI  Invitrogen D1306 
DNAse I Sigma-Aldrich D4263 
GolgiPlug BD bioscience 555029 
Lisofylline  Cayman chemicals 10010785 
Lymphocyte Separation Medium  Eurobio CMSMSL0101 
Lyse/fix Buffer Phosflow BD Biosciences 558049 
Perm Buffer III Phosflow BD Biosciences 558050 
RPMI 1640 Medium, GlutaMAX Gibco 61870036 
Sulfinpyrazone  Sigma-Aldrich S9509 
Type IV collagenase  Sigma-Aldrich C5138 
Zombie Dye Aqua  Biolegend 423101  

Cytokines 
Recombinant Human IFN-α2b Schering-Plough  
Recombinant Human IL-1α Peprotech 200-01A 
Recombinant Human IL-1β Peprotech 200-01B 
Recombinant Human IL-1RA  Peprotech 200-01RA 
Recombinant Human IL-2 Chiron  
Recombinant Human IL-12 Miltenyi 130-096-704 
Recombinant Human IL-15 Peprotech 200-15 
Recombinant Human IL-18 MBL B003-5 
Recombinant Human IL-33 Miltenyi 130-109-378 
Recombinant Mouse IL-1α Miltenyi 130-094-050 
Recombinant Mouse IL-1β Miltenyi 130-094-053 
Recombinant Mouse IL-12  Miltenyi 130-096-707 
Recombinant Mouse IL-12 (in vivo) R&D 419-ML 
Recombinant Mouse IL-18 MBL B002-5 
Recombinant Mouse IL-33 Miltenyi 130-112-958 
Recombinant Mouse IL-33 (in vivo) Biolegend 580502 

Kits 
Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 17-plex BioRad M5000031YV 
ChIP-IT High Sensitivity Active Motif  53040 
Extra Sensitive IFN gamma Mouse ELISA 
Kit  

ThermoFischer BMS609 

FoxP3/Transcription Factor Staining Set  eBioscience 00-5523-00 
Human IFN-γ DuoSet ELISA kit  R&D DY285B 
iScript Reverse Transcription kit  BioRad 1708840 
MycoAlertTM Mycoplasma Detection Kit Lonza  LT07-118 
NK Cell Isolation Kit, human Miltenyi  130-092-657 
NucleoSpin RNA Kit Macherey-Nagel 740955 

Primers 
GADD45a TaqMan ThermoFischer Hs00169255_m1 
Negative Primer Set 1 and 2  Active Motif 71001 and 71002 
IL1Rap TaqMan ThermoFischer Hs00895050_m1 
IL1RL1 TaqMan  ThermoFischer Hs00249384_m1 
IL1RL1 (promoter) Forward Agilent 5’-GTGATCATCGGGTTCAGCTTATC-3’ 
IL1RL1 (promoter) Reverse Agilent 5-’GCTTTACTAAATACAACAGCCAGCCT-3’ 
SimpleChIP Human PRF1 Primers Cell Signaling Technology 9014S 
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Les résultats obtenus au cours de ma thèse nous ont permis de démontrer que l’IL-33, 
lorsqu’elle est combinée avec l’IL-12, est un activateur puissant des fonctions sécrétrices et 
cytotoxiques des cellules NK chez l’homme et la souris, en contexte physiologique et tumoral. Dans 
cette synergie, l’IL-12 est nécessaire pour activer la voie STAT-4 qui régule directement l’expression du 
récepteur ST2 à la surface d’une sous-population de cellules NK. La caractérisation phénotypique, 
fonctionnelle et transcriptionnelle des cellules NK ST2+ les identifie comme une sous-population 
appartenant aux cellules NK CD56dim mais caractérisées par un programme transcriptionnel unique et 
un potentiel hautement polyfonctionnel (production de cytokines, cytotoxicité et prolifération). En 
effet, ces cellules expriment des gènes associés à des marqueurs et des fonctions propres aux cellules 
NK CD56bright sécrétrices ou aux cellules NK CD56dim cytotoxiques respectivement. Dans un modèle 
murin de cancer mammaire, nous avons observé que l’administration combinée d’IL-33 et d’IL-12 
induit une diminution de la croissance tumorale et l’augmentation de la survie, via un mécanisme 
dépendant des cellules NK et associé à la production d’IFN-γ. Chez l’homme, à partir de prélèvements 
de sang et de tumeurs issus de patientes atteintes de cancer du sein, nous avons observé que la 
combinaison de l’IL-33 et de l’IL-12 induit l’activation de la voie NFkB et la production d’IFN-γ dans une 
partie des cellules NK circulantes et intratumorales ex vivo. Dans l’ensemble, ces résultats identifient 
l’IL-33 comme un activateur puissant d’une sous-population distincte de cellules NK polyfonctionnelles 
à fort potentiel thérapeutique dans le cancer. Enfin, l’étude des données cliniques et 
transcriptomiques de la base de données publiques The Cancer Genome Atlas associe l’expression de 
l’IL-33 avec une augmentation de la survie des patientes dans plusieurs cancers dont le cancer du sein, 
en accord avec un rôle anti-tumoral de l’IL-33 endogène.  

Dans cette partie, nous discuterons des résultats obtenus, de leur portée et des perspectives 
qu’ils offrent. Nous évoquerons dans un premier temps les caractéristiques de l’activation des cellules 
NK par l’IL-33 en contexte physiologique. Dans une deuxième partie, nous aborderons le rôle de l’IL-33 
en contexte tumoral. Enfin, nous discuterons de l’intérêt thérapeutique de l’activation des cellules NK 
par l’IL-33 en contexte tumoral.  

 

Partie 1 : L’IL-33, puissante activatrice d’une sous-population de cellules NK 
polyfonctionnelles  

Nos résultats confirment que l’IL-33 est un puissant activateur des cellules NK soulignant ainsi 
son rôle initialement sous-estimé dans la régulation des réponses immunitaires de type-1. Les 
caractéristiques de cette activation seront discutées dans cette partie. 

I. Spécificités de l’activation des cellules NK par l’IL-33 
 

1. La synergie avec l’IL-12 
 

1.1. Mise en évidence de la protéine ST2 sur les cellules NK humaines  

Une de nos observations majeures est la dépendance vis-à-vis de l’IL-12 pour induire 
l’expression de ST2 sur les cellules NK et permettre l’activation de leurs fonctions effectrices anti-
tumorales en réponse à l’IL-33. Cette dépendance à l’IL-12 avait déjà été observée in vitro par 
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plusieurs groupes, bien que les mécanismes sous-jacents demeuraient partiellement identifiés 
(Smithgall et al., 2008; Bourgeois et al., 2009; Ochayon et al., 2020). En effet, ces études se sont 
heurtées à l’incapacité de mettre en évidence l’expression de la protéine ST2 à la surface des cellules 
NK humaines, malgré une augmentation de l’ARNm codant ST2 et la mise en évidence d’une réponse 
fonctionnelle de ces dernières en présence d’IL-33. En accord avec ces observations, seul un 
anticorps parmi ceux disponibles sur le marché à ce jour nous a permis de visualiser par cytométrie 
en flux, l’expression de ST2 à la surface des cellules NK humaines (en présence d’IL-12), bien que 
faible par rapport à l’expression observée sur des basophiles (non activés) (Figure complémentaire 
1). A ce titre, notre étude correspond à la première mise en évidence de l’expression du récepteur 
ST2 à la surface des cellules NK humaines. Toutefois, certaines de nos expériences ont révélé un 
nombre plus élevé de cellules NK qui répondent à l’IL-33 en produisant de l’IFN-γ par rapport au 
nombre de cellules NK qui expriment ST2. Ces observations suggèrent que la détection de la protéine 
ST2 dans nos conditions expérimentales n’est toujours pas optimale et la proportion de cellules NK 
ST2+ est probablement sous-estimée. De manière plus anecdotique, nous avons observé que 
l’expression de la chaine accessoire IL-1RAcP sur les cellules NK n’est pas régulée en réponse à l’IL-12. 
Ces résultats diffèrent de l’observation réalisée en context viral chez la souris montrant que 
l’expression d’IL-1RAcP est induite de manière similaire avec celle de ST2 (Kearley et al., 2015). Ceci 
peut s’expliquer par des différences de régulation de l’expression de la chaine accessoire entre les 
deux espèces ou selon le contexte biologique. 

 

 

 

 

 

Figure complémentaire 1. L’expression de ST2 sur les cellules NK est détectable mais plus faible que 
sur les basophiles chez l’homme 

Analyse de l’expression de ST2 par cytométrie en flux sur les cellules NK activées avec de l’IL-12 
pendant 24hrs et sur les basophiles humains cultivés dans du milieu pendant 24hrs, après isolement 
de sang périphérique. Pour les cellules NK, l’histogramme rempli en gris correspond à l’isotype 
contrôle et l’histogramme noir à l’anticorps anti-ST2. Pour les basophiles, l’histogramme bleu 
correspond à l’isotype contrôle et l’histogramme rouge à l’anticorps anti-ST2. 

De manière intéressante, nous avons observé que la production d’IFN-γ par les cellules NK en 
réponse à l’IL-33 est progressivement perdue dans les heures suivant le retrait de l’IL-12 in vitro 
(Figure complémentaire 2), montrant ainsi la nécessité permanente de l’IL-12 pour maintenir la 
réponse des cellules NK à l’IL-33. En effet, après une pré-activation en IL-12 de 6hrs ou 24hrs, les taux 
d’IFN-γ produits en réponse à une stimulation secondaire par l’IL-12 et l’IL-33 sont respectivement 
100 et 20 fois supérieurs par rapport à une stimulation secondaire par l’IL-33 seule (Figure 
complémentaire 2). Cette donnée prend toute son importance dans les expériences réalisées à partir 
de cellules NK isolées de tumeurs de patientes dont nous discuterons dans la dernière partie de ce 
chapitre. 
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En conclusion, contrairement aux cellules de l’immunité de type 2 qui expriment fortement 
ST2 de manière constitutive, nos résultats montrent que l’expression de ST2 est inductible et 
modérée dans les cellules NK humaines et murines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure complémentaire 2. La présence d’IL-12 est strictement nécessaire pour maintenir la réponse 
des cellules NK à l’IL-33 

Analyse de la production d’IFN-γ par les cellules NK humaines pré-activées en présence d’IL-12 
(10ng/mL) ou de milieu pendant 6hrs ou 24hrs puis re-stimulées pendant 24hrs avec du milieu, de l’IL-
12 (10ng/mL) seule, de l’IL-33 seule (10ng/mL) ou la combinaison d’IL-12 et d’IL-33 (10ng/mL chaque 
cytokine). 

1.2. Comparaison avec l’IL-18 

La synergie de l’IL-33 avec l’IL-12 rappelle celle observée entre l’IL-12 et l’IL-18, autre cytokine de 
la famille des IL-1s, où l’activation de STAT-4 par l’IL-12 et de la voie JNK/c-jun (MAPKinases) par l’IL-18 
induit la formation d’un complexe STAT-4/c-jun capable de se fixer sur le promoteur du gène IFNG 
pour induire son expression (Chan et al., 1992; Robinson et al., 1997; Lauwerys et al., 1999; Nakahira 
et al., 2002). Par ailleurs, l’activation de la voie p38 (MAPKinases) par l’IL-18 permet de stabiliser les 
ARNm IFNG nouvellement formés (Mavropoulos et al., 2005). Ainsi, l’IL-33 qui active également les 
voies des MAPKinases JNK et p38, agit probablement via des mécanismes similaires à l’IL-18 pour 
coopérer avec l’IL-12. Par exemple, Ochayon et al ont récemment montré que l'activation de la voie 
MAPK p38 en réponse à l'IL-33 dans les cellules NK augmente la stabilité des transcrits de l’IFN-γ, 
comme décrit par Mavropoulos et al pour l’IL-18 (Mavropoulos et al., 2005), et déclenche le clivage du 
TNF à la surface cellulaire et donc sa sécrétion en induisant l’expression de la métalloprotéinase 
ADAM17 (Ochayon et al., 2020). A travers nos résultats, l’IL-33 apparait quasi systématiquement 
comme le second activateur le plus puissant des cellules NK, après l’IL-18. Ceci peut s’expliquer par 
une expression constitutive du récepteur à l’IL-18 à la surface de toutes les cellules NK alors que 
l’expression de ST2 est induite et ce uniquement sur un sous-type de cellules NK. En accord avec cette 
hypothèse, à partir de 72hrs, temps auquel nous avons observé une expression optimale de ST2, les 
quantités d’IFN-γ produites en réponse à l’IL-12 combinée à l’IL-33 sont similaires à celles observées en 
réponse à l’IL-12 combinée à l’IL-18. Par ailleurs, à des concentrations plus faibles (1ng/mL par rapport 

cellules NK humaines et murines.
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à 10ng/mL), l’IL-33 induit une sécrétion plus importante que l’IL-18 lorsque les cytokines sont 
respectivement combinées à l’IL-12. Ainsi, lorsque l’expression de ST2 est optimale, l’IL-33 est un 
activateur tout aussi si ce n’est plus puissant que l’IL-18. 

Par ailleurs, nous avons identifié un ensemble de spécificités justifiant l’importance de l’activité de 
l’IL-33 sur les cellules NK par rapport à l’IL-18. Tout d’abord, parmi l’ensemble des combinaisons 
évaluées, seule la combinaison d’IL-33 et d’IL-12 induit la prolifération des cellules NK CD56dim, qui 
présentent normalement des capacités prolifératives réduites (Lutz et al., 2011). Chez la souris, en 
contexte d’infection par le virus MCMV, il a été observé que l’expression de ST2 est nécessaire pour 
induire la prolifération des cellules NK spécifiquement dirigées contre le virus en réponse à l’IL-33, 
permettant ainsi le contrôle viral (Nabekura et al., 2015). De plus, la sécrétion de TNF-α, en accord 
avec Ochayon et al (Ochayon et al., 2020), ainsi que des chimiokines CCL3 et CCL4 par les cellules NK 
en réponse à la combinaison d’IL-33 et d’IL-12 est supérieure à celle induite par la combinaison d’IL-18 
avec l’IL-12. Dans la continuité de cette observation, contrairement à l’IL-18 et aux IL-1s, seule l’IL-33 
est capable d’induire un sécrétome inflammatoire par une même sous-population de cellules NK (i. e. 
les cellules NK CD56dim) illustré par la production concomitante de plusieurs cytokines (IFN-γ, TNF-α, 
IL8, IL6) et chimiokines (CCL3, CCL4 et CCL5) pro-inflammatoires. Cette observation suggère un rôle clé 
des cellules NK ST2+ dans le recrutement de cellules immunitaires dans les tissus inflammés. En outre, 
les cellules NK CD56dim présentent également une cytotoxicité accrue en réponse à l’IL-33 combinée à 
l’IL-12, soulignant ainsi la polyfonctionnalité de cette sous-population spécifiquement activée par l’IL-
33. 

De manière intéressante, l’activation préférentielle des fonctions sécrétrices des cellules NK 
CD56dim par l’IL-33 va à l’encontre de nombreux principes communément admis, selon lesquels les 
cellules NK CD56dim présentent une expression réduite des récepteurs aux cytokines et répondent 
plutôt à l’engagement de leurs récepteurs activateurs qu’à la présence de cytokines (Hanna et al., 
2004; Fauriat et al., 2010; Schlums et al., 2015); et qu’elles ont une activité plutôt cytotoxique que 
sécrétrice (Fehniger et al., 1999). Ainsi, en plus d’augmenter leur fonction cytotoxique, l’IL-33 semble 
conférer des fonctions sécrétrices uniques aux cellules NK CD56dim, qui peuvent jouer un rôle dans le 
recrutement et l’activation d’une panoplie de populations immunitaires, fonction généralement 
associée aux cellules NK CD56bright (Cooper et al., 2001; Fehniger et al., 2003; Vitale et al., 2005).  

Enfin, nous avons observé une exclusion entre l’expression d’IL-33 et d’IL-18 dans les dilacérats 
obtenus à partir de tumeurs du sein (Figure complémentaire 3), souligant ainsi que ces deux cytokines 
sont produites par des cellules différentes et dans des contextes distincts, et régulent donc l’activité 
des cellules immunitaires de manière non redondante. Ainsi, la caractérisation extensive des cellules 
NK par analyse de leur profil transcriptomique par RNA-seq en réponse à une activation par la 
combinaison d’IL-33 avec l’IL-12 par rapport à la combinaison d’IL-18 avec l’IL-12 devrait permettre 
d’identifier l’ensemble des similitudes et des différences entre ces deux activations, afin d’améliorer la 
manipulation des fonctions effectrices des différents sous-types de cellules NK en réponse aux diverses 
cytokines activatrices. De plus, l’établissement de signatures transcriptionnelles regroupant plusieurs 
gènes associés à l’activation des cellules NK par l’une ou l’autre de ces activations nous permettra 
d’identifier des cellules NK exposées à ces cytokines en contexte tumoral, à partir de données 
transcriptomiques i) publiques (analyse des données extraites du TCGA) ou ii) de cellules NK 
directement isolées de tumeurs fraîches par cytométrie en flux que nous allons prochainement 
générer.  
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Figure complémentaire 3. L’expression d’IL-33 et l’expression d’IL-18 semblent exclusives dans les 
tumeurs du sein  
Analyse de la concentration d’IL-33 et d’IL-18 dans les surnageants issus de la dilacération de tumeurs 
du sein par la technique de dosage multiparamétrique par electrochimiluminescence MSD.  
 
2. La synergie avec d’autres cytokines  

 
Nos résultats ont également montré que d’autres cytokines synergisent avec l’IL-33 pour induire la 

production d’IFN-γ par les cellules NK, bien que dans une moindre mesure par rapport à l’IL-12 (par 
ordre décroissant : l’IL-2, l’IL-15 et l’IFN-α). De manière frappante, l’expression de ST2 induite en 
réponse à ces cytokines corrèle avec les taux d’IFN-γ produits, à l’exception de l’IL-2 qui induit une 
expression plus faible de ST2 (Figure complémentaire 4) mais la sécrétion de grandes quantités d’IFN-
γ. Ceci peut s’expliquer par une capacité plus forte de l’IL-2 à induire la production d’IFN-γ par les 
cellules NK par rapport à l’IL-15 (Becknell and Caligiuri, 2005). D’autre part, dans un modèle murin de 
cancer du sein, le TNF-α produit par les macrophages en contexte tumoral induit également 
l’expression de ST2 sur les cellules NK, favorisant ainsi une réponse anti-tumorale efficace (Qi et al., 
2020a). Toutefois, nous n’avons pas confirmé ce résultat pour les cellules NK humaines.  

La coopération de l’IL-33 avec l’IL-12 est en partie dépendante de la voie STAT-4. Ainsi, pour ces 
autres cytokines qui activent STAT-5 pour l’IL-2 et l’IL-15 (Liao et al., 2011) ; STAT-1/2 pour IFN-α 
(Platanias, 2005) et STAT-3/STAT-5b pour le TNF-α (Miscia et al., 2002), les voies de signalisation et les 
facteurs impliqués dans la régulation de ST2 restent encore à identifier. 

 Enfin, nous nous sommes également intéressés à l’IL-23. En effet, cette cytokine appartient à la 
famille de l’IL-12 et est formée d’un hétérodimère entre la chaine p40 commune avec l’IL-12 et la 
chaine p19. Elle est sécrétée en contexte infectieux (Yannam et al., 2012) et tumoral (Sheng et al., 
2018; Yan et al., 2018; Neurath, 2019; Kansara et al., 2019) où elle active les cellules NK, seule ou en 
synergie avec l’IL-18 (van de Wetering et al., 2009; Ziblat et al., 2017). Ainsi, il nous a paru important 
de caractériser l’effet de l’IL-23 sur la régulation de la réponse des cellules NK humaines à l’IL-33. De 
manière intéressante, en contexte tumoral, il semblerait qu’il existe une balance entre l’IL-12 
protectrice et l’IL-23 délétère (Yan et al., 2018). Nos résultats préliminaires in vitro montrent que 
contrairement à l’IL-12, l’IL-23 ne sensibilise pas les cellules NK humaines à répondre à l’IL-33 (résultats 
non présentés). Cette différence pourrait s’expliquer par l’induction de voies de signalisation 
différentes par les récepteurs propres à ces deux cytokines. En effet, l’IL-23 se fixe sur un récepteur 
composé d’une chaine IL-12Rβ1 commune avec l’IL-12 et d’une chaine spécifique IL-23R qui recrute un 
hétérodimère STAT-3/STAT-4, alors que la signalisation en aval du récepteur de l’IL-12 (IL-12Rβ1/ IL-
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12Rβ2) est uniquement dépendante de STAT-4. Ces données restent à approfondir et éventuellement 
à élargir à d’autres membres de la famille de l’IL-12 (IL-27, IL-35, et IL-39), mais elles semblent révéler 
que l’effet de l’IL-12 sur l’expression de ST2 et la réponse à l’IL-33 dans les cellules NK sont spécifiques 
et non partagés avec d’autres membres de la même famille. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure complémentaire 4. L’expression de ST2 est induite à la surface des cellules NK en réponse à 
l’IL-12, l’IL-15, l’IL-2 et très faiblement en réponse à l’IFN-α 
Analyse de l’expression de ST2 à la surface des cellules NK humaines activées pendant 24hrs en 
présence de milieu, d’IL-12 (10ng/mL), d’IL-15 (10ng/mL), d’IL-2 (500UI/mL), d’IFN-α (500UI/mL) ou 
d’anticorps contrôle (1μg/mL), anti-NKp30 (1μg/mL) ou anti-NKp46 (1μg/mL). 

 

II. Les cellules NK ST2+ : identification d’une nouvelle sous-population ? 
 

1. Les cellules NK CD56bright ne répondent pas à l’IL-33  
 

A travers nos résultats, l’expression de ST2 et donc l’activation des cellules NK par l’IL-33 est 
resteinte à une sous-population de cellules NK CD56dim. Toutefois, nous avons pu observer l’activation 
anecdotique de certaines cellules NK CD56bright en réponse à l’IL-33, représentant moins de 5% de la 
population totale pour la production d’IFN-γ et en quantités de plus de 20 fois inférieures comparé à la 
production de cyokines (IFN-γ, CCL3, CCL4 et CCL5) par les cellules NK CD56bright en réponse à l’IL-18. 
Nous avons également observé la prolifération d’une partie des cellules NK CD56bright en réponse à l’IL-
33 combinée à l’IL-12, mais de manière très faible par rapport aux autres activations testées. La 
différenciation des cellules NK CD56bright en cellules NK CD56dim est un phénomène dynamique, 
donnant naissance à des cellules NK intermédiaires caractérisées par un phénotype mixte CD56bright 
CD16+. Lors du tri cellulaire, seule l’utilisation du marqueur CD16 en association avec le marqueur 

CD56 permet de séparer ces cellules des véritables cellules NK CD56bright CD16-, menant ainsi à 3 sous-
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populations de cellules NK (Figure complémentaire 5). L’absence du marqueur CD16 dans les tris 
cellulaires que nous avons réalisés en début de ma thèse ne permet pas d’éliminer les cellules NK 
CD16+ dans la fraction CD56bright et pourrait expliquer cette activation anecdotique observée parmi les 
cellules NK CD56bright.  

 

 

 

 

 

Figure complémentaire 5. Mise en évidence d’une population intermédiaire de cellules NK CD56bright 

CD16+ 
Analyse de l’expression de CD56 et CD16 sur les cellules NK humaines par cytométrie en flux. 

 

Par ailleurs, de nombreux articles de la littérature ainsi que nos propres observations font l’état 
d’une augmentation de l’expression de CD56 sur les cellules NK CD56dim en réponse à l’activation par 
l’IL-12, qui peut également compliquer la distinction entre les différentes sous-populations (Figure 
complémentaire 6). Ainsi, ce phénomène peut rendre difficile la séparation des cellules NK CD56bright 
et CD56dim dans nos analyses où les cellules ne sont pas triées mais distinguées a posteriori sur la base 
de l’expression du CD56.  

 

 

 

 

 

 

Figure complémentaire 6. Mise en évidence de l’augmentation du niveau d’expression de CD56 à la 
surface des cellules NK en réponse à l’IL-12 
Analyse de l’expression de CD56 et ST2 à la surface des cellules NK activées en présence de milieu ou 
d’IL-12 (10ng/mL) pendant 24hrs. 

En conclusion, de manière générale, nous considérons que les cellules NK CD56bright ne répondent 
pas à l’IL-33 en contexte dépendant de l’IL-12.  
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2. Profil transcriptionnel unique des cellules NK ST2+ 
 

De manière reproductible, seulement une partie des cellules NK CD56dim (20 à 30%) sont 
capables d’exprimer ST2 en réponse à une stimulation par l’IL-12, soulignant une hétérogénéité au sein 
de cette population. En effet, plusieurs équipes ont décrit de manière concomittante l’existence de 
sous-populations intermédiaires parmi les cellules NK CD56dim, identifiées sur l’absence d’expression 
de CD57 et des KIRs (Lopez-Vergès et al., 2010), associée au maintien de l’expression de NKG2A 
(Björkström et al., 2010) ou caractérisées par l’expression élevée de CD94 et une activité hautement 
polyfonctionnelle (production d’IFN-γ et cytotoxicité) (Yu et al., 2010), ou par l’expression de CD62L 
(Juelke et al., 2010) ou de CX3CR1 (Hamann et al., 2011). Plus récemment, l’analyse épigénétique et 
transcriptionelle de cellules NK humaines a identifié les cellules NK CD56dim CD57- comme une sous-
population phénotypiquement et fonctionnellement intermédiaire entre les cellules NK CD56bright 
CD16- et les cellules NK CD56dim CD57+ terminalement différenciées et cytotoxiques (Collins et al., 
2019). Toutefois, l’analyse par cytométrie en flux de ces molécules ne nous a pas permis d’identifier un 
marqueur exprimé par l’ensemble des cellules NK ST2+ et restreint à ces dernières. Ceci pourrait  
s’expliquer par l’existence de plusieurs sous-populations distinctes parmi les cellules NK CD56dim mais 
également par une régulation concomittante et dynamique de l’ensemble de ces marqueurs au cours 
de la différenciation des cellules NK (Fauriat et al., 2010). Nous avons donc trié par cytométrie en flux 8 
sous-populations de cellules NK en fonction de leur expression des marqueurs CD56, CD16, CD57 et 
ST2 afin d’évaluer de manière non supervisée par RNA-seq leur profil transcriptionnel et d’identifier 
une signature de gènes propres aux cellules NK ST2+. Les résultats de cette analyse seront discutés 
dans les paragraphes ci-dessous.  
 

2.1. Définition de la signature transcriptomique des cellules NK ST2+ 
 

L’analyse du profil transcriptionnel des populations triées par cytométrie en flux nous a permis de 
confirmer l’identité des ces dernières, avec une expression forte des gènes précédemment identifiés 
comme spécifiques des cellules NK CD56bright (NCAM1, SELL, CCR7, CCR5, CXCR3, KLRC1, KLRC2, KIT, 
TCF7, LEF1, BACH2) ou des cellules NK CD56dim (CX3CR1, CXCR2, FCGR3A, KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, 
KIR3DL2, PRMD1, ZEB2, MAF, NFIL3) dans ces sous-populations respectivement. Nous avons émis 
l’hypothèse que l’expression de ST2 définit une sous-population distincte au sein des cellules NK 
CD56dim. L’analyse en composante principale confirme que l’expression de ST2 seule est suffisante 
pour ségréger les cellules NK ST2+ des cellules NK CD56dim ST2- et ce plus particulièrement pour les 
cellules ST2+ CD57-. En effet, nous avons identifié un ensemble de gènes spécifiquement sur-exprimés 
(DEG, Differentially Expressed Genes) dans les cellules NK ST2+ par rapport aux deux sous-populations 
de cellules NK CD56bright et CD56dim cultivées en IL-12. En comparant les sous-populations activées en 
IL-12, nous avons ainsi éliminé de l’analyse tous les gènes dont la régulation est dépendante de l’IL-12 
dans les 3 sous-populations et mis en évidence des spécificités intrinsèques à chaque sous-population 
de cellules NK. L’analyse de l’ensemble des gènes spécifiquement sur-exprimés dans les cellules NK 
ST2+ (indépendamment de l’expression de CD57) par rapport aux cellules NK CD56bright et CD56dim ST2- 

nous a permis d’établir une signature transcriptionnelle (234 gènes) spécifique des cellules NK ST2+, 
comprenant des gènes codant des protéines membranaires (IL23R, TRPV1, IL1RL1, ITGA3, ULBP1, 
ICAM1), des protéines sécrétées (VEGFA, GZMA, IFNG) ou des facteurs de transcription (DMRTA, E2F2, 
E2F1); dont certains ont été précèdement décrites comme associées à la maturation, la prolifération 
ou l’activation des cellules NK. En outre, nous avons également confirmé à l’échelle transcriptionnelle 
l’expression spécifique de ST2 (IL1RL1) dans les cellules NK ST2+ triées par cytométrie en flux sur la 
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base de l’expression de surface de ce récepteur. Nous souhaitons désormais valider à l’échelle 
protéique la spécificité des marqueurs identifiés dans cette signature ST2+ ; par cytométrie en flux 
pour les protéines de surface, par dosages pour les protéines secrétées et par western blot pour les 
protéines intracellulaires avant d’étudier leur rôle dans la régulation de la biologie des cellules NK ST2+. 
Plus particulièrement, nous avons identifié le gène IL23R codant la sous-unité IL-23R du récepteur à 
l’IL-23, ainsi il serait intéressant d’évaluer les effets de l’IL-23 sur les fonctions effectrices des cellules 
NK ST2+. D’autre part, le gène VEGFA codant la protéine pro-angiogénique VEGF, est l’un des gènes les 
plus spécifiquement sur-exprimé dans les cellules NK ST2+. Ce facteur soluble, historiquement associé 
à l’induction de la néo-angiogénèse, a également été décrit en tant que marqueur spécifique des 
cellules NK utérines et jouerait un rôle essentiel dans le remodelage des tissus endothéliaux au cours 
de la placentation (Hanna et al., 2006). Cette observation pose la question quant à la fonction de ce 
facteur soluble dans les cellules NK ST2+ : permet-il de faciliter l’extravasation des cellules NK CD56dim 
ST2+ depuis le sang vers les tissus périphériques ?  

Par ailleurs, des analyses d’enrichissement de voies biologiques en utilisant la base de données 
MSigDB (Molecular Signatures Database) (https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/collections.jsp) 
(Gene Ontology, KEGG, Hallmark) sont en cours afin d’identifier les voies enrichies dans les cellules NK 
ST2+. Nous sommes également en train d’évaluer l’accessibilité de la chromatine au niveau des locis 
des 10 gènes les plus significativement surexprimés spécifiquement dans les cellules NK ST2+ grâce à 
une analyse ATACseq que nous avons réalisée en parallèle sur les mêmes échantillons que ceux utilisés 
pour le RNAseq. Cette analyse nous permettra également de déterminer des zones remaniements de 
la chromatine spécifiques des cellules NK ST2+ par rapport aux autres populations de cellules NK 
CD56bright et CD56dim cultivées en IL-12. 

En conclusion, cette signature permet pour la première fois de mettre en évidence des marqueurs 
associés uniquement aux cellules NK ST2+ et dont l’analyse (par RNAseq, RT-qPCR, cytométrie en flux 
ou western blot) sera utile pour distinguer de manière robuste la sous-population exprimant ST2 au 
sein des cellules NK totales. La capacité d’identifier précisément des sous-populations de cellules NK 
dotées de caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles spécifiques présente aujourd’hui un intérêt 
majeur pour améliorer le ciblage ou l’expansion de ces cellules en contexte pathologique. 

 
2.2. Les cellules NK ST2+ : sous-population intermédiaire au cours de la 

différenciation des cellules NK CD56bright vers CD56dim 
 

L’analyse non supervisée de l’ensemble des DEG entre les cellules NK ST2+ et les cellules NK 
CD56bright d’une part et entre les cellules NK ST2+ et les cellules NK CD56dim d’autre part nous a permis 
de mettre en évidence un ensemble de gènes fortement exprimés dans les cellules NK ST2+, partagés 
avec les cellules NK CD56bright et progressivement perdus au cours de leur différenciation vers les 
cellules NK CD56dim ST2+ tandis que d’autres sont communs avec les cellules NK CD56dim et 
progressivement acquis au cours de la différenciation des cellules NK CD56dim ST2+ vers les cellules NK 
CD56dim CD57+ terminalement différenciées. Ces observations soulignent le statut intermédiaire de la 
population de cellules NK ST2+ par rapport aux populations prototypiques de cellules NK CD56bright et 
CD56dim, pouvant ainsi expliquer sa polyfonctionnalité. 
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Les cellules NK CD56dim peuvent s’engager dans une voie de différenciation terminale, 
caractérisée par l’acquisition de l’expression de CD57 et la perte de leurs capacités sécrétrices au profit 
d’une activité cytotoxique accrue (Lopez-Vergès et al., 2010; Björkström et al., 2010; Collins et al., 
2019). Malgré un enrichissement en cellules CD57- parmi les cellules NK ST2+, nous avons également 
observé des cellules NK ST2+ CD57+, suggérant que ces deux marqueurs ne sont pas complètement 
exclusifs au cours de la différenciation. De manière intéressante, les cellules NK ST2+ CD57- présentent 
un profil d’expression génique plus proche des cellules NK CD56bright, tandis que le profil des cellules NK 
ST2+ CD57+ ressemble davantage à celui des cellules NK CD56dim CD57-. Ces observations suggèrent 
que les cellules NK ST2+ CD57+ correspondent à un état plus terminalement différencié que les cellules 
NK ST2+ CD57-. Ainsi, nous émettons l’hypothèse que l’expression de ST2 est acquise par les cellules NK 
CD56dim précocément au cours de leur différenciation puis est ensuite perdue au cours de la 
différenciation tardive, et ce de manière concomittante avec l’acquisition de l’expression des 
marqueurs CD57 et KIRs. Ainsi, les cellules NK ST2+ pourraient alternativement acquérir l’expression de 
CD57 après ou avant la perte d’expression de ST2, générant ainsi des cellules NK ST2+ CD57- ou ST2+ 
CD57+ respectivement. Cette hypothèse serait en accord avec le modèle proposé par Björkström et al. 
(Figure complémentaire 7), selon lequel l’expression des marqueurs NKG2A, CD57 et KIRs est régulée 
de manière concomittante et stochastique au cours de la différenciation des cellules NK CD56bright en 
cellules NK CD56dim, générant ainsi un panel de cellules intermédiaires présentant un phénotype mixte 
pour ces marqueurs  (Björkström et al., 2010).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure complémentaire 7. Modèle de régulation de l’expression des marqueurs CD57, NKG2A et KIRs 
à la surface des cellules NK au cours de la différenciation  
Figure extraite de (Björkström et al., 2010). Au cours de leur différenciation, les cellules NK CD56bright 
vont progressivement perdre l’expression de NKG2A et acquérir l’expression de CD57 et d’un 
ensemble de KIRs. L’expression de ces marqueurs étant régulée de manière concomittante, Björkström 
et al. présentent un modèle d’acquisition stochastique de ces 3 marqueurs, expliquant ainsi la 
génération de cellules CD56dim intermédiaires caractérisées par une combinaison mixte de l’expression 
de ces trois marqueurs.  

 
L’expression de CD94 (KLRD1) ainsi que de CD62L (SELL) a également été proposée comme 

caractéristique phénotypique d’une sous-population de cellules NK intermédiaires entre les cellules NK 
CD56bright et CD56dim (Yu et al., 2010; Juelke et al., 2010). Toutefois, de manière surprenante, nos 
données montrent une absence d’expression de ces deux marqueurs dans les cellules NK ST2+ (CD57- 

ou CD57+) (Figure complémentaire 8), suggérant que l’expression de CD94 et CD62L définit une sous-
population intermédiaire de cellules NK CD56dim distincte des cellules NK ST2+.  
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Figure complémentaire 8. Les gènes KLRD1 (CD94) et SELL (CD62L) ne sont pas spécifiquement 
exprimés dans les cellules NK ST2+ 
Analyse du niveau d’expression normalisée des gènes IL12RB1 et IL12RB2 dans les sous-populations de 
cellules NK humaines (données issues de l’analyse par RNAseq). 

 
 

2.3. Ontogénie des cellules NK ST2+ 
 

L’identification des voies de différenciation régulant le développement des différentes sous-
populations de cellules NK est un paramètre crucial si l’on veut pouvoir tirer profit des différentes 
caractéristiques propres à chacune. Ainsi, un ensemble de facteurs de transcription ont été associés au 
maintien des programmes transcriptionnels et épigénétiques propres aux cellules NK CD56bright (TCF7, 
LEF1, BACH2) et CD56dim (PRDM1, ZEB2, NFIL3, MAF) respectivement (Bezman et al., 2012; Schlums et 
al., 2015; Tesi et al., 2016; Lau et al., 2018; Collins et al., 2019). De manière frappante, l’analyse non 
supervisée des données de RNA-seq montre qu’aucun des gènes codants les facteurs de transcription 
précedemment décrits comme spécifiques des cellules NK CD56bright (BACH2, TCF7, LEF1) ne sont 
exprimés dans les cellules NK ST2+ tandis que les gènes codants les facteurs de transcription régulants 
les cellules NK CD56dim (MAF, NFIL3, PRDM1, TBX21, ZBTB16, ZEB2) présentent un niveau d’expression 
intermédiaire dans les cellules NK ST2+. Ces résultats soulignent ainsi l’appartenance des cellules NK 
ST2+ à la sous-population des cellules NK CD56dim, correspondant à un état transitoire de 
différenciation dont le programme transcriptionnel est contrôlé par les mêmes facteurs de 
transcription que ceux précédemment décrits. Les résultats obtenus à ce jour ne nous permettent pas 
d’identifier de manière formelle les facteurs de transcription à l’origine de la différenciation des 
cellules NK ST2+ mais cet axe pourrait être investigué en réalisant une analyse de sc-RNAseq sur ces 
même sous-populations. De manière intéressante, nous avons observé que l’expression des gènes 
codant les facteurs de transcription BACH2 et TCF7 est spécifiquement perdue dans les cellules NK 
ST2+, suggérant que la perte d’expression de ces facteurs de transcription peut correspondre à un 
signal induisant la différenciation des cellules CD56bright en cellules NK CD56dim ST2+. Par ailleurs, 
l’expression du facteur de transcription NFIL3 est plus élevée dans les cellules NK ST2+ CD57+ et 



178 

 

CD56dim CD57- par rapport à toutes les autres sous-populations analysées, suggèrant un potentiel rôle 
de ce facteur de transcription dans la régulation de l’expression de ST2 au cours de la différenciation 
des cellules NK CD56dim ST2-.  

 

2.4. Régulation de l’expression de ST2 par l’axe IL-12/STAT-4 
 

Nous montrons que l’induction de ST2 en réponse à l’IL-12 dans les cellules NK CD56dim 
humaines est dépendante de la phosphorylation de STAT-4, comme décrit pour les lymphocytes Th1 
chez la souris (Baumann et al., 2015). Par ailleurs, nous avons observé que l’intégralité des cellules NK 
CD56bright sont capables de répondre à l’IL-12 en phosphorylant STAT-4 tandis que seulement la moitié 
des cellules NK CD56dim sont sensibles à cette stimulation (Figure complémentaire 9). Cette 
hétérogénéité de réponse à l’IL-12 dans les cellules NK CD56dim a également été mise en évidence à 
travers l’étude de Yu et al. qui montre que les cellules NK CD56dim CD94fort sont caractérisées par une 
capacité accrue à activer la voie STAT-4 en réponse à l’IL-12 par rapport aux autres cellules NK CD56dim 

CD94faible (Yu et al., 2010). Ainsi, deux questions émergent de ces observations : Pourquoi les cellules 
NK CD56bright qui répondent très fortement à l’IL-12 en phosphorylant STAT-4 n’expriment pas ST2 ? Et 
quels sont les mécanismes régulant la réponse à l’IL-12 dans les cellules NK CD56dim ? 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure complémentaire 9. L’activation de la voie STAT-4 en réponse à l’IL-12 est différente dans les 
cellules NK CD56bright et CD56dim humaines  
Analyse de l’expression de phospho-STAT-4 dans les cellules NK CD56bright et CD56dim activées en 
présence de milieu ou d’IL-12 (10ng/mL) pendant 5 minutes. 

 
 

2.4.1. Régulation de l’axe IL-12/STAT-4 dans les cellules NK CD56bright 
 

Bien que la totalité des cellules NK CD56bright répondent à l’IL-12 en phosphorylant STAT-4 (Figure 
complémentaire 9), elles n’expriment jamais ST2 dans les conditions évaluées, i.e. en réponse à l’IL-12. 
Ces résultats suggèrent donc un blocage en aval de l’activation de STAT-4 dans ces cellules. Plusieurs 
mécanismes peuvent limiter l’expression d’un gène cible malgré l’activation des voies de signalisation 
régulant son expression. Ces mécanismes peuvent être de nature épigénétique, via l’induction de 
méthylations de la chromatine (marques répressives de type H3K9me3 ou H3K27me3) ou par une 
modification de l’accessibilité de la chromatine (inaccessibilité d’une région activatrice ou ouverture 
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d’une région répressive) ; ou de nature transcriptionnelle via la modification de l’expression de 
facteurs de transcriptions ou de miRNA qui régulent l’activation de gènes cibles. Une littérature 
florissante fait l’état d’importants remaniements épigénétiques et transcriptionnels au cours de la 
différenciation des cellules NK CD56bright en cellules NK CD56dim (Hanna et al., 2004; Wendt et al., 2006; 
Crinier et al., 2018; Collins et al., 2019). Ainsi, nous émettons l’hypothèse que l’incapacité des cellules 
NK CD56bright à exprimer ST2 repose sur leur programme transcriptionnel et épigénétique unique. Bien 
que de nombreux facteurs de transcription et gènes spécifiques des cellules NK CD56bright ont été 
rapportés, il nous est impossible de conclure à ce jour sur l’idendité des facteurs bloquant l’expression 
de ST2 dans ces cellules. Toutefois, Collins et al ont montré que le facteur de transcription BACH2 
réprime les phénotypes effecteurs associés aux cellules NK CD56dim humaines (Collins et al., 2019). 
Nos résultats montrent que l’expression de BACH2 est spécifiquement perdue dans les cellules ST2+, 
suggérant que BACH2 pourrait être un bon candidat pour expliquer la régulation négative de 
l’expression de ST2 dans les cellules NK CD56bright.  

 
2.4.2. Régulation de l’axe IL-12/STAT-4 dans les cellules NK CD56dim 

 
La réponse hétérogène des cellules NK CD56dim à l’IL-12 suggère une expression différentielle du 

récepteur à l’IL-12 au sein de cette sous-population. Notre analyse transcriptionnelle montre que 
l’expression d’IL12RB2 codant la sous-unité β2 du récepteur à l’IL-12 est graduelle, avec une 
expression très forte dans les cellules NK CD56bright, intermédiaire dans les cellules NK ST2+ CD57- puis 
ST2+ CD57+ et faible dans les cellules NK CD56dim CD57- puis CD56dim CD57+. Nous émettons donc 
l’hypothèse que l’absence de réponse à l’IL-12 dans les cellules NK CD56dim terminalement 
différenciées s’expliquerait par la perte d’expression de la sous-unité β2 du récepteur à l’IL-12 sur ces 
cellules. De manière paradoxale, l’expression relative du gène IL12RB1 codant la sous-unité β1 semble 
plus forte dans les cellules NK CD56dim et les cellules NK ST2+ par rapport aux cellules NK CD56bright qui 
présentent les niveaux d’expression les plus faibles. Toutefois, cette augmentation d’expression 
d’IL12RB1 pourrait correspondre à un mécanisme de régulation positive de ce gène en compensation 
de la perte d’expression d’IL12RB2. Malheureusement, nous n’avons pas réussi à mettre au point les 
marquages par cytométrie en flux des récepteurs de l’IL-12 (IL-12Rβ1 et IL-12Rβ2) pour confirmer les 
différences observées au niveau transcriptionnel. Ce problème a également été rencontré dans 
l’équipe de Giorgio Trinchieri (NIH/NCI, Bethesda) avec qui nous avons échangé à ce propos.  

 
 

En conclusion, nos résultats d’analyse transcriptomique renforcent les résultats obtenus in vitro 
identifiant les cellules NK ST2+ comme une sous-population intermédiaire et polyfonctionnelle. 

 Toutefois, un ensemble de questions subsistent à ce jour : Quels sont les facteurs responsables du 
blocage de l’expression de ST2 en aval de la voie STAT-4 dans les cellules NK CD56bright ? Est-ce que 
l’ensemble des cellules NK CD56bright sont programmées pour exprimer ST2 au cours de leur 
différenciation ou ce programme est-il restreint à une sous-population de cellules CD56bright détenant 
un potentiel pour l’expression de ST2 lorsqu’elles se différencient ? Les cellules NK ST2+ sont-elles 
réellement les précurseurs des cellules NK CD56dim ST2- ou les deux sous-populations sont-elles en 
réalité distinctes et non affiliées ? 
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Comme déjà mentionné précédemment, des analyses de sc-RNA-seq permettront potentiellement 
de répondre à ces questions. Par ailleurs, l’utilisation de l’outil Monocle qui permet d’établir un 
continuum entre différentes sous-populations en identifiant de manière non-supervisée les plus 
infimes variations dans l’expression de gènes ou des évènements d’ouverture et de fermeture de la 
chromatine entre les cellules pour les ordonner en fonction d’une échelle de « pseudo-temps » 
(Trapnell et al., 2014) pourrait permettre de répondre aux questions relatives à l’ontogénie des cellules 
NK ST2+ et de leur devenir au cours de la différentiation.  

 

Partie 2 : L’IL-33, actrice de l’immunité anti-tumorale ? 

 

Nos résultats montrent que la réponse à l’IL-33 est inductible dans les cellules NK permettant 
ainsi l’activation de leurs fonctions effectrices anti-tumorales. Ainsi, nous avons émis l’hypothèse que 
l’IL-33 pourrait être impliquée dans l’immunosurveillance des tumeurs via l’activation des cellules NK. 
Cette hypothèse sera discutée dans cette partie.  

 

I. Expression nucléaire d’IL-33 en contexte tumoral : quelle relevance 
physiologique ?  
 
 

1.  Expression nucléaire d’IL-33 dans les cellules stromales 
 

Une des particularités de l’IL-33 réside dans son expression nucléaire constitutive et 
majoritairement restreinte aux cellules non-hématopoïétiques (cellules endothéliales, épithéliales 
dans les tissus barrières ou stromales non-immunitaires).  

Nous avons identifié par immunohistochimie sur coupes de tumeurs du sein un fort signal 
nucléaire dans les cellules qui constituent les vaisseaux intratumoraux, en accord avec les premières 
études identifiant l’IL-33 comme fortement exprimée dans les cellules endothéliales (Moussion et al., 
2008). Ainsi, ces cellules constituent une source majeure d’IL-33 dans les tissus et par conséquent dans 
les tumeurs. La perte d’IL-33 nucléaire dans les cellules endothéliales a été observée in vitro en 
réponse à des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β) ou des facteurs pro-angiogéniques (VEGF) 
et in situ dans les vaisseaux intra-tumoraux observés sur des coupes de tumeurs du colon, du sein ou 
du rein; et a été associée au processus de néo-angiogenèse (Küchler et al., 2008; Maywald et al., 
2015). Nous n’avons pas observé ce phénomène sur les coupes de tumeurs du sein. Toutefois, nous 
avons observé la perte d’expression d’IL-33 dans le noyau des vaisseaux intra-tumoraux dans le cancer 
de la tête et du cou (Figure complémentaire 10). 
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Figure complémentaire 10. L’IL-33 n’est pas exprimée dans les cellules endothéliales des vaisseaux 
intra-tumoraux observés dans les tumeurs de la tête et du cou  
La ligne pointillée représente le front d’invasion de la tumeur. Les flèches noires indiquent les 
vaisseaux IL-33+ dans le tissu sain et les flèches blanches indiquent les vaisseaux IL-33- dans la tumeur. 
Les pointillés rouges délimitent les vaisseaux sanguins. Les rectangles noirs délimitent les zones qui ont 
été agrandies. 
 

Nous avons également observé une expression nucléaire d’IL-33 dans des cellules stromales 
isolées, dont la morphologie semble évoquer celle de fibroblastes dans les cancers du sein et de la tête 
et du cou. En lien avec cette observation, l’expression d’IL-33 a été retrouvée dans les fibroblastes 
associés aux tumeurs de la tête et du cou (Chen et al., 2013), gastriques (Su et al., 2015) ainsi que dans 
les cancers colorectaux (Cui et al., 2015; Landskron et al., 2019). Enfin, nous avons également observé 
une expression nucléaire d’IL-33 dans des cellules isolées du stroma qui présentent une morphologie 
rappelant celle de cellules immunitaires infiltrant les tumeurs. En accord avec cette observation, 
l’expression d’IL-33 a également été observée dans le noyau de cellules stromales mononucléées 
pouvant correspondre à des cellules immunitaires dans les cancers du côlon (Landskron et al., 2019). 
De manière intrigante, nous avons également noté une expression nucléaire d’IL-33 dans les acini 
mammaires non tumoraux à proximité de la tumeur, restreinte à des cellules en périphérie des canaux 
mammaires qui pourraient correspondre à des myofibroblastes ou des cellules myoépithéliales. 
L’expression de l’IL-33 dans les myofibroblastes a été rapportée en contexte d’inflammation 
pulmonaire (Kotsiou et al., 2018), intestinale (Sponheim et al., 2010; Kobori et al., 2010) ou 
pancréatique (Masamune et al., 2010; Nishida et al., 2010) ; et serait impliquée dans le phénomène de 
fibrose. En outre, les cellules endothéliales constituant les vaisseaux de type HEV ou les cellules 
fibroblastiques de type FRC sont particulièrement enrichies dans les tumeurs au niveau des structures 
lymphoïdes tertiaires ou TLS (Dieu-Nosjean et al., 2016). Ces cellules, exprimant l’IL-33 nucléaire de 
manière constitutive, pourraient ainsi correspondre à une source importante d’IL-33 dans les tumeurs, 
en contact direct avec des nombreuses cellules immunitaires présentes dans ces structures 
lymphoïdes ectopiques (Baekkevold et al., 2003) 

 
L’utilisation de techniques de marquages par immunofluorescence multiple (technologie OPAL 

par exemple) devrait permettre l’identification de ces cellules stromales exprimant l’IL-33 de manière 
nucléaire en contexte tumoral; paramètre essentiel si l’on veut appréhender leur rôle dans cette 
pathologie. 
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2. Expression nucléaire d’IL-33 dans les cellules tumorales 

 

Contrairement aux cellules épithéliales mammaires normales, nous n’avons pas observé 
d’expression d’IL-33 nucléaire dans les cellules tumorales sur coupes de tumeurs du sein. Ces résultats 
sont contradictoires avec ce qui a été décrit dans les cancers du côlon et des intestins (Maywald et al., 
2015; Mertz et al., 2016), de la tête et du cou (Rössle et al., 2016) ou encore du sein paradoxalement 
(Kim et al., 2015; Xiao et al., 2016). Ces différences peuvent être dues à l’utilisation d’anticorps ou de 
cohortes différentes d’une étude à une autre, mais peut également refléter une perte d’expression de 
l’IL-33 dans les cellules tumorales au cours de la tumorigenèse. En effet, notre analyse de la base de 
données transcriptomiques du TCGA montre une plus forte expression de l’ARNm codant l’IL-33 dans 
le tissu péri-tumoral par rapport au tissu tumoral, de manière significative dans 7 cancers sur 14 
étudiés (i.e. vessie, sein, tête et cou, poumon, mélanome, estomac et thyroïde) et avec une tendance 
dans 3 autres cancers (i. e. foie, poumon, prostate). En accord avec cette observation, les taux d’IL-33 
sont inversement corrélés au grade et à la taille de la tumeur dans les adénocarcinomes du poumon 
(Yang et al., 2018) et les ostéosarcomes (Koster et al., 2018). Ces observations ainsi que nos résultats 
sont en faveur d’un rôle anti-tumoral de l’IL-33 et identifient la perte d’IL-33 au cours de la 
tumorigenèse comme un potentiel mécanisme d’immuno-échappement non caractérisé à ce jour. En 
accord avec cette hypothèse, la perte d’IL-33 au cours de la tumorigenèse a été associée à une 
diminution de l’expression du CMH-1 sur les cellules tumorales favorisant ainsi l’échappement à la 
réponse immunitaire médiée par les LT CD8+ (Saranchova et al., 2016). Toutefois, dans d’autres 
études, l’expression d’IL-33 est plus forte dans le tissu tumoral par rapport au tissu normal dans les 
gliomes (Zhang et al., 2017a) et les cancers du rein de haut grade (Wang et al., 2016). Dans le cancer 
du côlon, l’expression d’IL-33 est absente du tissu non tumoral, induite dans les carcinomes de bas 
grade et précoces, et plus faible dans les carcinomes de haut grade et avancés. Ainsi, dans cette étude, 
l’augmentation de l’expression d’IL-33 au moment de l’initiation de la carcinogenèse a été associée à 
un rôle pro-tumoral de l’IL-33 (Mertz et al., 2016). Comme dans ces études, notre analyse des données 
du TCGA montre une augmentation significative de l’expression d’IL-33 dans la tumeur par rapport au 
tissu sain dans le gliome et le cancer du rein ainsi qu’une tendance similaire dans le cancer du côlon. Le 
rôle de l’IL-33 sur l’initiation et l’évolution de la tumorigenèse dépend donc probablement du contexte 
initial (i.e. niveau basal d’expression d’IL-33, infiltrat en cellules immunitaires et stromales, 
environnement cytokinique) propre à chaque organe et des différences peuvent être observées d’un 
type de cancer à un autre. 

Toutefois, on peut se questionner sur la relevance physiologique d’un marquage nucléaire d’IL-
33 sur coupes de tumeurs. En effet, le rôle d’alarmine d’IL-33 régulatrice de la réponse immunitaire en 
contexte tumoral est conditionné par la libération de l’IL-33 à partir du noyau des cellules qui 
l’expriment. La perte du signal nucléaire dans les cellules tumorales pourrait être interprétée comme 
le signe d’une libération d’IL-33 vers le milieu extra-cellulaire mais peut également refléter la perte 
d’expression de l’IL-33 au cours de la tumorigenèse. Il est donc difficile d’étudier le rôle de l’IL-33 en 
contexte tumoral uniquement à partir de ces marquages sur coupes de tumeurs qui doivent 
s’accompagner d’études fonctionnelles.  
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II. Libération de l’IL-33 au cours de la tumorigénèse  
 

L’établissement d’une tumeur dans un tissu induit de nombreux stress tels que la contrainte 
mécanique (Kakkar et al., 2012; Chen et al., 2015), l’hypoxie, la diminution de la biodisponibilité des 
nutriments, la perte d’intégrité des vaisseaux sanguins (Küchler et al., 2008) ou encore la mort 
cellulaire immunogénique (Lüthi et al., 2009; Rickard et al., 2014; Rose et al., 2015; Shlomovitz et al., 
2019), dont certains ont déjà été impliqués dans la libération d’IL-33. Ainsi, nous avons émis 
l’hypothèse que la présence de stress cellulaires liés au développement tumoral pourrait induire la 
libération d’IL-33 dans le microenvironnement tumoral. 

Un des arguments majeurs en faveur de cette hypothèse repose sur la détection de taux 
importants d’IL-33 soluble dans les surnageants que nous avons obtenus à partir de la dilacération de 
tumeurs du sein issues de résections chirurgicales. En accord avec cette donnée, il a été montré à 
partir de cellules isolées de patients atteints de cancer de l’estomac que le TNF-α produit par les 
cellules tumorales en EMT augmente l’expression et la libération d’IL-33 par les fibroblastes associés à 
la tumeur (Zhou et al., 2020). Nos résultats préliminaires de marquages par immunofluorescence sur 
coupes histologiques de tumeurs du sein montrent une expression cytoplasmique de l’IL-33 dans les 
macrophages (CD68+) ou les fibroblastes (Vimentine+) (Figure complémentaire 11). De même, nous 
avons observé la présence d’un marquage cytoplasmique de l’IL-33 dans des fibroblastes primaires 
isolés de tumeurs du sein obtenues après résection chirurgicale, associé à un signal de haut poids 
moléculaire en Western Blot (Figures complémentaires 12 et 13). La transfection d’un siRNA 
spécifiquement dirigé contre l’IL-33 nous a permis de valider la spécificité du marquage nucléaire en 
immunofluorescence et du marquage qui lui est associé en Western Blot (environ 36kDa) dans les 
fibroblastes isolés d’amygdales de donneurs sains (Figure complémentaire 13A). Toutefois, le 
marquage cytoplasmique observé dans les fibroblases isolés de tumeurs et le signal de haut poids 
moléculaire en Western Blot qui lui est associé (environ 130kDa) ne sont pas perdus lorsque ces 
cellules sont transfectées avec le même siRNA (Figure complémentaire 13B). Ceci suggère que 
l’anticorps utilisé pour la détection de l’IL-33 (clone Nessy-1) reconnait une protéine cytoplasmique de 
poids moléculaire d’environ 130kDa et qui ne correspond pas à l’IL-33 mature de poids moléculaire de 
36kDa. A ce jour, nous ne sommes donc pas parvenus à valider la spécificité de ce marquage 
cytoplasmique de l’IL-33. Toutefois, de manière intéressante, une étude a récemment rapporté que 
l’IL-33 pouvait être libérée en association avec les histones, formant ainsi un complexe de très haut 
poids moléculaire (Travers et al., 2018), questionnant ainsi l’existence de formes complexées de l’IL-33 
qui pourraient avoir une localisation subcellulaire et poids moléculaire différent de la forme mature ; 
et dont la stabilité pourraient être modifiée et induire une insensibilité aux approches de siRNA. 

Enfin, l’IL-33 subit des modifications post-traductionnelles telles qu’une oxydation rapide dès 
sa libération dans le milieu extracellulaire (Cohen et al., 2015). Ce phénomène a fortement limité notre 
étude des mécanismes régulant sa sécrétion, et nos tentatives de bloquer ou de réverser cette 
oxydation sont restées vaines. Ainsi, de nombreuses limitations techniques rencontrées lors de ma 
première année de thèse ont freiné l’avancement de cet axe, et de nombreuses questions demeurent 
non résolues à ce jour.  
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Figure complémentaire 11. Marquages de l’IL-33, de la vimentine et de CD68 obtenus par 
immunofluorescence sur coupes de tumeurs du sein 
Les tumeurs ont été fixées en formol puis inclues en paraffine pour être sectionnées en coupes de 3μm 
d’épaisseur à l’aide d’un microtome afin d’analyser l’expression d’IL-33 dans les cellules endothéliales 
(Vimentine+), les macrophages (CD68+) et les fibroblastes (Vimentine+). 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figure complémentaire 12. Marquages de l’IL-33 obtenus par immunofluorescence dans des 
fibroblastes isolés d’amygdales ou isolés de tumeurs du sein  
Les fibroblastes ont été isolés par technique d’adhérence sélective après dilacération mécanique de 
tissus humains issus de résections chirurgicales d’amygdales ou de tumeurs afin d’analyser l’expression 
d’IL-33 par immunofluorescence. HTFs: Human Tonsils Fibroblasts, CAFs : Cancer-Associated 
Fibroblasts. 
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Figure complémentaire 13. Le marquage cytoplasmique d’IL-33 n’est pas spécifique de la forme 
mature de la protéine 
Analyse par immunofluorescence et par Western Blot de l’expression d’IL-33 dans les HTFs (A) ou les 
CAFs (B) traités avec un ARN interférant (siRNA) dirigé spécifiquement contre l’IL-33. O : cellules non 
traitées, +lipo : cellules traitées avec de la lipofectamine seulement, +siRNA : cellules traitées avec le 
siRNA seulement, +lipo +siRNA : cellules traitées avec la lipofectamine et le siRNA.  
 

III. L’IL-33 : actrice de l’immunosurveillance des tumeurs ?  
 

1. L’IL-33 est associée à un bon pronostic dans le cancer du sein 

Pour étayer notre hypothèse d’un rôle de l’IL-33 au cours de l’immunosurveillance, notre 
analyse de la base de données cliniques TCGA montre une association positive entre la survie des 
patients et l’expression de l’ARNm codant l’IL-33 dans les cancers du sein, du foie, du poumon et dans 
le mélanome (4/14 cancers analysés) ; et l’expression de ST2 dans les cancers du rein, du foie et le 
mélanome (3/14 cancers analysés). L’impact positif de l’IL-33 sur la survie des patientes dans le cancer 
du sein est indépendant d’autres facteurs cliniques pronostiques tels que le sous-type moléculaire et le 
stade de la tumeur, positionnant ainsi l’expression d’IL-33 comme un nouveau facteur pronostique 
indépendant dans le cancer du sein. En revanche, nous avons observé que l’IL-33 est associée à un 
impact négatif sur la survie de patients atteints de cancer de la vessie, et n’a pas d’impact dans 9 
cancers (colon, tête et cou, rein, gliome, ovaire, pancréas, prostate, estomac et thyroïde). Par 
contraste, parmi les autres cytokines de la famille des IL-1s, l’IL-18 est associée à une augmentation de 
la survie dans le mélanome seulement (1/14) et à une survie diminuée dans le gliome et le cancer du 
pancréas (2/14) tandis que l’IL-1α et l’IL-1β sont exclusivement associées à une diminution de la survie 
des patients dans divers cancers (5/14 et 1/14 respectivement).  
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Ces résultats constituent ainsi une évidence forte d’un rôle anti-tumoral de l’IL-33 endogène et 
sont en accord avec les études associant l’IL-33 à un meilleur pronostic dans les carcinomes 
hépatiques, les cancers de la prostate, du rein ou des glandes salivaires (Brunner et al., 2015; 
Saranchova et al., 2016; Rössle et al., 2016). Par ailleurs, dans le cancer du sein spécifiquement, une 
étude récente a montré que l’IL-33 est également associée à une meilleure survie dans les cancers du 
sein métastatiques et cette observation clinique réalisée chez l’homme a été confirmée dans un 
modèle murin de cancer du sein où l’injection d’IL-33 exogène diminue la taille et le nombre de 
métastases pulmonaires (Qi et al., 2020a). Toutefois, ces observations sont en contradiction avec 
d’autres études qui rapportent un rôle délétère de l’IL-33 sur le pronostic vital des patients dans les 
cancers de la tête et du cou (Chen et al., 2013; Ishikawa et al., 2014; Wen et al., 2019), du côlon (Fang 
et al., 2017), du col de l’utérus (Wu and Zhang, 2016), du poumon (Hu et al., 2013), du rein (Wu et al., 
2018), dans les cancers gastriques (Hu et al., 2017), le glioblastome (Gramatzki et al., 2016) ou encore 
le cancer du sein paradoxalement (Yang et al., 2015). Plus particulièrement, l’étude de Yang et al., 
également réalisée dans le cancer du sein s’intéresse à l’expression sérique d’IL-33 qui peut avoir un 
rôle différent de l’IL-33 libérée au niveau local dans la tumeur dont l’expression est évaluée dans les 
données issues du TCGA.  

 En complément de ces analyses, nous évaluons actuellement l’impact clinique de l’expression 
d’IL-33 par immunohistochimie à partir d’un TMA réalisé sur une cohorte de 199 patientes atteintes de 
cancers du sein (collaboration avec le Dr Philippe Krebs, Université de Berne). L’évaluation de 
l’expression de ST2 et de NKp46 sur des coupes sériées issues de ce même TMA nous permettra 
d’estimer la corrélation entre l’IL-33, ST2 et la présence de cellules NK. 

En perspectives, l’utilisation de modèles murins tels que les souris déficientes pour 
l’expression d’IL-33 (obtenues grâce à une collaboration avec Jean-Philippe Girard, IPBS, Toulouse) ou 
encore des modèles de tumorigénèse spontanée devrait permettre d’étudier l’impact de la croissance 
tumorale sur la libération d’IL-33 et en retour le rôle endogène de cette dernière sur la croissance 
tumorale dès les stades précoces. Chez l’homme, le développement de nouveaux outils permettra 
certainement de répondre aux questions concernant la libération d’IL-33 auxquelles malheureusement 
nous n’avons pas pu répondre à ce jour, malgré leur grand intérêt.  

 

2. Polarisation de l’IL-33 vers une activité immunitaire de type-1 anti-tumorale 
 

La dépendance vis-à-vis des cytokines que nous avons observée pour induire une réponse des 
cellules NK à l’IL-33 indique que le contexte physiopathologique et cytokinique est un élément clé dans 
la régulation de l’activité de l’IL-33. Cette particularité est observée de manière plus générale sur 
l’ensemble des cellules de l’immunité de type-1 (Yang et al., 2011; Baumann et al., 2015), et souligne 
une distinction par rapport à son activité plutôt constitutive sur les cellules de l’immunité de type-2. 
Une question centrale quant à l’étude d’une cytokine aussi pléiotrope que l’IL-33 est donc 
l’identification des paramètres biologiques qui orientent son activité vers un type de réponse au 
détriment d’une autre, dans notre contexte vers une réponse anti-tumorale au détriment de son rôle 
pro-tumoral. A ce jour, l’IL-33 a été associée à une réponse immunitaire de type-1 en présence d’une 
infection virale (Yang et al., 2011; Bonilla et al., 2012; Baumann et al., 2015) et dans quelques études 
en contexte tumoral (Gao et al., 2013, 2015; Jin et al., 2018; Qi et al., 2020b). Dans ces contextes, elle 
induit la production d’IFN-γ par les cellules NK ou les LT, bien que les mécanismes l’orientant dans 
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cette voie sont rarement identifés. Une étude récente a démontré que le TNF-α produit par les 
macrophages en contexte tumoral induit l’expression de ST2 sur les cellules NK qui présentent ainsi 
une activité anti-tumorale en réponse à l’IL-33 (Qi et al., 2020b). Nous proposons donc que des 
cytokines telles que l’IL-12 et l’IL-2, impliquées dans les réponses de type-1, ou encore l’IL-15 qui joue 
un rôle crucial dans la biologie des cellules NK, sont nécessaires pour orienter l’activité de l’IL-33 vers 
une immunité de type-1 importante au cours de la phase d’immunosurveillance.  

 
3. Source d’IL-12 en contexte tumoral 

La sécrétion d’IL-12 par les DCs et les macrophages est un des principaux mécanismes contrôlant 
les infections suite à la détection d’antigènes exogènes au niveau des ganglions et des tissus 
(Mashayekhi et al., 2011; Martínez-López et al., 2015; Torres et al., 2016; Everts et al., 2016). Des 
observations similaires ont été réalisées en contexte tumoral (Broz et al., 2014; Zitvogel and Kroemer, 
2014; Böttcher et al., 2018). Nous proposons donc que les DCs et les macrophages activés suite à la 
détection d’antigènes tumoraux constituent une source importante d’IL-12 à proximité des cellules 
immunitaires impliquées dans la réponse de type-1, dont les cellules NK (Muller-Berghaus et al., 2005; 
Nizzoli et al., 2013; Hsieh et al., 1993). En accord avec ce modèle, une étude récente suggère que l'IL-
12 dérivée de DC de type cDC1 est essentielle pour l'activité anti-tumorale des cellules NK (Mittal et 
al., 2017). En retour, l’IFN-γ produit par ces dernières soutient la production d'IL-12 par les cDC1 
(Alexandre et al., 2016). Ainsi, la libération d’IL-12 à proximité des cellules productrices d’IL-33 pourrait 
permettre une coopération de ces deux cytokines pour activer les fonctions anti-tumorales des cellules 
NK. Un tel phénomène a été décrit dans un modèle murin de COPD où la présence d’une infection 
virale provoque la libération concomitante d’IL-12 par les cellules immunitaires et d’IL-33 par les 
cellules épithéliales endommagées, induisant ainsi une puissante réponse inflammatoire de type-1 
médiée en partie par les cellules NK (Kearley et al., 2015). L’exposition des cellules NK à l’IL-12 peut 
ainsi avoir lieu tant en périphérie dans les ganglions ou au niveau local lorsque les tumeurs sont 
infiltrées. 

En lien avec cette hypothèse, nous avons quantifié la présence d’IL-12 dans les surnageants de 
dilacération des tumeurs mammaires issues de résections chirurgicales. Bien que nous observons des 
quantités non négligeables d’IL-12p40, l’IL-12p70 bioactive semble absente (Figure complémentaire 
14). Ceci peut être dû à une limite de détection par la technique utilisée (dosages par technologie 
MSD) mais pourrait également correspondre à une réalité biologique. En effet, on peut envisager que 
l’expression d’IL-12p70 est graduellement perdue au cours de la tumorigenèse suite à la diminution de 
l’activation des DCs et des macrophages qui évoluent progressivement vers un profil dysfonctionnel 
voire immunosuppressif. L’IL-12 bioactive serait donc absente des tumeurs auxquelles nous avons 
accès qui correspondent généralement à des stades avancés, où la tumeur progresse et a donc 
probablement échappé à la surveillance immunitaire. Ainsi, la diminution d’IL-12 associée au 
développement d’un microenvironnement immunosuppresseur pourrait être responsable de 
l’orientation de l’activité de l’IL-33 en faveur de l’activation des cellules immunitaires de type-2 (Cheon 
et al., 2011; Jovanovic et al., 2014; Li et al., 2014; Maywald et al., 2015; Zhang et al., 2017b; Andersson 
et al., 2018; Eissmann et al., 2019) ou des Tregs (Pastille et al., 2019; Li et al., 2019; Ameri et al., 2019; 
Jevtovic et al., 2020) et constituer ainsi un mécanisme d’immuno-échappement au même titre que la 
perte d’expression d’IL-33 elle-même. En accord avec cette hypothèse, un défaut de production d’IL-12 
a été observé au cours de la tumorigenèse chez des patientes atteintes de cancer du sein et la 
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diminution du ratio IL-33/IL-12 a été associée à un déséquilibre vers une réponse de type 2 au 
détriment d’une réponse de type-1, favorisant ainsi la croissance tumorale (Jafarzadeh et al., 2015). 
Ceci pourrait expliquer les effets pro-tumoraux de l’IL-33 observés dans de nombreux modèles pré-
cliniques (Jovanovic et al., 2014; Yamada et al., 2015; Xiao et al., 2016) mais également chez les 
patients dans les cancers de la tête et du cou (Chen et al., 2013; Ishikawa et al., 2014; Wen et al., 
2019), du sein (Yang et al., 2015), du côlon (Fang et al., 2017) et du col de l’utérus (Wu and Zhang, 
2016).  

 

 

 

 

 

 

Figure complémentaire 14. L’IL-12 (IL-12p40), contrairement à l’IL-12p70, est présente dans les 
surnageants issus de la dilacération de tumeurs du sein 
Analyse de la concentration d’IL-12p70 et d’IL-12-p40 dans les surnageants issus de la dilacération de 
tumeurs du sein (n=112 patientes). 

 

 

Partie 3 : Les cellules NK ST2+ : nouvelle cible thérapeutique pour le traitement 
des cancers ?  
 

I. Identification de cellules NK ST2+ dans le cancer du sein 

En accord avec les observations de Mamessier et al. (Mamessier et al., 2011), nous avons 
observé la présence de cellules NK dans des suspensions cellulaires issues de tumeurs primaires de 
patientes atteintes de cancers du sein. Par ailleurs, nos résultats préliminaires montrent qu’une sous-
population (environ 2 à 15%) de cellules NK infiltrant les tumeurs du sein exprime ST2 à l’état basal 
immédiatement après obtention de la suspension cellulaire issue de la dilacération mécanique et de la 
digestion enzymatique de la tumeur, contrairement aux cellules NK circulantes (Figure 
complémentaire 15). Ces résultats montrent que les cellules NK ont été exposées à l’IL-12 dans le 
microenvironnement tumoral. En revanche ST2 n’est pas exprimé à la surface des LT infiltrant ces 
tumeurs. En perspectives de cet axe, nous analysons actuellement les résultats d’une étude de sc-RNA-
seq (Azizi et al., 2018) réalisée sur environ 50 000 cellules immunitaires (CD45+) isolées de tumeurs du 
sein et incluant environ 2000 cellules NK afin d’identifier si une sous-population de cellules NK exprime 
ST2 en contexte tumoral. Toutefois, plusieurs paramètres risquent de limiter leur identification : i) 
seulement 2 à 15% de cellules NK intratumorales expriment ST2, représentant ainsi environ 100 
cellules NK séquencées et ii) la méthode de séquençage utilisée dans cette étude (technologie InDrop) 
a permis de séquencer moins de 1000 gènes par cellule NK, ce qui compromet l’identification de 
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l’ARNm de ST2 faiblement exprimé dans les cellules NK. En complément de cet axe, nous espérons 
identifier des cellules NK exprimant ST2 in situ grâce à notre analyse en cours de l’expression de ST2 et 
NKp46 par IHC sur TMA de tumeurs du sein (en collaboration avec l’anatomopathologiste Tilman Roos 
et Philippe Krebs à l’université de Berne).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure complémentaire 15. Mise en évidence de l’expression de ST2 à la surface d’une sous-
population de cellules NK intra-tumorales 

Analyse de l’expression de ST2 à la surface des cellules NK, des LT CD4+ et CD8+ infiltrant les tumeurs 
du sein humaines par cytométrie en flux. 

 

 

II. Réponse des cellules NK intra-tumorales à l’IL-33 ex vivo 

Nous nous sommes intéressés à la capacité des cellules NK périphériques et intra-tumorales 
isolées de patientes atteintes de cancers du sein de répondre à une stimulation ex-vivo par l’IL-33 
seule ou combinée à l’IL-12, matérialisée par l’activation de la voie NF-κB (phosphorylation de p65) et 
la production d’IFN-γ. Malgré l’expression de ST2 sur une fraction de cellules NK intratumorales à l’état 
basal (Figure complémentaire 15), elles ne répondent pas à l’IL-33 seule comme le montre l’absence 
de phosphorylation de p65. En revanche, une partie des cellules NK périphériques mais également 
intra-tumorales isolées des patientes répond à la combinaison d’IL-33 avec l’IL-12, comme le montrent 
la phosphorylation de p65 et la sécrétion d’IFN-γ. Cette différence peut s’expliquer, comme montré 
précédemment (Figure complémentaire 2), par la stricte dépendance vis-à-vis de l’IL-12 pour 
maintenir la production d’IFN-γ par les cellules NK en réponse à l’IL-33, qui est ainsi perdue lorsque les 
cellules NK intratumorales sont activées ex vivo pendant 24hrs hors de leur microenvironnement 
cytokinique.  

De manière intéressante, l’intensité de la réponse dans les cellules NK intratumorales et 
circulantes des patientes est comparable à celle observée dans les cellules NK périphériques isolées 
chez des donneurs sains. Cette observation s’oppose au défaut fonctionnel rapporté pour les cellules 
NK intratumorales (Mamessier et al., 2011) et périphériques (Verronèse et al., 2016) dans le cancer du 
sein. Elle peut s’expliquer par l’utilisation de signaux différents pour activer les cellules NK. Ainsi, les 
cellules NK conserveraient leur réponse à l’IL-33 alors qu’elles répondraient moins bien à l’IFN-  
(Verronèse et al., 2016) ou à la cible K562 (Mamessier et al., 2011). Dans les mêmes conditions, nous 
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n’avons pas observé de phosphorylation de p65 dans les LT (cellules CD3+) présents dans la tumeur à 
l’IL-33, montrant qu’ils sont insensibles à l’IL-33. Ceci peut s’expliquer par un niveau faible d’expression 
de ST2 observé sur les lymphocytes T intratumoraux (Figure complémentaire 15). Par ailleurs, ces LT 
intra-tumoraux regroupent entre autre les Tregs (CD3+ FoxP3+) qui infiltrent abondamment les 
tumeurs du sein (20 à 40% des LT CD4+). Ainsi, ces résultats ne semblent pas être en faveur d’un 
enrichissement et d’une activation des Tregs ST2+ en contexte tumoral, contrairement à ce qui a pu 
être décrit dans des modèles murins de cancer du sein (Jovanovic et al., 2014), du poumon (Li et al., 
2019) et de la peau (Ameri et al., 2019) ou chez l’homme dans le cancer du sein (Plitas et al., 2016) ou 
du côlon (Pastille et al., 2019). Ces discordances peuvent s’expliquer par des particularités biologiques 
quant au rôle des Tregs ST2+ propres à chaque type de cancer. Pour les données obtenues dans le 
cancer du sein, l’utilisation de technologies différentes pour évaluer l’expression de ST2 (RNA-seq pour 
l’étude de Plitas et al. versus cytométrie en flux pour notre étude) pourrait expliquer ces différences.  

Dans l’ensemble, nos résultats sont en faveur de l’efficacité de la combinaison d’IL-33 avec l’IL-12 
pour revigorer les cellules NK périphériques et intra-tumorales isolées de patientes atteintes de 
cancers, qui présentent généralement une réponse réduite à certaines activations classiques (Dahlberg 
et al., 2015; Verronèse et al., 2016). A ce jour, de nombreux protocoles d’amplification et de 
stimulation des cellules NK ex vivo avant transfert adoptif utilisent des cytokines telles que l’IL-15, l’IL-
12, l’IL-18 ou encore l’IL-21 afin d’exploiter la capacité de ces cytokines à induire la prolifération, 
l’activation ou encore un phénotype mémoire des cellules NK (Granzin et al., 2017). Ainsi, nos résultats 
justifient la nécessité d’évaluer le bénéfice de l’utilisation de l’IL-33 en combinaison avec les stratégies 
utilisées à ce jour dans les protocoles d’expansion et d’activation ex vivo des cellules NK allogéniques 
mais également autologues avant transfert adoptif (cytokines, cellules « nourricières »). 

 

III. Effet anti-tumoral de l’IL-33 combinée à l’IL-12 in vivo dans un modèle murin 
de cancer du sein  
 

De par sa capacité à ré-activer ex vivo les cellules NK isolées de patientes atteintes de cancer du 
sein, nous avons émis l’hypothèse que l’IL-33, lorsque qu’elle est combinée à l’IL-12, pourrait exercer 
un effet thérapeutique sur le développement des tumeurs primaires in vivo.  

Ainsi, nous avons tiré profit du modèle tumoral mammaire E0771, dont le développement in vivo 
est peu agressif et inflammatoire, et pour lequel nous avons validé le rôle prépondérant des cellules 
NK dans le contrôle de la croissance tumorale. Nous avons choisi d’implanter les cellules tumorales par 
voie orthotopique, directement dans la glande mammaire des souris, de manière à obtenir un modèle 
plus proche de la physiopathologie, avec des tumeurs « primaires » qui se développent au sein du 
microenvironnement mammaire et, qui, ainsi se rapprochent davantage des tumeurs de patientes. 
L’injection d’IL-33 combinée à l’IL-12 in vivo dans ce modèle inhibe la croissance tumorale et améliore 
la survie des souris par rapport aux souris non traitées ou traitées avec l’IL-33 seule ou l’IL-12 seule. De 
manière intéressante, cet effet est dépendant des cellules NK et indépendant des LT (expériences de 
déplétion avec un anticorps anti-NK1.1 dans des souris immunocompétentes et dans des souris Rag2-
KO dépourvues de LT). Des études précédentes ont déjà montré un effet anti-tumoral de l’injection 
d’IL-12 seule, notamment via l’activation des cellules NK (Takeda et al., 2000; Smyth et al., 2001) et de 
l’IL-33 seule via l’activation de cellules immunitaires anti-tumorales telles que les LT CD4+ ou CD8+ et 
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les éosinophiles (Villarreal et al., 2014; Qin et al., 2016; Lucarini et al., 2017). De plus, dans des 
modèles de cancer du poumon (Gao et al., 2013, 2015) ou d’hépatocarcinome (Jin et al., 2018), 
l’expression artificielle d’IL-33 par transfection dans des lignées cellulaires tumorales permet le 
recrutement des LT CD4+, CD8+ (Gao et al., 2015; Jin et al., 2018) et des cellules NK (Gao et al., 2015) 
dans la tumeur mais également en périphérie, réduisant ainsi la croissance tumorale et la formation de 
métastases via l’activation des fonctions cytotoxiques et de la production d’IFN-γ. A ma connaissance, 
notre travail démontre pour la première fois l’effet anti-tumoral de la combinaison d’IL-33 et d’IL-12 in 
vivo.  

Par ailleurs, nous avons observé la production d’IFN-γ dans le sérum, uniquement en réponse à la 
combinaison d’IL-33 et d’IL-12. Tout d’abord, nous chercherons à démontrer que l’IFN-  produit est 
impliqué dans l’effet anti-tumoral de la combinaison d’IL-33 et d’IL-12. Nous sommes actuellement en 
train de reproduire les mêmes expériences que précédemment en associant le traitement par l’IL-33 et 
l’IL-12 avec la neutralisation in vivo de l’IFN-γ (utilisation d’anticorps anti-IFN-γ neutralisants) afin de 
confirmer que la diminution de la croissance tumorale dans ce modèle est dépendante de la 
production d’IFN-γ. De plus, nous avons démontré que la production d’IFN-  dans le sérum est elle 
aussi dépendante des cellules NK. Nous souhaitons déterminer l’origine de cet IFN- , à savoir s’il est le 
résultat d’une production locale dans la tumeur par les cellules NK intratumorales et/ou systémique 
par les cellules NK circulantes. Pour cela, nous effectuerons des marquages de l’IFN-γ 
intracytoplasmique par cytométrie en flux sur les cellules NK circulantes et infiltrant les tumeurs, en 
comparaison avec les LT et les cellules NKT, afin de démontrer que les principaux producteurs d’IFN-γ 
dans notre modèle sont effectivement les cellules NK.  

Outre les cellules NK, l’anticorps anti-NK1.1 induit également la déplétion des cellules NKT et ne 
nous permet donc pas d’exclure un rôle de ces cellules dans notre modèle. Par ailleurs, il a été observé 
que l’IL-33 active également les cellules NKT (Smithgall et al., 2008; Bourgeois et al., 2009). L’anticorps 
ciblant la protéine asialo-GM1, également utilisé pour éliminer les cellules NK in vivo, induit quant à lui 
la déplétion d’une partie des LT CD8+. Nous n'avons donc pas privilégié l’utilisation de cet anticorps 
dans notre modèle. Toutefois, nous pourrions utiliser cet anticorps pour dépléter les cellules NK sans 
dépléter les cellules NKT et donc conclure sur le rôle des cellules NKT dans notre modèle. Par ailleurs, 
nous pourrions confirmer le rôle prépondérant des cellules NK dans l’effet anti-tumoral de la 
combinaison d’IL-33 avec l’IL-12 en implantant la lignée tumorale E0771 chez des souris transgéniques 
Ncr1(NKp46)-DTR dans lesquelles l’injection de toxine diphtérique (DT) provoque l’élimination 
sélective des cellules NK sans affecter les cellules NKT qui n’expriment pas NKp46. Par la suite, le 
croisement de souris exprimant la recombinase CRE sous le contrôle du promoteur du gène Ncr1 
codant NKp46 (Ncr1-CRE), exprimé spécifiquement dans les cellules NK, avec des souris porteuses de 
sites de recombinaison de type « lox » de part et d’autre du gène St2 (St2fl/fl) (collaboration G 
Trinchieri, USA) nous permettra d’induire la perte d’expression de ST2 spécifiquement dans les cellules 
NK afin de valider l’importance de l’axe IL-33/ST2 dans la réponse immunitaire anti-tumorale médiée 
par ces dernières.  

Concernant notre approche expérimentale in vivo, nous avons choisi une voie d’injection péri-
tumorale des cytokines, qui mime les effets de la libération d’IL-33 dans le microenvironnement 
tumoral. Il serait ainsi intéressant d’évaluer si la combinaison d’IL-33 et d’IL-12 délivrée de manière 
systémique conserve son effet anti-tumoral sur la tumeur primaire. Par ailleurs, nous avons choisi de 
commencer à administrer les cytokines deux jours après l’implantation des cellules tumorales. Notre 
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objectif était de valider in vivo un effet anti-tumoral de la combinaison d’IL-33 et d’IL-12, via les 
cellules NK, comme le supposaient nos données in vitro chez l’homme. Bien que ce protocole ne 
reflète pas forcément le contexte clinique où la tumorigénèse est généralement avancée au moment 
de l’intervention thérapeutique, ce choix expérimental a été guidé par le fait que les cellules NK 
inhibent le développement tumoral dans les 6 premiers jours après implantation des cellules E0771 
(Figure complémentaire 16).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure complémentaire 16. Contrôle précoce de la croissance tumorale par les cellules NK dans le 
modèle E0771 
Suivi de la croissance tumorale des cellules E0771 injectées par voie intramammaire (2.5x105 cellules) 
chez des souris sauvages déplétées (+aNK1.1) ou non (+NaCl) en cellules NK 1 jour avant (J-1) ou 6 
jours après (J+6) l’injection des cellules tumorales.  
 

Plus récemment, dans le modèle 4T1 de tumeur mammaire agressive et hautement métastatique, 
il a été observé que l’IL-33 a un effet bénéfique sur le contrôle des métastases, via le recrutement et 
l’activation des cellules NK via les éosinophiles (Qi et al., 2020a). Nos résultats viennent ainsi 
complémenter ces observations en apportant la démonstration d’un effet anti-tumoral de l’IL-33 sur la 
tumeur primaire, lorsque celle-ci est combinée à l’IL-12. Il serait également intéressant de tester si 
cette combinaison a un effet sur le développement de métastases spontanées dans les poumons ou 
dans les os de souris porteuses de tumeurs E0771 ; d’autant que nous avons observé la production 
systémique d’IFN-γ. Toutefois, le pouvoir métastatique de ce modèle étant relativement faible, ceci 
nécessitera sans doute le retrait chirurgical de la tumeur primaire lorsque celle-ci atteint la taille limite 
tolérée par les bonnes pratiques éthiques en expérimentation animale, afin de laisser les métastases 
se développer suffisamment pour pouvoir les quantifier et étudier leur évolution. 

Ces résultats sont contradictoires avec d’autres études démontrant un rôle pro-tumoral de l’IL-
33 dans des modèles murins de cancer du sein. Néanmoins, de nombreuses différences dans le choix 
des modèles, de la source d’IL-33, du mode d’injection des cellules tumorales mais également de l’IL-
33 (injection systémique ou locale) ou encore le schéma thérapeutique (fréquence et dose du 
traitement) choisis sont tant de paramètres qui peuvent expliquer ces observations discordantes. Tout 
d’abord, en l’absence d’IL-12 ou d’un co-signal tel qu’un vaccin de type d’ADN viral (Villarreal et al., 
2014), on peut imaginer que l’IL-33 active préférentiellement les cellules de l’immunité de type-2 qui 
expriment ST2 très fortement et de manière constitutive, qu’elle soit endogène ou délivrée en tant 
qu’agent thérapeutique (Jovanovic et al., 2014; Yamada et al., 2015). Par ailleurs, certains modèles très 
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agressifs, représentatifs de tumeurs avancées et souvent hautement métastatiques, tels que le modèle 
4T1 pour le cancer du sein (Jovanovic et al., 2014; Xiao et al., 2016) ou le modèle B16 pour le 
mélanome ne sont pas adaptés à l’étude des phénomènes d’immunosurveillance qui régulent la 
croissance tumorale aux stades précoces. En outre, un rôle anti-tumoral de l’IL-33 via l’activation des 
cellules NK et des LT CD8+ a été mis en évidence dans le modèle B16 modifié pour induire l’expression 
d’IL-33 par les cellules tumorales, suggérant que la restauration de l’expression d’IL-33 dans ces 
tumeurs agressives et avancées pourrait permettre de ré-activer une réponse immunitaire anti-
tumorale efficace (Gao et al., 2013). 

De manière intéressante, malgré une croissance tumorale retardée chez les souris traitées par 
la combinaison d’IL-12 et d’IL-33, à terme, toutes les souris développent des tumeurs de taille 
importante. Par ailleurs, l’arrêt du traitement induit une recrudescence de la croissance tumorale, et 
ce, même après plusieurs injections de cytokines (Figure complémentaire 17). Ces observations 
suggèrent que la réponse immunitaire induite par la combinaison d’IL-33 et d’IL-12, bien qu’efficace 
pour ralentir la croissance tumorale, ne suffit pas à éliminer les cellules tumorales de manière durable 
et suffisante. Ainsi, il serait intéressant de combiner l’administration des cytokines avec des thérapies 
ciblant le système immunitaire telles que les inhibiteurs d’ICP (anti-PD-1 et anti-CTLA-4) afin d’évaluer 
le bénéfice de l’activation des cellules NK par l’IL-33 en parallèle de la levée de mécanismes 
immunosuppresseurs. Récemment, il a été rapporté que l’utilisation d’IL-33 en combinaison avec des 
anticorps anti-PD-1 potentialise la réponse anti-tumorale dans un modèle de cancer du pancreas en 
activant les ILC2 (Moral et al., 2020). Toutefois, l’absence d’IL-12 dans ce schéma thérapeutique ne 
permet probablement pas d’activer les cellules NK dans ce modèle. 

 

Enfin, il serait intéressant d’évaluer si l’effet thérapeutique obtenu par la combinaison d’IL-12 
et d’IL-33 est conservé dans i) d’autres modèles de tumeurs primaires du sein, transplantés (par ordre 
décroissant d’agressivité: 4T1, MCF-7, MDA-MB231, EMT6) ou spontanés (MMTV-PyMT), et ii) d’autres 
types de carcinomes tels que les cancers de la langue induits par application de carcinogène 
spontané et reproduisant différent stades de la tumorigénèse (4NQO) (Schoop et al., 2009), de 
mélanome induit par injection orthotopique sous-cutanée (B16) et bien d’autres modèles murins de 
carcinomes classiquement utilisés et disponibles au CRCL, afin d’évaluer son universalité. 
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Figure complémentaire 17. La croissance tumorale du modèle E0771 augmente après arrêt de 
l’administration des cytokines 
Suivi de la croissance tumorale des cellules E0771 injectées par voie intramammaire (2.5x105 cellules) 
chez des souris sauvages traitées aux temps indiqués par voie peri-tumorale avec du NaCl, de l’IL-12 
seule (10ng/souris), de l’IL-33 seule (100ng/souris) ou avec la combinaison d’IL-12 et d’IL-33. Le trait en 
pointillé symbolise l’arrêt du traitement. 
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Figure 24. Modèle du rôle de l’IL-33 dans la régulation de la réponse immunitaire en contexte 
tumoral  
D’après nos résultats ainsi que les données de la littérature, l’IL-33 semble jouer un rôle duel sur la 
régulation de la réponse immunitaire en contexte tumoral. Nous proposons que dans les phases 
précoces de la tumorigénèse, l’IL-33 peut être libérée par les cellules qui l’expriment (cellules 
endothéliales, épithéliales, stromales) et agir comme un signal de danger pour activer les cellules 
immunitaires. En présence d’IL-12, libérée par les cellules dendritiques (DC) et les macrophages (Mp) 
activés, les cellules NK peuvent acquérir l’expression de ST2 et devenir sensibles à l’IL-33 libérée dans 
le microenvironnement. L’activation de la voie IL-33/ST2 dans les cellules NK induirait leur prolifération 
ainsi que leurs fonctions cytotoxiques envers les cellules tumorales et sécrétrices permettant le 
recrutement et l’activation de cellules immunitaires impliquées dans la réponse anti-tumorale (LT 
CD8+, cellules NK, LTh1, DCs). A ce stade, l’IL-33 jouerait un rôle anti-tumoral et serait associée à un 
bon pronostic. Toutefois, l’interaction entre la tumeur et son microenvironnement favorise la mise en 
place de mécanismes d’échappement à la réponse immunitaire. Ainsi, dans notre modèle, la 
diminution de la production d’IL-12 suite à une altération des DCs et des macrophages (altDC, altMp) 
ne permettrait plus de maintenir l’expression de ST2 sur les cellules NK, perdant ainsi leur sensibilité à 
l’IL-33. Dans ce contexte, la perte de l’expression d’IL-33 dans les cellules tumorales agit comme un 
mécanisme d’échappement à l’activation des cellules immunitaires anti-tumorales. A ce stade, la 
libération d’IL-33 pourrait être assurée par les cellules stromales (cellules endothéliales, CAFs, 
macrophages M2) et l’IL-33 agirait préférentiellement sur les cellules qui expriment ST2 de manière 
constitutive, dont certaines sont impliquées dans la progression tumorale et l’immunosuppression 
(Tregs, mastocytes, LTh2, basophiles, éosinophiles). Dans ce contexte, l’IL-33 serait associée à un 
mauvais pronostic. 
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Conclusion  

En conclusion, ce travail nous a permis de répondre à un ensemble de questions concernant la 
biologie des cellules NK en réponse à l’IL-33 in vitro, ex vivo chez l’homme mais également in vivo chez 
la souris dans le contexte du cancer du sein. Nous émettons l’hypothèse que l’IL-33 libérée dans le 
microenvironnement tumoral dès les stades précoces peut jouer un rôle dans l’immunosurveillance 
des cancers du sein, en coopérant avec l’IL-12 sécrétée par les cellules de l’immunité innée pour 
activer les cellules NK (Figure 24). En retour, ces dernières peuvent directement lyser les cellules 
tumorales ainsi que recruter et activer d’autres cellules immunitaires impliquées dans 
l’immunosurveillance via leur fonction sécrétrice. Toutefois, au cours de la tumorigenèse, 
l’établissement d’un microenvironnement suppresseur peut induire une diminution de la sécrétion 
d’IL-12 et ainsi compromettre l’activation des cellules NK en réponse à l’IL-33. Au cours de cette phase 
d’immuno-échappement, l’IL-33 activerait donc préférentiellement les cellules de type-2 ou encore les 
Tregs qui infiltrent les tumeurs et expriment ST2 de manière constitutive. A ce stade, l’IL-33 
favoriserait donc la croissance tumorale. 

 

Comme présenté dans cette discussion, ce travail offre à ce jour de nombreuses ouvertures. Ainsi, 
il me semble important de souligner les perspectives que nous avons privilégiées et qui sont 
actuellement en cours d’évaluation. Dans notre modèle murin, la démonstration formelle du rôle de la 
production d’IFN-γ par les cellules NK dans la réponse anti-tumorale induite par la combinaison d’IL-33 
et d’IL-12 est aujourd’hui une priorité. Ainsi, nous sommes en train de réaliser des expériences de 
neutralisation de l’IFN-γ in vivo dans les souris sauvages en contexte d’injection d’IL-33 et d’IL-12 
combinées. En parallèle, nous souhaitons valider ces observations dans un second modèle tumoral 
mammaire en évaluant le potentiel thérapeutique de l’IL-33 et de l’IL-12 dans le modèle de tumeur 
mammaire primaire EMT6 implanté de manière orthotopique chez des souris BALB/c. Par ailleurs, 
nous continuons d’accumuler des données pour analyser la réponse à l’IL-33 des cellules NK intra-
tumorales et périphériques issues de patientes atteintes de cancers du sein dès que nous avons accès 
à des prélèvements dont la taille et l’infiltrat immunitaire sont suffisants pour permettre ces analyses. 
Enfin, l’évaluation de l’expression de l’IL-33, de ST2 et de NKp46 dans une cohorte de patientes 
atteintes de cancers du sein est en cours et nous permettra d’évaluer l’impact clinique de ces trois 
marqueurs sur la survie des patientes et de corréler leur expression avec les paramètres cliniques. 

 

Clôture 

Nos travaux auront, je l’espère, apporté de nouvelles connaissances sur des aspects fondamentaux tels 
que la biologie des cellules NK et leur diversité, mais également des aspects en lien avec l’investigation 
pré-clinique dans un modèle de tumeur mammaire primaire chez la souris et clinique par l’étude 
rétrospective de l’axe IL-33/ST2/NK à partir d’échantillons de patientes atteintes de cancer du sein. 
Nos données sont en faveur de la poursuite du développement pré-clinique des pistes thérapeutiques 
que nous avons initiées in vivo, mais également de l’implémentation de l’IL-33 dans l’arsenal de 
molécules utilisées in vitro pour étudier la biologie des cellules NK ou à des fins thérapeutiques pour 
stimuler ou re-stimuler ces dernières dans des protocoles de transferts adoptifs chez les patients.  
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Inflammasomes are molecular complexes that trigger an inflammatory response upon

detection of pathogens or danger signals. Recent studies suggest that they are

also involved in cancer progression. However, their roles during tumorigenesis remain

poorly understood and controversial. Here, we investigated whether inflammasome

activation supports mammary tumor growth. Using mouse models of invasive breast

cancer, our results demonstrate that the absence of a functional inflammasome

impairs tumor growth. Importantly, tumors implanted into inflammasome-deficient

mice recruited significantly less neutrophils and more natural killer (NK) cells, and

these latter cells displayed a more active phenotype. Interestingly, NK cell depletion

abolished the anti-tumoral effect observed in inflammasome-deficient mice, although

inflammasome-regulated cytokine neutralization had no effect. Thus, our work identifies

a novel role for the inflammasome in supporting mammary tumor growth by attenuating

NK cell recruitment and activity. These results suggest that inflammasome inhibition could

be a putative target for treating invasive breast cancers.

Keywords: inflammasome, breast cancer, NK cells, inflammation, Caspase-1, ASC

INTRODUCTION

Breast cancers are often infiltrated with immune cells that have pro- or anti-tumoral functions
(1, 2). The composition of the immune infiltrate and the level of infiltration have been correlated
with patient prognosis in several types of cancers (3–7). Chronic inflammation taking place within
tumors can promote tumor progression by stimulating angiogenesis or inhibiting anti-tumoral
immunity (8, 9).

Within injured tissues, innate immune cells sense pathogen- or danger-associated molecular
patterns (PAMPs, DAMPs) using germline-encoded pattern recognition receptors (PRRs) that drive
inflammation to restore homeostasis. Among these PRRs, specific NOD-like receptors (NLRs, such
as NLRP3) and hematopoietic interferon-inducible nuclear antigens with 200 amino acid repeats
(HIN200) protein families, operate by forming multiprotein complexes named inflammasomes.
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Besides PRRs, inflammasomes are composed of the adaptor
protein associated speck-like containing a CARD protein (ASC)
and of the cysteine protease caspase-1 (10). Once activated within
the inflammasome complex, caspase-1 cleaves and activates two
major pro-inflammatory cytokines namely the pro-IL-1β and
the pro-IL-18, and drives an inflammatory cell death known as
pyroptosis through gasdermin D cleavage (11, 12).

In the context of cancer, the role of the inflammasome is
complex as it can both promote anti- and pro-tumoral responses.
For instance, Nlrp3-, Nlrc4-, and Caspase-1-deficient mice are
more sensitive to colorectal cancer induced by DSS-AOM
treatment, suggesting an anti-tumoral role for the inflammasome
in the gut (13–15). This protective role is mediated by the
production of IL-18, which is involved in maintaining the
intestinal epithelial barrier integrity. Conversely, IL-18 is a
critical driver of immune suppression in a model of multiple
myeloma, in which it fuels the development of myeloid-
derived suppressor cells (MDSCs) (16). Moreover, the NLRP3
inflammasome was shown to promote tumor growth in models
of carcinogen-induced sarcoma and skin papilloma through the
release of IL-1β (17, 18). Thus, inflammasome activation may
dampen or promote anti-tumor responses depending on the
tumor type, the stage of tumorigenesis and the model studied.
This intricacy is reinforced by the wide range of expression
of some inflammasome components in immune and non-
hematopoietic cells. For instance, in a carcinogen-induced skin
cancer model, ASC depletion in keratinocytes facilitates tumor
development, whereas its loss in myeloid cells impairs it (19).

With respect to breast cancer, the presence of IL-1β
within the tumor microenvironment is frequently associated
with poor prognosis, suggesting a pro-tumoral role for this
cytokine (20–24). For instance, in the MMTV-NeuV664E BALB/c
model, the invasive conversion of the mammary tumors was
associated with an upregulation of the IL-1β transcriptional
signature (25). In the 4T1 murine model, which is used as a
preclinical model for invasive breast cancer, IL-1β promotes
tumor growth and the capacity of cells to metastasize (26,
27). Yet, the role of inflammasomes is not limited to IL-
1β production and the overall impact of this pathway in
the anti-breast cancer response remains unclear. We thus
tested whether the inflammasome supports invasive breast
cancer development in vivo by using mice deficient in major
inflammasome components.

MATERIALS AND METHODS

Mouse Tumor Cell Lines
4T1 and YAC-1 cells were cultured in RPMI medium
supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated FBS (Life
technologies), 1% (v/v) penicillin/streptomycin, 1% (v/v) L-
glutamine, and 25μM 2-mercaptoethanol (only 4T1 cells) at
37◦C in a 5% CO2 incubator. 4T1 cells were proven to be
mycoplasma-free (MycoAlert Mycoplasma detection kit, Lonza)
before each injection and experiment. Cells were also proven to
be free of mouse infectious agents by Taqman R© PCR testing of
mouse essential panel (Charles River).

Mice
Nlrp3 knockout (KO) mice were obtained from J. Tschopp (28),
Asc KO mice from V. M. Dixit (29), and Caspase-1/Caspase-11
KO mice referred as Caspase-1 KO in the text from R. A. Flavell
(30). MMTV-NeuV664E in the BALB/c from F Cavallo (31). The
three transgenic KO strains were backcrossed with a BALB/c/Ola
(Harlan strain) background for at least nine generations. WT
animals were littermates of the Caspase-1/Caspase-11 knockout,
Asc knockout, or Nlrp3 knockout colonies or imported from
Harlan and maintained in the same cages as KO animals.
Animals were housed in individually ventilated cages under
specific pathogen-free conditions, fed with Harlan Teklad food
pellets and studies were conducted in accordance with the
regulations for animals used for scientific purposes governed by
the European Directive 2010/63/EU. Protocols were validated
by the local Animal Ethic Evaluation Committee (CECCAPP:
C2EA-15, Comité d’Evaluation Commun au PBES, à AniCan, au
laboratoire P4, à l’animalerie de transit de l’ENS, à l’animalerie
de l’IGFL, au PRECI, à l’animalerie du Cours Albert Thomas, au
CARRTEL INRA Thonon-les-Bains et à l’animalerie de transit
de l’IBCP, CLB-2013-019, CLB-2015-015) and authorized by the
French Ministry of Education and Research.

Bone Marrow Mouse Chimera
Five-week-old mice received antibiotics 2 days prior to being
exposed to 6Gy g-irradiations. The day of irradiation, bone
marrow (BM) was flushed with 5mL of RPMI from the
hind legs of mice and CD3+ cells were depleted using
the CD3 MicroBead Kit (Miltenyi biotec). 106 BM cells in
PBS supplemented with 0.1% penicillin/streptomycin were re-
injected intravenously (I.V.). Recipient animals recovered for 4
weeks before tumor injection.

Tumor Growth Assays
Only virgin female BALB/c/Ola mice aged 7 to 10 weeks were
used for in vivo experiments. 20,000 4T1 tumor cells in 100 μL of
sterile PBS were injected orthotopically into the 4th mammary fat
pad. Primary tumor growth was monitored with a digital caliper
measurement and expressed as a tumor volume (ellipsoidal
formula, π/6 × length × width2). Mice were sacrificed when
tumor size reached 1,200 mm3.

MMTV-NeuV664E mice were monitored over time for tumor
appearance through palpation (∼100 mm3).

Cell Suspensions From Spleens or Tumors
Spleens isolated from mice were crushed and filtered through a
40-μmfilter and resuspended in FACS buffer (PBS supplemented
with 5% (vol/vol) FBS, 2mM EDTA). Red blood cells were lysed
in 5mL of erythrocyte lysis buffer (155mM NH4Cl, 12mM
NaHCO3, 0.1mM EDTA) for 5min. After a PBS wash, cells were
then resuspended in FACS buffer.

Seven or 14 days post-injection of 4T1 cells, tumors isolated
from mice were cut into small pieces and incubated with
5mL of DMEM supplemented with DNase 0.02 mg/mL (Sigma
D4513)—Collagenase 1 mg/mL (Sigma C2674) for 30min at
37◦C. Digested tumors were then filtered through a 40-μm filter
and re-suspended in FACS buffer and filtered again twice. Red
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blood cells were lysed in 5mL of erythrocyte lysis buffer for 5min.
After a PBS wash, cells were then resuspended in FACS buffer.

Flow Cytometry
Cell suspensions from spleens or from tumors were washed
in FACS buffer (PBS supplemented with 2mM EDTA and 5%
(vol/vol) FBS) and incubated for 5min with purified anti-mouse
CD16/32 FcBlocks (93; Biolegend). Cells were stained with
fluorochrome-conjugated antibodies (Supplementary Table 1)
at 4◦C for 20min LIVE/DEADTM Fixable Aqua Dead Cell Stain
Kit, 405 nm excitation (Invitrogen L34965) was used to gate on
live cells. For cell surface staining, cells were washed twice in
FACS buffer, fixed in PBS 2% paraformaldehyde and stored in
FACS buffer before analysis. For intracellular staining, cells were
fixed/permeabilized with the Cytofix/Cytoperm kit (554714, BD
Bioscience) for 20min on ice. Cells were washed with PermWash
buffer and stained with fluorochrome-conjugated antibodies
diluted (Supplementary Table 1) in PermWash buffer for 30min
on ice. Cells were washed again in PermWash buffer and kept at
4◦C before analysis. Data were collected on a LSR II Fortessa (BD
Bioscience) and analyzed using the FlowJo software.

Luminex Assay
Tumors were prepared as described above. Digested tumors
were centrifuged and supernatants were used for luminex
assay according to manufacturer protocol (mouse pre-mixed
multianalyte test reference LXAMSM-18 R&Dsystems).

NK Cell Depletion
Mice were injected I.V. (in the retro-orbital sinus) with 50 μL of
the Ultra-LEAFTM Purified anti-Asialo-GM1 (clone: Poly21460,
Biolegend) antibody 1 day prior to tumor cell injection. In order
to maintain NK cell depletion during tumor growth, mice were
injected I.V. every 10 days.

NK Cell Activation
3.106 splenic lymphocytes or tumor cell suspensions were
prepared in complete medium (RPMI + glutamax, 10% SVF,
1% penicillin/streptomycin, 10mM HEPES, 1mM sodium-
pyruvate, 50μM 2-mercaptoethanol) and incubated for 4 h
with cytokines [recombinant mouse IL-12 (Peprotech, 200-12)
(final concentration: 100 ng/mL) and recombinant mouse IL-18
(R&D, B004-5) (final concentration: 20 ng/mL)] or on antibody-
coated plates [anti-NKp46 (29A1; BD Biosciences), anti-Ly49D
(4E5; BD Biosciences), anti-NKG2D (CX5; BD Biosciences), and
GolgiStop (BD Biosciences) in the presence of anti-CD107a
(2B6; BD Biosciences)] or co-cultured with Yac-1 or 4T1 cells
(1:1 ratio).

In vivo Cytokine Depletion
Mice were injected intraperitoneally (I.P.) with 2.5 mg/kg of body
weight (B.W.) of anti-IL-1β antibody (Clone B122, Biolegend,
503504), or 0.25mg/kg of B.W. IL-18 binding protein (IL-18BPd-
FC) (R&D systems, 122-BP), or both, or control IgG 1 day prior
to the tumor cell injection and every 3 days after that. Anakinra
(Kineret R©) was administered I.P. (20 mg/kg of B.W.) prior to
tumor cell inoculation and every 2 days after that. The second
anti-IL-1b (AF-401-NA; R&D Systems) or control isotype was

injected i.p. at a dose of 10 μg per mouse twice a week as
described in (32).

Statistical Analysis
Statistical analysis of each experiment was conducted using
the GraphPad Prism software. One-way or two-way ANOVA
were used followed by Bonferroni’s Post-test to compare tumor
progression and immune cell infiltration.

RESULTS

The Absence of a Functional

Inflammasome Impairs Mammary Tumor

Growth in Mice
To assess the impact of the inflammasome on mammary
cancer progression in vivo, MMTV-NeuV664E mice were bred
with Caspase-1 knock-out (KO) mice, the main inflammasome
effector, and the number of tumor-free mice was monitored
over time. As shown in the Figure 1, the absence of caspase-
1 significantly delayed tumor onset in mice suggesting a pro-
tumoral role for the inflammasome. The difference in the age
of onset was however, modest and could be due to the fact
that caspase-1 is well-expressed in different tissues including
mammary cells and could display opposite functions as described
above for ASC (19). We thus decided to use syngeneic 4T1
carcinoma cells to explore the effect of the presence of the
inflammasome within the tumor microenvironment on tumor
progression. The cells were injected into the mammary fat pad
of WT, Caspase-1 KO and Asc KO BALB/c mice, respectively,
and tumor growth was monitored over time. While inoculation
of female WT BALB/c mice with cancer cells gave rise to large
tumors within 30 days, the absence of caspase-1 or ASC resulted
in significantly smaller tumors (Figures 2A,B), suggesting that
inflammasomes likely support mammary tumor growth. To
ascertain whether NLRP3 was also involved, we compared 4T1
cell growth in Nlrp3-deficient and Nlrp3-sufficient WT mice.
Indeed, NLRP3 appeared to be a good candidate as this receptor
is well-described to sense DAMPs, such as ATP or uric acid
released by necrotic cells, and since necrosis of tumor cells
is frequent during cancer progression (33, 34). As shown in
Figures 2C,D, tumor sizes were similar between WT and Nlrp3
KO mice, indicating that NLRP3 does not support mammary
tumor growth in vivo, unlike caspase-1 and ASC.

Inflammasome Expression in the

Hematopoietic Compartment Supports

Tumor Growth
As previously mentioned, caspase-1 is the main catalytic subunit
of the inflammasome. Its expression is not restricted to immune
cells as it is also expressed by many non-hematopoietic cell
types such as epithelial cells or adipocytes (35, 36). To evaluate
the role of inflammasome components in tumor growth in
immune vs. non-immune cells, we first generated a series of
bone marrow chimeric mice to obtain different combinations
of caspase-1 expression in immune and non-immune cells as
indicated in Figure 3A. Thirty days post reconstitution, mice
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FIGURE 1 | Caspase-1 deficiency delays tumor appearance in MMTV-NeuV664E BALB/c mouse model. Kaplan–Meier curves depicting tumor growth latency of

MMTV-NeuV664E mice, defined as time from birth until appearance of the first palpable tumor. **P < 0.01 (Comparison of survival curves: Gehan–Breslow–Wilcoxon

test).

FIGURE 2 | Loss of caspase-1 and ASC expression reduces 4T1 tumor growth in BALB/c mice. (A) WT, Caspase-1 KO, and Asc KO mice (n = 5) were injected

orthotopically with 4T1 mammary tumor cells. Tumor growth was measured over 30 days. (B) Individual growth curves depicted in A. (C) WT, Caspase-1 KO, and

Nlrp3 KO mice (n = 8) were injected orthotopically with 4T1 mammary tumor cells. Tumor growth was measured over 30 days. (D) Individual growth curves depicted

in C. Data represent mean ± SD ***P < 0.001 (Two-way ANOVA analysis; n.s, non-significant).
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FIGURE 3 | The presence of the inflammasome in the hematopoietic compartment promotes mammary tumor growth. Irradiated mice of indicated genotypes were

grafted with bone marrow stem cells from WT or Caspase-1 KO mice and were injected with 4T1 mammary tumor cells 28 days later. (A) Tumor growth was

measured over 30 days. (B) Individual growth curves depicted in A. Data represent mean ± SD ***P < 0.001 (Two-way ANOVA analysis).

were inoculated with 4T1 cells and tumor growth was monitored.
The growth rate of 4T1 cells was determined by the expression
of caspase-1 in immune cells, and independent of its expression
in non-immune cells, as illustrated in Figures 3A,B in recipient
mice with different genotypes. Thus, the absence of caspase-
1 in the hematopoietic cell lineage is responsible for the delay
in tumor growth, suggesting that caspase-1-expressing immune
cells support cancer progression.

The Inflammasome Impairs NK Cell

Recruitment to the Tumor
Activation of the inflammasome has been shown to modulate the
composition of the tumor immune infiltrate (37). To address this
finding in our model, we analyzed the tumor immune infiltrate in
the mammary gland at days 7 and 14 post-injection in WT, Asc-
, and Caspase-1-deficient mice. Different myeloid and lymphoid
cell subtypes were studied by flow cytometry.

With respect to the myeloid compartment, our analysis of
the CD45+ infiltrate showed that the frequency of neutrophils
(defined as Ly6Cint-Ly6Ghigh) was significantly decreased at both
time points in Caspase-1- or Asc- deficient mice compared to
control mice, while the abundance of monocytes, macrophages,
dendritic cells (DC) and eosinophils was similar in all mouse
groups (Figures 4A,B and Supplementary Figures 1A,C).

Regarding lymphoid cells, no significant difference in
CD4+ or CD8+ T lymphocyte recruitment was observed
between WT and inflammasome-deficient mice at day 7 and
day 14 post-injection and very few B cells had infiltrated
the tumors (Figures 4C,D and Supplementary Figure 1D).
However, the frequency of infiltrating NK cells (NKp46+ cells)
was significantly higher in tumors implanted in Caspase-1 and
Asc KO mice compared with WT mice at day 7 and day 14
(Figures 4C,D and Supplementary Figure 1B). Differences in
tumor infiltrates between the groups of mice were not due to pre-
existing differences in these mice, as the immune composition of

the spleen of tumor-bearing mice was similar in WT, Asc, and
Caspase-1 KOmice at day 14 (Supplementary Figures 1E,F).

Inhibition of Inflammasome-Regulated

Cytokine Production Does Not Affect the

Rate of Tumor Growth
The inflammasome controls the production of IL-1β and IL-
18 and both cytokines are involved in tumor development
or control. We wondered whether blocking IL-1β and IL-18
would impact the ability of 4T1 cells to grow in WT mice.
Surprisingly, treatment with either the anti-IL-1β antibodies
or the IL-18 binding protein (BP) or both did not affect the
rate of tumor growth (Figure 5A, Supplementary Figure 2).
Similarly, Anakinra (recombinant IL-1Ra) injection did not delay
tumor growth in WT mice, suggesting that inflammasome-
regulated cytokines are not essential for controlling 4T1 cell
growth in vivo (Figure 5B) (24, 32, 38). Finally, cytokine
measurement using multiplex technology of tumor supernatants
at day 14 showed no difference in the amount of IL-1β, IL-33,
CCL3/MIP1α, KC or β-FGF, between WT and Caspase-1 KO,
while CCL5/RANTES was significantly increased in Caspase-1
KO (Supplementary Figure 3).

Caspase-1 Deficiency Improves NK Cell

Anti-tumor Activity
Since NK cells, which are important anti-tumor effectors (39, 40),
were preferentially recruited into the tumors of inflammasome-
deficient mice, and since increased levels of CCL5 within the
tumor microenvironment were detected, we tested whether
NK cells were responsible for the reduction in tumor growth.
Caspase-1 KO and WT mice were depleted of NK cells by
I.V. injection of the anti-Asialo GM1 antibody before being
inoculated with 4T1 cells. Upon NK cell depletion, tumors
grew at the same rate in both groups of mice, demonstrating
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FIGURE 4 | Caspase-1 or ASC deficiency improves NK cell recruitment 14 days post-injection. (A) Flow cytometry analysis of myeloid cell populations in 4T1 tumors

at day 14 post-injection from WT (n = 6), Caspase-1 KO (n = 6), and Asc KO (n = 6) mice. The displayed dotplots were obtained by gating live and CD45+ cells. (B)

Quantification and analysis of myeloid cell populations in the different mouse genotypes. (C) Flow cytometry analysis of lymphoid cell populations in 4T1 tumors from

the same mice as in A. The displayed dotplots were gated from live and CD45+ cells. (D) Quantification and analysis of lymphoid cell populations in the different

mouse genotypes. Data represent mean ± SD *P < 0.05; **P < 0.01 (One-way ANOVA test followed by Bonferroni’s Multiple Comparison Test).
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FIGURE 5 | IL-1β, IL-18 or IL-1R inhibition does not affect 4T1 tumor growth

in vivo. (A) WT (n = 5) were injected with IgG control, anti-IL1β antibody,

IL-18BP, or both anti-IL1β and IL-18BP the day before tumor inoculation and

then every 3 days. Treated mice were orthotopically injected with 4T1

mammary tumor cells. Tumor growth was measured over 28 days. (B) WT,

caspase-1 KO were injected with PBS or Anakinra (IL-1 receptor inhibitor) the

day before tumor inoculation and then every 2 days. Treated mice were

orthotopically injected with 4T1 mammary tumor cells. Tumor growth was

measured over 14 days. Data represent mean ± SD *P < 0.05 (Two-way

ANOVA analysis; n.s, non-significant).

a major role for NK cells in mammary tumor growth control
(Figures 6A,B).

We then asked whether caspase-1 expression within the
immune compartment could affect NK cell phenotype and
activation. As shown in Figure 6C, NK cells infiltrating the
mammary tumors of Caspase-1 KO were larger (according to
FSC parameters) than those infiltrating WT mice, a feature
which is commonly associated with a stronger activation
status (41). Furthermore, NK cells present in the tumor of
Caspase-1-deficient hosts expressed higher levels of NK cell
activation markers NKG2D, Granzyme B (GZB), CD69 and
CD98 (Figure 6D) (42). With the exception of NKG2D, few
differences were detected between splenic NK cells from WT
and Caspase-1-deficient tumor-bearing mice, indicating that the
tumor microenvironment directly impacts NK cell phenotype
(Figure 6E).

We then investigated the ability of tumor infiltrating NK
cells to be activated when re-stimulated in vitro. Tumor cell

suspensions fromWTorCaspase-1KOmice were incubated with
a combination of IL-12+IL-18 cytokines, or with crosslinking
antibodies against activating receptors (NKp46, Ly49D, NKG2D)
or with different tumor cell lines (4T1, and YAC1 cells, a classical
NK cell target). Interestingly, NK cells from tumors growing
in Caspase-1 KO mice displayed an increased expression of
IFN-γ following activation compared to those from tumors
growing inWTmice, irrespective of the stimulus used (Figure 6F
and Supplementary Figure 4A). In addition, in the tumor
cell suspension from Caspase-1 KO mice, significantly more
NK cells were activated (positive to IFN-γ) in response to
YAC-1 or 4T1 stimulation compared with WT (Figure 6G
and Supplementary Figure 4B). These results suggest that the
absence of caspase-1 from the tumor immunemicroenvironment
promotes NK cell activation.

DISCUSSION

The role of inflammasome activation in cancer (15, 43)
remains largely undefined and can be either pro-tumoral
or anti-tumoral. The data presented here suggest that the
inflammasome promotes the growth of invasive breast cancer in
two mouse models, the MMTV-Neu and 4T1 cells. Interestingly,
bone marrow chimeric mouse experiments demonstrated
that caspase-1-expressing immune cells promote mammary
tumor progression.

Despite the fact that necrotic cell death occurs during
tumor progression releasing DAMPs, such as ATP, or uric
acid, tumor growth was independent of NLRP3, suggesting
either redundancy or the involvement of another PRR. Other
innate immune receptors such as AIM2 or NLRC4 can form
inflammasome platforms. AIM2 is a DNA sensor, which can
be activated by circulating-free DNA released by dying cells
(44, 45). And NLRC4 was recently shown to promote mammary
tumor growth in a model of high fat diet-induced obesity via the
production of IL-1β (46). Further experiments would be required
using KO animals in the BALB/c background to determine
their putative involvement in tumor progression of invasive
breast cancer.

NK cells are an important aspect of the anti-tumor arsenal
and their presence is associated with good prognosis in several
types of cancers (47, 48). However, during cancer progression
malignant cells develop different strategies to escape or to
dampen NK cell functions (39, 49). Indeed, NK cell activity was
shown to be reduced in the blood of primary and metastatic
breast cancer patients (50).

With respect to the role of the inflammasome on NK
cell function, former studies mostly addressed its involvement
in mouse models of cancer metastasis (15). For instance,
Nlrp3-deficient mice displayed reduced number of melanoma
lung metastasis due to more active NK cells in a caspase-1-
independent way, while in the context of colon metastasis to
the liver, caspase-1 and NLRP3 were protective by promoting
more active NK cells in the livers of WT mice compared
with Caspase-1-deficient mice (17, 37). Here, we showed for
the first time that the absence of a functional inflammasome
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FIGURE 6 | NK cells control tumor growth and are more active in caspase-1 KO mice. (A) Tumor growth of 4T1 cells was measured in NK-depleted (anti-asialo GM1)

or PBS-treated WT and caspase-1 KO mice (n = 5). Each value represents mean ± SD **P < 0.01; ***P < 0.001 (Two-way ANOVA analysis). (B) Individual growth

curves depicted in (A). (C–E) Flow cytometry analysis of NK cell size in tumors and spleens (C) and activation markers in 4T1 tumors (D) and in spleen (E) from WT (n

= 5) and Caspase-1 KO (n = 5) mice at day 7 post-injection. (F) Cell suspensions from digested tumors of the indicated mouse genotype were cultured in the

presence of cytokines (IL-12/IL-18), antibodies (NKp46, Ly49D, NKG2D) or tumor cells (YAC-1, 4T1) and NK cell IFN-γ production (F) or IFN-γpositive cells (G) were

measured by flow cytometry. Data from (C–G) represent mean ± SD *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001 (Two-way ANOVA test followed by

Bonferroni’s Post-test; ns, non-significant).

improved NK cell recruitment and activation in the mammary
tumor microenvironment. Higher levels of CCL5 were also
detected in the tumor supernatant of Caspase-1-deficient tumors
consistent with an increase inNK cells recruitment and activation
(51, 52). We further showed that NK cells from Caspase-1-
deficient mice responded better to ex vivo re-stimulations, and
NK cell depletion in WT and Caspase-1-deficient mice resulted

in similar tumor growth rates, demonstrating the major role of
NK cells on tumor growth control. Since the phenotype of NK
cells was similar in WT and in Caspase-1 KO mouse spleens,
our results suggest that the tumor microenvironment directly
modulates NK cell anti-tumor response, as previously described
in invasive breast cancer and non-small cell lung cancer (NSCLC)
models (53, 54).
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Our observations also revealed that Ly6Cint-Ly6Ghigh

neutrophils were less abundant in the tumor microenvironment
of inflammasome-deficient mice. Several studies have described
these tumor infiltrating cells as myeloid-derived suppressor cell
(MDSC) populations, due to their ability to down-regulate the
anti-cancer immune response (55, 56). For instance, MDSC
recruited within the tumor bed are able to suppress NK
cell cytotoxicity, IFN-γ production and NKG2D expression
(57). MDSCs promote primary and metastatic 4T1 tumor
progression (26), and impairing their recruitment to the tumor
microenvironment limits tumor growth (22, 58). Intriguingly,
Chow et al. reported in Nlrp3 KO lungs the presence of a
CD11b+ Gr-1int population which, upon adoptive transfer into
WT animals, suppressed lung metastasis of melanoma cells
(17). Moreover, those cells secreted CCL5. However, we did not
observe the recruitment of a similar population in the mammary
immune infiltrate of Caspase-1 or Asc KO mice. Thus, our
data suggest that the inflammasome supports tumor growth by
recruiting Ly6Cint-Ly6Ghigh cells to the tumor bed preventing
NK cell infiltration and activation.

Activation and secretion of the two pro-inflammatory
cytokines IL-1β and IL-18 are mostly regulated through the
inflammasome. According to previous studies, IL-1β promotes
4T1 tumor growth (26, 27). However, we did no detect
any difference in intra-tumoral IL-1β concentration and the
inhibition of the IL-1R pathway by IL-1Ra administration or
through the immune-depletion of IL-1β in vivo did not impair
4T1 growth. Moreover, injecting the same anti-IL-1β used
by Kaplanov et al. in WT mice did not affect 4T1 growth,
although tumor volumes were globally much smaller in their
study compared with ours (32). In addition, Bruchard et al.
described no decrease in tumor growth in the presence of
IL-1Ra (59). IL-18 inhibition, and the combination of both
IL-1β and IL-18 inhibition also had no impact on tumor
cell growth. The discrepancies observed these different studies
could be explained by the BALB/c strain that we used or
by specific in-house microbiota. Of note, using the aggressive
PyMT mouse model of invasive breast carcinoma inter-
crossed with the Il-1r KO background, Dagenais and colleagues
observed an increase in tumor burden and aggressiveness,
while no effect on the composition of the tumor immune
microenvironment was noted, minimizing the role of the IL-
1R pathway as a main modulator of breast cancer progression
through the modulation of the immune composition (60). Thus,
in our model, the inflammasome may support tumor growth
through as yet understudied effector mechanisms. They could
be pyroptosis, which induces pore formation in the plasma
membrane and the release of the intracellular content, or caspase-
1 mediated eicosanoid storm (12, 61). Eicosanoids, and especially
prostaglandin E2 (PGE2) synthesized by cyclooxygenases, were
known to suppress anti-tumor immunity by inhibiting NK
cell viability and activation, and to promote cancer growth
(51, 62, 63).

Altogether, our study highlights a new role for the
inflammasome in promoting invasive breast cancer progression
by facilitating tumor infiltration with neutrophils, while
impeding the NK cell-associated anti-tumoral response

independently of IL-1β and IL-18. These results suggest that
inflammasome catalytic inhibition could be an interesting
therapeutic approach for breast cancer.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The raw data supporting the conclusions of this article will be
made available by the authors, without undue reservation.

ETHICS STATEMENT

The animal study was reviewed and approved by the local Animal
Ethic Evaluation Committee (CECCAPP: C2EA-15, Comité
d’Evaluation Commun au PBES, à AniCan, au laboratoire P4,
à l’animalerie de transit de l’ENS, à l’animalerie de l’IGFL, au
PRECI, à l’animalerie du Cours Albert Thomas, au CARRTEL
INRA Thonon-les-Bains et à l’animalerie de transit de l’IBCP,
CLB-2013-019, CLB-2015-015) and authorized by the French
Ministry of Education and Research.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

BG, TW, and VP designed experiments. BG, MB-W, AD, MP,
IP, AE, and VP performed research. NG, NB-V, CC, and TW
contributed to agents/analytic tools. BG, TW, and VP analyzed
data. BG and VP wrote the paper. All authors contributed to the
article and approved the submitted version.

FUNDING

This work was supported by the Ligue contre le Cancer
comité de l’Ain and the Plan Cancer FP7-PEOPLE-ERG2-2008
n◦239479. BG was supported by the Fondation ARC pour la
recherche sur le cancer. TW is supported by the Fondation ARC
(équipe labellisée).

ACKNOWLEDGMENTS

We thank V. M. Dixit (Genentech) for the Asc−/− mice; the late
J. Tschopp (University of Lausanne) for the Nlrp3−/− mice; R.
A. Flavell (Yale School of Medicine) for the Caspase-1/caspase-
11−/− mice; UzmaHasan for providing Anakinra; the Plateforme
d’Expérimentation Animale en Cancérologie (AniCan) facility
and Julie Gorry for technical help. We thank Brigitte Manship for
English editing of themanuscript. The content of this manuscript
has been partly published as part of the Ph.D., thesis of BG (64).

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The Supplementary Material for this article can be found
online at: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fonc.
2020.01683/full#supplementary-material

Supplementary Figure 1 | Caspase-1 and ASC deficiency alters the composition

of the tumor immune infiltrate in tumors but not that of the spleen. (A) Flow

cytometry quantification of CD45 positive cells in 4T1 tumors isolated from WT (n

= 6), Caspase-1 KO (n = 6), and Asc KO (n = 6) mice 14 days post-injection. (B)
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Correlation graph of NK cells vs. neutrophils infiltrated in 4T1 tumors isolated from

WT (n = 6), Caspase-1 KO (n = 6), and Asc KO (n = 6) mice 14 days

post-injection. (C,D) Flow cytometry quantification and analysis of myeloid (C) and

lymphoid (D) cell populations from WT, Caspase-1 KO, and Asc KO mice 7 days

post-injection with 4T1 mammary tumor cells. (E,F) Flow cytometry quantification

and analysis of myeloid (E) and lymphoid (F) cell populations in spleens from WT

(n = 4), Caspase-1 KO (n = 4), and Asc KO (n = 4) mice injected with 4T1

mammary tumor cells at day 14 post 4T1 tumor cell injection. Data represent

mean ± SD ∗P < 0.05, ∗∗P < 0.01 (One-way ANOVA test followed by Bonferroni’s

Multiple Comparison Test).

Supplementary Figure 2 | IL-1β inhibition does not affect 4T1 tumor growth in

vivo. WT mice were injected with IgG control (n = 7) or anti-IL1β antibody (n = 8)

the day before tumor inoculation and then twice a week. Treated mice were

orthotopically injected with 4T1 mammary tumor cells. Tumor growth was

measured over 28 days.

Supplementary Figure 3 | Cytokine measurements in tumor cell supernatants of

WT or caspase-1 KO mice by Luminex technology. Supernatants from tumor

dilacerations of WT (N = 8) and caspase-1 KO (N = 8) mice were analyzed by

Luminex assay for CCL5 IL-1β, CCL3, IL-33, KC, and FGF-b. Data represent

mean ± SD (p from unpaired t-test).

Supplementary Figure 4 | NK cells control tumor growth and are more activated

in caspase-1 KO mice. (A) Cytometric profiles of data shown in Figure 6F. Cell

suspensions from digested tumors of the indicated mouse genotype were

cultured in the presence of cytokines (IL-12/IL-18), antibodies (NKp46, Ly49D,

NKG2D), or tumor cells (YAC-1, 4T1) and NK cell IFN-γ production was measured

by flow cytometry. (B) Comparison of IFN-γ-positive NK cells from tumor of WT

and Caspase-1 KO mice exposed or not to 4T1 cells.

Supplementary Table 1 | Inventory of fluorochrome conjugated-antibodies used

for cytometry analysis.
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Résumé 

L’Interleukine-33 est une cytokine appartenant à la famille des IL-1s. Elle est exprimée de manière 
constitutive dans le noyau de certaines cellules non-hématopoïétiques (cellules endothéliales, 
épithéliales dans les tissus barrières ou stromales non-immunitaires). En réponse à un danger ou un 
ensemble de stress cellulaires, elle est rapidement libérée dans le milieu extracellulaire pour agir 
comme une alarmine pléiotrope. En effet, l’IL-33 régule les réponses immunitaires de type-2 (anti-
parasitaires, allergiques, pro-tumorales) mais également de type-1 (anti-virales, anti-tumorales). Ainsi, 
son rôle dans les cancers est controversé. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés au rôle de 
l’IL-33 dans l’activation des cellules NK et leurs propriétés anti-tumorales. Nos travaux démontrent 
que, l’IL-33, lorsqu’elle est combinée avec l’IL-12, est un activateur puissant des fonctions sécrétrices 
et cytotoxiques des cellules NK chez l’homme et la souris, en contexte physiologique et tumoral. Dans 
cette synergie, l’IL-12 est nécessaire pour activer la voie STAT-4 qui régule directement l’expression de 
ST2, récepteur de l’IL-33, à la surface d’une sous-population de cellules NK chez l’homme. La 
caractérisation phénotypique, fonctionnelle et transcriptionnelle des cellules NK ST2+ identifie une 
sous-population polyfonctionnelle et intermédiaire au sein des cellules NK CD56dim qui maintien la 
capacité de produire de grandes quantités de cytokines de par leur programme transcritpionnel 
commun avec les cellules NK CD56bright. En contexte tumoral, chez la souris mais également chez 
l’homme, nous avons observé que les cellules NK maintiennent la capacité de répondre à une 
activation par l’IL-33 combinée à l’IL-12 en produisant de l’IFN-γ. Cette production d’IFN-  est associée 
à une diminution de la croissance tumorale dans un modèle murin de cancer du sein. Dans l’ensemble, 
ces résultats identifient l’IL-33 comme un activateur puissant d’une sous-population distincte de 
cellules NK polyfonctionnelles à fort potentiel thérapeutique dans le cancer. 
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