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Résumeé

Les cancers du sein triple négatifs et les cancers de 'ovaire séreux de haut grade sont
des pathologies dont le pronostic reste relativement sombre. Récemment, il a été
montré que ces 2 cancers partagent des caractéristigues biologiques communes,
notamment sur le plan génomique. Par ailleurs, il a été montré que le systeme
immunitaire joue un réle important dans le contréle de I'évolution tumorale dans ces 2
maladies. Initialement caractérisée par son rble dans l'apopotose des cellules
immunitaires, la signalisation activée par linteraction CD95/CD95L et son ligand
soluble sCD95L est impliquée dans de nombreux réles biologiques au-dela de
'apoptose. Cette voie semble notamment jouer un réle important dans les processus
d’'oncogénése. Notre équipe avait montré le réle pronostic négatif du sCD95L qui
favorise l'invasion tumorale et les métastases chez les patientes atteintes de cancers
du sein triple négatifs. Ces résultats nous ont conduit a étudier I'impact de cette voie
dans les cancers de l'ovaire, et a poursuivre la caractérisation des effets biologiques
dans les cancers du sein triple négatifs. Dans les cancers de l'ovaire, nous avons
retrouvé un réle pronostic positif du sCD95L, contrairement aux cancers du sein triple
négatifs. Le niveau de sCD95L est corrélé a Tlinfiltrat immunitaire, soulevant
'hypothése d’une régulation de cet infiltrat par la signalisation CD95/CD95L. En effet,
dans les cancers du sein triple négatifs, nous avons retrouvé un impact de la
signalisation CD95 sur la réponse immune anti-tumorale, en particulier sur les
lymphocytes NK. Ces travaux montrent qu'une meilleure compréhension des
meécanismes biologiques activés par la voie CD95/CD95L dans les cancers de I'ovaire
séreux de haut grade et dans les cancers du sein triple négatifs pourrait permettre de
mieux sélectionner les patientes pour des traitements modulant la réponse immune.
De plus, le ciblage de cette voie pourrait permettre d’améliorer la prise en charge

thérapeutiques de ces pathologies de mauvais pronostic.
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Abstract

Triple-negative breast cancer and high-grade serous ovarian cancer have a relatively
poor prognosis. Recently, it has been shown that these two cancers share common
biological characteristics, notably on the genomic level. Moreover, it has been shown
that the immune system plays an important role in the control of tumor progression in
these 2 diseases. Initially characterized by its role in immune cell apoptosis, the
signaling activated by the CD95/CD95L interaction and its soluble ligand sCD95L is
involved in many biological roles beyond apoptosis. This pathway seems to play an
important role in oncogenesis processes. Our team had shown the negative prognostic
role of SCD95L which promotes tumor invasion and metastasis in patients with triple
negative breast cancer. These results led us to study the impact of this pathway in
ovarian cancer and to further characterize the biological effects in triple negative breast
cancer. In ovarian cancers, we found a positive prognostic role for sCD95L, in contrast
to triple negative breast cancers. The level of sSCD95L correlates with the immune
infiltrate, raising the hypothesis that this infiltrate is regulated by CD95/CD95L
signaling. Indeed, in triple-negative breast cancer, we found an impact of CD95
signaling on the anti-tumor immune response, in particular on NK lymphocytes. This
work shows that a better understanding of the biological mechanisms activated by the
CD95/CD95L pathway in high-grade serous ovarian cancer and in triple-negative
breast cancer could allow a better selection of patients for treatments modulating the
immune response. In addition, targeting this pathway could improve the therapeutic

management of these poor prognosis diseases.
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1. Introduction

Les cancers du sein triple négatifs et les cancers de I'ovaire séreux de haut grade sont
des pathologies rencontrées fréquemment en oncologie. lls partagent de nombreuses
similitudes sur le plan moléculaire et biologique, comme I'ont montré la découverte de
genes de prédisposition communs comme BRCA mais également les analyses
génomiques tumorales. Des mécanismes biologiques découverts dans une des
tumeurs sont souvent retrouvés dans l'autre, incitant a les étudier de maniére

conjointe, pour mettre en évidence les analogies mais aussi les différences existantes.

1.1. Cancers du sein triple négatifs et cancers de I'ovaires
1.1.1. Généralités
a. Les cancers du sein triple négatifs
1. Epidémiologie

Les cancers du sein représentent la premiere cause de cancer chez la femme dans le
monde (1). Les cancers du sein triple négatifs (CSTN) constituent un groupe
hétérogéne caractérisé par I'absence d'expression des récepteurs hormonaux aux
cestrogénes (RO) et a la progestérone (RP) et l'absence de surexpression du
récepteur a «/IEpidermal Growth Factor» (EGF), HER-2. Les données
épidémiologiques montrent que les CSTN représentent environ 15% des cancers du
sein et surviennent principalement chez les jeunes femmes pré-ménopausées de
moins de 40 ans (2). Ce sont le plus souvent des tumeurs agressives, ou de haut
grade, avec un risque de rechute élevé (jusqu'a 40% (3)). La majorité sont
diagnostiquées a un stade localisé, mais présente des taux de survie plus faibles que
les cancers du sein hormono-dépendants (4). Les CSTN métastatigues ont un

pronostic sombre, avec une médiane de survie d’environ 15 mois (5).

2. Classification moléculaire des CSTN

Un effort majeur a été consacré au cours de la derniére décennie pour classer les
CSTN en sous-types cliniques et moléculaires distincts qui pourraient prédire

I'évolution clinique et guider les décisions de traitement. La caractérisation des
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altérations génétiques, eépigénétiques, transcriptomiques et protéomiques du
microenvironnement tumoral ont permis (6) une compréhension accrue des
mécanismes biologiques a la fois au niveau des cellules tumorales, mais également
de la réponse immunitaire et stromale de 'organisme au développement d’'une tumeur,
et permet de commencer a envisager un modele plus intégré des processus
conduisant a I'évolution du cancer (figure 1). L'analyse génomique tumorale a permis
de distinguer plusieurs sous-types au sein d’'un méme cancer. Du fait des méthodes
utilisées, notamment dans les premiéres publications, les cellules tumorales et leur
environnement étaient analysés conjointement, sans réellement distinguer ces 2
compartiments. Plus récemment, de nouvelles techniques basées sur I'analyse de
cellules uniques (single cell, Cytof, ...) ont fait progresser la compréhension des
interactions entre les cellules cancéreuses et I'organisme héte. Il nous manque
cependant encore une vision intégrée de la biologie des tumeurs et les classifications
basées sur les différentes techniques d’analyses se recoupent encore de maniére

imparfaite.

Triple-negative breast cancer
(lack of ER, PR, and HER2 by IHC/FISH)

Transcriptome Proteome Genome Epigenome Immune BRCA-related

Luminal/nonluminal Inflamed,
Methylation signatures excluded,
desert

PAM50 subtypes Surface epithelial Mut/CNA pathways

TNBC types Cytosolic/nuclear (p|3k/AKT/mTOR, RTKs
JAK/STAT, NOTCH)
Mutational signatures

BRCA1/2 mutant

(germline or somatic)

Hypermutation

PDJ amplicon Immune environment MMR deficiency
characterization APOBEC
Stromal axes ppcAness

BRCAT promoter
HRD score

Basal (IHC/PAMS50)
Tumor BRCA

AR-positive Integrative clusters

Figure 1 : Vue d'ensemble des interactions complexes entre les classifications
moléculaires du CSTN basées sur la caractérisation génomique, transcriptomique,
protéomique, épigénomique et immunitaire de la tumeur et de son

microenvironnement [d’aprés Garrido-Castro (6)].
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Classification génomique des cancers du sein triple négatifs

L’étude des profils d’expression génique a permis a Lehmann et collaborateurs

d’identifier 6 groupes de tumeurs caractérisés par la présence d'altérations

moléculaires distinctes, en termes d'expression d'’ARN, de mutations somatiques et de

variations du nombre de copies de genes (figure 2) (7) :

Le sous-type « basal-like 1 » (BL1) : défini par I'altération de génes impliqués
dans la réponse aux dommages a I'ADN et la régulation du cycle cellulaire (taux
élevé de mutations TP53 (92%), gain / amplifications €levés de MYC, CDK®6 ou
CCNEL, et délétions de BRCA2, PTEN, MDM2 et RB1 (8).

Le sous-type « basal-like 2 » (BL2): présente l'activation des voies de
signalisation des facteurs de croissance et des voies métaboliques. BL1 et BL2
partagent un phénotype hautement prolifératif.

Le sous-type « immunomodulatory » (IM) présente une forte expression de
géenes (comme JAK / STAT, TNF et NFkB) impliqués dans le traitement et la
présentation des antigenes, les voies de signalisation des cellules immunitaires
et des cytokines

Les sous-types mésenchymateux « mesenchymal » (M) et « mesenchymal
stem-like » (MSL) présentent des profils d'expression similaires liés a la motilité
cellulaire, a la différenciation et a la transition épithéliale mésenchymateuse.
Par rapport au sous-type M, le sous-type MSL se distingue par des géenes
associés a l'angiogenése et aux cellules souches, et une faible expression de
la claudine (« claudin-low »).

Enfin, le sous-type luminal-AR (LAR) se qualifie par I'expression élevée du

récepteur des androgénes (AR).

Cette classification a été revue car il a été montré que l'infiltration tumorale par des

cellules stromales (fibroblastes, lymphocytes, cellules mésenchymateuses associees

a la tumeur) influencait la définition des sous-types IM et MSL (9). Les données

génomiques ont été ré-analysées apres microdissection pour sélectionner uniguement

les cellules tumorales et au final seul 4 sous-types transcriptionnels stables (BL1, BL2,

M et LAR) ont été identifiés aprés cette révision.
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TNBC

L

BL1

IM
M

Unstable

Cellular proliferation and
response to cellular damage.

Growth factor signaling with
myoepithelial markers.

Signaling mediated by immune
synapsis.

MET and differentiation.

MET, differentiation and stem cell
potential; angiogenesis and growth
factor signaling

Hormone signaling mediated by
androgen receptor.

Cellular proliferation and
response to cellular damage

Inestable BL1
10% 10%

LAR
10%
BL2
20%

MSL
10%

20%

20%

Figure 2 : Classification des cancer du sein triple négatifs selon Lehman [d’aprés (10)]

Deux autres études ont confirmé en partie ces analyses :

Principales altérations génétiques somatiques et voies de signalisations

activation immunitaire (BLIA) (11).

Classification de Burstein et collegues identifiant 4 sous-types
mésenchymateux (MES), basal immunodéprimé (BLIS) et basal activé avec

Classification FUSCC (12), intégrant I'analyse des longs ARN non codants et
identifiant également 4 sous-types différents au sein des CSTN : IM, LAR, MES,
and BLIS.

impactées dans les cancers du sein triple négatifs.

La plupart des mutations somatiques du CSTN se situent dans les génes suppresseurs
de tumeur (par exemple, TP53, RB1 et PTEN). Bien que moins fréquentes, des
altérations oncogéniques de la voie PI3K / AKT ont également été décrites dans le
cancer du sein de type basal (mutation PIK3CA, 7%; amplification AKT3, 28%;
mutation ou perte PTEN (13). Dans le sous-type basal, les mutations TP53 sont
retrouvées a une fréquence élevée et les données biologiques sur cette voie suggérent
gue la perte de la fonction TP53 se produit dans la plupart, sinon la totalité des cancers

de type basal (14). Des amplifications de MYC sont également frequemment décrites

(jusqu’a 40%) dans le sous-type basal.
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Roéle des mutations BRCA et autres anomalies altérant la réparation par
recombinaison homologue.

Des mutations germinales dans BRCA1 ou BRCA2 (BRCAL / 2) sont présentes chez
environ 10% des patients atteints de CSTN (15). Ces anomalies entrainent une
altération de la voie de la réparation de 'ADN par recombinaison homologue. Il est
intéressant de noter que des mutations somatiques BRCA sont également retrouvées
dans 3 a 5 % des CSTN localisés (16,17) et 6% des CSTN métastatiques (18).
Plusieurs signatures moléculaires correspondant a un déficit de la réparation de 'ADN
par recombinaison homologue (HRD) ont été proposées pour identifier les tumeurs

présentant ces anomalies.

3. Traitements

Les traitements médicaux du CSTN reposent principalement sur la chimiothérapie par
anthracyclines et taxanes. Les sels de platine (carboplatine et cisplatine) semblent
efficaces, notamment dans le sous-type basal lorsqu’il est identifié une mutation BRCA
ou un phénotype HRD (19,20). Les inhibiteurs de PARP (iPARP) talazoparib et
olaparib ont obtenus récemment une AMM pour les patientes présentant un CSTN
avec mutation germinale BRCA, ayant déja recu une chimiothérapie par anthracyclines
et/ou taxanes (21-23). Les iPARP sont également efficace en cas de mutation BRCA
somatiques (24). L'immunothérapie montre une efficacité assez limitée et semble
retreinte a certaines patientes. Cette approche est décrite de maniere plus détaillée
dans la partie 2.

b. Analogie cancers du sein triple négatifs et cancers de I'ovaire

Les cancers du sein et de I'ovaire sont tous les 2 des tumeurs trés hétérogénes avec
des caractéristiques morphologiques, biologiques et cliniqgues trés variables.
Cependant, pour certains sous-types, notamment les cancers du sein triple négatifs
de sous-type basal et les cancers de l'ovaire séreux de haut grade, les analyses
génomiques effectuées dans le cadre du Cancer Genome Atlas (TCGA) ont montré
qu’il existe une forte similitude (16). Ces deux types de tumeurs présentent un spectre
mutationnel similaire et partagent de nombreux événements oncogéniques (perte
TP53, mutation BRCA (germinale et somatiques) et altération de la voie HR, perte

RB1, gain c-MYC, etc.). La fréquence tres élevée de mutation TP53 est similaire dans
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les cancers du sein triple négatifs de type basal et les cancers de 'ovaire séreux de
haut grade. Ces sous-types particuliers présentent un génome tres instable, avec de
nombreuses aberrations du nombre de copies et des défauts dans les voies de
réparation de I'ADN. En plus de l'inactivation de TP53, les cancers du sein de type
basal et les cancers de l'ovaire séreux de haut grade partagent plusieurs
caractéristiques distinctives de «BRCAness» (25) . La présence de mutation BRCA,
notamment BRCAL, confére un risque tres élevé de cancers du sein triple négatifs et
de cancers de I'ovaire de haut grade au cours de la vie (26). Les traitements médicaux
utilisés pour ce type de cancers sont similaires, avec une place prépondérante des
chimiothérapies a base d’antracyclines, taxanes et platine. Les iPARP sont également
utilisés avec une efficacité particuliére pour les tumeurs présentant une mutation
BRCA ou un déficit HR. Enfin, bien qu’un infiltrat immunitaire soit frequemment associé
a ces 2 types de cancers, il faut souligner le relatif échec actuel avec 'immunothérapie,

notamment pour les traitements ciblant PD1/PD-L1.

c. Cancers de l'ovaire
1. Epidémiologie

Les cancers épithéliaux de I'ovaire (CEO) touchent une femme sur 60 dans les pays
industrialisés (27). Leur incidence d’environ 4500 cas / an en France représente le
5éme cancer le plus fréquent chez la femme (données INCa/InVS 2011) et la 4éme
cause de mortalité par cancer chez la femme. Jusqu'a récemment, le pronostic du
cancer de I'ovaire était sombre avec une survie a 5 ans de 30%. Les trois quarts des
patientes atteintes de CEO sont diagnostiqués a un stade avancé avec une carcinose
péritonéale. Ces patientes avaient jusqu’a récemment une survie a 5 ans inférieure a
15%, sans réel gain en terme de survie globale depuis plusieurs décennies (27).
Cependant, ces données pourraient évoluer car des progres thérapeutiques notables
ont été rapportés ces derniéres années, notamment grace a l'utilisation des iPARP en

complément de 'approche chirurgicale et de chimiothérapie.
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2. Classification des cancers épithéliaux de I'ovaire

Classification anatomopathologique

Les cancers de 'ovaire constituent un groupe hétérogéne de Iésions, qui different sur
le plan épidémiologique, morphologique, profil moléculaire, et pronostique. Leur
classification est basée sur la classification internationale de 'OMS dont la derniére
version date de 2014. lls sont classés en différents sous-types en fonction du type
histologique du revétement qui les compose. Pour chaque cancer de I'ovaire, 'examen
histopathologique doit déterminer le type et le grade. Ainsi, les cancers épithéliaux de
l'ovaire (CEO) peuvent étre classés en quatre histologies : les adénocarcinomes
séreux de haut grade (71% des cas) et bas grade (4,1%), endométrioides (8,3%), a
cellules claires (9,5%) et mucineuses (3,2%) (28). Cependant depuis les séries
rapportant I'histologie tubaire des annexectomies prophylactiques chez les patientes
mutées, il est proposé une classification dualiste répondant a des voies de
cancérogénese distincte (29).

Les CEO de type | représente 25% des cancers de I'ovaire. lIs présentent une grande
stabilité génomique et dans leur cancérogénése un continuum lésionnel du kyste bénin
au frontiére ? jusqu’au cancer infiltrant. Ils sont diagnostiqués la plupart du temps a un
stade précoce et regroupent des sous-type histologiques présentant des mutations

oncogéniques dans des voies de signalisation distinctes :

. les carcinomes séreux de bas grade : mutations de KRAS, BRAF, HER2,

. les carcinomes endométrioides de bas grade : mutations de PTEN et PI3KCA,
. les carcinomes mucineux : mutations de KRAS

. les carcinomes a cellules claires : mutations de ARID1a, PI3KCA.

Les CEO de type Il représentent 75% des cancers de I'ovaire et sont responsables de
90% des déces. lls sont diagnostiqués a des stades avancés (carcinose), ont une
évolution rapide et correspondent aux CO séreux de haut grade, aux CO
endométrioides de haut grade, aux carcinosarcomes et aux carcinomes indifférencies.
lls ont en commun d’avoir une mutation de la P53 dans 96% des cas (13). Les CO de
type Il présentent une grande instabilité génomique et ont comme précurseur les STIC

(Serous Tubal Intra Carcinoma) qui sont des proliférations intra-épithéliales tubaires
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dont les aspects sont identigues a un carcinome sero-papillaire de haut grade et

présentent les mémes mutations de la P53.

Classification moléculaire des CEO séreux de haut grade

Des analyses moléculaires ont été menées sur les CO séreux de haut grade, sous-
type histologique le plus fréquent. Celle du « cancer genome atlas network » portant
sur plusieurs centaines de cancers séreux de haut grade ont permis de définir 4 sous-
types de profil d’expression différent. Ces analyses ont ainsi défini le sous-type
meésenchymateux qui exprime des genes de la composante stromale (fibroblaste,
péricyte vasculaire...), le sous-type prolifératif qui surexprime des facteurs de
transcription et de prolifération, le sous-type différencié qui exprime des marqueurs de
la différenciation, et le sous-type immunoréactif qui surexprime les géenes des
chémokines des lymphocytes T, des genes du complexe majeur d’histocompatibilité |
et Il et le géne PD-L1 (programmed cell death ligand 1) (30). Cette signature semble
pronostique : par ordre du pronostic le moins favorable au plus favorable, on retrouve
le sous-type mésenchymateux (19% des cas) avec une survie a 5 ans de 18%, le
sous-type prolifératif (25% des cas) avec une survie a 5 ans de 22%, le sous-type
différencié (25% des cas) avec une survie a 5 ans de 40% et le sous-type
immunoréactif avec une survie a 5 ans de 42%. Le sous-type mésenchymateux est
caractérisé par un stroma desmoplasique, une expression élevée des composants de
la matrice extracellulaire. Le sous-type prolifératif présente un déficit pour les cellules
stromales et immunitaires, et surexprime des genes associés aux cellules souches. Le
sous-type différencié est caractérisé par une expression élevée de CA125 / MUC16,
un sous-ensemble de cytokines immunomodulatrices, une infiltration lymphocytaire
modeste. Le sous-type immunoréactif est dominé par linfiltration cellulaire
intratumorale CD3+ / CD8+, I'expression de cytokines inflammatoires et des résultats
généralement plus favorables. Cependant, ces classifications moléculaires ne sont
pas utilisées en routine. En effet, la robustesse et la pertinence clinique de ces sous-
types restent controversées, avec des difficultés a reproduire les résultats de maniere
fiables sur des séries externes (31,32). En effet, 'un des défauts de ces classifications
est que les différents sous-types de CEO ne sont pas mutuellement exclusifs : un

méme cancer peut appartenir & 2 sous-groupes, pour une majorité de patientes.
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L’hétérogénéité tumorale importante observée au sein méme d’'un cancer de I'ovaire
pourrait étre une explication du manque de fiabilité de la classification moléculaire.

Il a également été montré que les CEO de haut grades peuvent aussi étre distingués
selon les mécanismes biologiques impactés par l'oncogénése, notamment la
réparation par recombinaison homologue (HRR) (13,33). Environ 50% des patientes
présentent un déficit de 'HRR, appelé HRD, en majorité lié a des mutations dans les
genes BRCAL et BRCA2. Ces mutations peuvent étre constitutionnelles (75-80% des
cas) ou uniguement somatiques tumorales (20-25% des cas). Au-dela des mutations
BRCAL1/2, d’autres modifications génétiques peuvent également entrainer une HRD
(hyperméthylation du promoteur de BRCAL, mutations de RAD51C/D, ATM, ATR,
BRIP1, CHEK2, PALB2, FANCA, etc.) (13,33-35) (figure 3).

Dans le sous-groupe ne présentant pas d’HRD, il est observé des dérégulations de la
voie de signalisation Rb (notamment des amplifications de CCNE1), de la voie PI3K-
RAS et de la voie Notch. Des amplifications de BRD4 ont également été décrites.
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Figure 3 : classification des cancers de I'ovaire séreux de haut grade selon l'altération
ou non des mécanismes de la réparation par recombinaison homologue, d’apres

Konstantinopoulos et al (33).
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3. Traitements

Les traitements médicaux des cancers de l'ovaire reposent sur la chimiothérapie,
principalement les sels de platines (carboplatine) et le paclitaxel. Les anthracyclines
sont également efficaces (36). Pour les tumeurs présentant une mutation BRCA ou un
déficit HRD, les iPARP sont particulierement efficaces. Des AMM ont été obtenues
pour l'olaparib, le niraparib et le rucaparib suite au bénéfice majeur démontré en
maintenance aprés 1° ligne (37-39) et en rechute sensible au platine (40—42). Les
résultats actuellement rapportés avec l'immunothérapie ciblant PD1-PDL1 sont
décevants avec une activité modeste de cette approche, et 'absence de confirmation
du bénéfice dans les essais de phase Ill. Nous verrons plus en détails les résultats de

cette approche dans la partie 2.

1.2. Roéle de 'immunité dans le controle tumoral

1.2.1. Généralités

L’échappement au systéeme immunitaire est une caractéristique intrinséque des
cellules cancéreuses (43). Le systeme immunitaire est capable de détecter les cellules
canceéreuses et de les détruire avant que la tumeur ne se développe. Ce phénoméne
est appelé I'immunosurveillance antitumorale (44). Au cours de la transformation
cellulaire, les cellules cancéreuses peuvent libérer des signaux de danger participant
a lactivation des effecteurs de l'immunité innée comme les macrophages, les
neutrophiles, les cellules Natural Killer (NK) et les cellules dendritiques (DC). D’autre
part, les cellules tumorales présentent une instabilité génétique conduisant a
'expression de protéines mutées qui contiennent des néo-antigénes (Ag) tumoraux
(TAA [Tumor-Associated Antigen]) qui apres présentation dans le complexe majeur
d’histocompatibilité, peuvent étre reconnus par les effecteurs de I'immunité adaptative
. les lymphocytes T CD3+ (T CD4+ et T CD8+) et les lymphocytes B.

Le systéme immunitaire, lorsqu’il fonctionne correctement, élimine les cellules
tumorales en développement (a des phases précoces de leur transformation),
empéchant ainsi la poursuite de la tumorigénese. Les tumeurs ne progressent vers la

phase d'équilibre que si 'immunosurveillance échoue ou est altérée. Les cellules
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cancéreuses qui ont réussi a persister en équilibre avec leur microenvironnement sont
caracterisées par leur capacité a muter et produire de nouvelles populations tumorales
(45). Ces populations acquiérent la capacité a supprimer la réponse immune,
échappant ainsi au systéme immunitaire (phase d’échappement) (45). Ces tumeurs
sélectionnées pour leur résistance au systeme immunitaire induisent activement un

microenvironnement immunosuppresseur et deviennent cliniquement détectables.
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a. Propriétés des cellules tumorales sur le systeme immunitaire

Le succés du contrble tumoral par le systeme immunitaire dépend en grande partie
des cellules tumorales. En effet, leurs caractéristiques vont déterminer leur potentiel
intrinseque a initier une réponse anti-tumorale, leur capacité a établir un
microenvironnement tumoral (TME) immunosuppresseur et leur sensibilité aux
mécanismes immunitaires visant a les éliminer (47).

La réponse immunitaire adaptative contre les cellules tumorales cible souvent les néo-
antigenes tumoraux, qui sont la conséquence de mutations de 'ADN (48). Ainsi, une
forte charge mutationnelle prédisant de nombreux néo-antigénes tumoraux est un
élément important pour déclencher la réponse immune (49). De méme, dans les
tumeurs présentant une instabilité des microsatellites (MSI-H) ou des défauts de la
réparation des mésappariements (MMR-D) entrainant une accumulation de mutations
non-silencieuses, le pronostic du cancer est meilleur (50) probablement en lien avec
le contréle tumoral par le systéme immunitaire (51). L’altération de la réparation par
recombinaison homologue, qui occasionne I'accumulation de mutations, semble par
contre moins corrélée a la réponse immunitaire (52,53). Il semble donc que la qualité
des néo-antigénes tumoraux (leur dissemblance avec le « moi ») et donc la probabilité
d’étre reconnue par les cellules T matures semble plus important que la quantité (54).
Par ailleurs, les cellules tumorales entrainent une immunosuppression locale et
systémique de plusieurs maniéres. Un des mécanismes les plus étudié et connu est
'expression de molécule de surface (PD-L1 par exemple), qui conduisent les
lymphocytes CD8 et les cellules lymphocytaires « natural killers » (NK) a I'exhaustion
(55). L’'expression du CD73, une protéine de la membrane plasmique qui participe a
la conversion de I'AMP extracellulaire en adénosine, semble également impliqué dans
limmunosuppression. En effet, dans le microenvironnement tumoral, I'adénosine
supprime l'immunité antitumorale (56).

De plus, il existe une compétition métabolique entre les cellules tumorales et les
cellules immunitaires. Cette compétition métabolique implique le glucose, mais aussi
des acides aminés comme la glutamine et lI'arginine (57). Les cellules tumorales
peuvent également sécréter des cytokines et des métabolites impligués dans
limmunosuppression comme le I'll-10, le TGF-B1 ou encore un dérivé métabolique
comme le lactate (58-60). A noter cependant que les cytokines immunosupressives

sont principalement produites par les cellules immunitaires et stromales.
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Enfin, la sensibilité des cellules tumorales a la réponse immune est essentielle pour le
contrdle du cancer. L’altération de la capacité a présenter I'antigene via le MHC
semble ainsi étre un mécanisme de résistance (61), mais il en existe de nombreux
autres comme l'altération de la réponse a I'interféron, la mutation de la caspase 8, la
capacité des cellules tumorales a induire une réponse autophagique en présence de

cellules lymphocytaires cytotoxiques (47).

b. Caractéristiques de linfiltrat immunitaire

Trois aspects de l'infiltrat tumoral sont fondamentaux dans la réponse immune : la
composition de cet infiltrat, la localisation et la fonctionnalité des cellules immunitaires
(figure 4).
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Figure 4 : caractéristiques de l'infiltrat immunitaire et impact sur la réponse clinique,

d’aprés Galluzzi (47)
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1. Composition de linfiltrat immunitaire

Les cellules T CD8+ infiltrant les tumeurs, les cellules T helper 1 (TH1) CD4+ et les
cellules dendritiques CD103+ sont considérées comme des acteurs majeurs de
l'initiation et de I'exécution de la réponse immunitaire adaptative anti-tumorale. Ainsi,
des niveaux élevés de ces cellules dans la tumeur sont associés a un meilleur
pronostic. A linverse, une infiltration tumorale importante par des cellules T
régulatrices CD4+CD25+FOXP3+ (Treg) ou des macrophages polarisés M2, qui ont
tous deux des effets immunosuppresseurs puissants, est généralement associée a
une réponse immune moins efficace et tolérant la présence des cellules tumorales
(figure 5) (62).
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Figure 5 : effet de I'infiltrat immunitaire sur le pronostic des patients atteints de cancer,

d’apres Fridman (62).
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Les lymphocytes NK jouent probablement aussi un réle important dans la réponse anti-
tumorale, mais il est moins bien connu. llIs pourraient notamment recruter les cellules
dendritiques pour déclencher 'immunité anti-tumorale adaptative (63).

Le réle des cellules lymphocytaires B (LB) commence a étre mieux compris (figure 6).
La présence des LB dans l'infiltrat tumoral est corrélée a un meilleur pronostic dans la
majorité des cas (64). Les fonctions immunitaires des LB comprennent la production
d'anticorps mais également la production de cytokines, la présentation de I'antigéne,
la co-stimulation des lymphocytes T et la participation au développement de
I'architecture des tissus lymphoides. Les cellules B peuvent également jouer des roles
immunosuppresseurs lorsqu'elles sont différenciées en cellules B régulatrices (Breg),
régulant négativement la réponse immune. Les LB infiltrant les tumeurs sont aussi
impliqués en fabriqguant des auto-anticorps spécifiques anti-tumoraux dirigés contre

les antigénes associés aux tumeurs (TAA) (65).
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Figure 6. Réles des cellules B dans I'immunité antitumorale, d’aprés Wouters (64)

Plus récemment, une analyse immunogénomique approfondie de plus de 10 000
tumeurs comprenant 33 types tumoraux différents collectés dans le cadre du projet
TCGA a permis de mettre en évidence plusieurs types de réponses immunitaires.
Ainsi, 6 signatures identifiant des sous-types différents ont été caractérisées : C1
(cicatrisation), C2 (lié a 'lFN-g), C3 (inflammatoire), C4 (déplété en lymphocytes), C5
(peu immunologique), et C6 (TGF-B). Ces sous-types sont caractérisés par les
différences de signatures pour les macrophages ou les lymphocytes, les rapports
cellules Th1 / Th2, I'étendue de [I'hétérogénéité intratumorale, I'aneuploidie,

l'importance de la charge en néo-antigénes, la prolifération cellulaire, 'expression de
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génes modulant I'immunité. Ces sous-types sont associés a des pronostics différents,

a la génétique des tumeurs et aux altérations modulant le systeme immunitaire (66).

2. Localisation de l'infiltrat immunitaire

Le microenvironnement tumoral est organisé dans I'espace, avec des lymphocytes T
et des macrophages situés a la fois au centre et aux marges invasives (67). D'autres
composants du systeme immunitaire cellulaire, tels que les cellules NK, les cellules
suppressives d'origine myéloide (MDSC), les mastocytes et les neutrophiles sont
principalement situés au niveau de la marge d’invasion tumorale. Les lymphocytes B
et les cellules dendritiques matures peuplent de préférence les flots lymphoides
adjacents a la tumeur appelés structures lymphoides tertiaire (TLS) (68). La
localisation de ces cellules dans le microenvironnement est guidée par les vaisseaux
vasculaires et lymphatiques, ainsi que par le support stromal fibroblastique et dépend
probablement en partie de la capacité a réaliser une néoangiogénéese.

En plus de l'importance quantitative de l'infiltrat immunitaire, sa localisation semble
déterminante dans le contréle antitumoral. Ainsi, le phénotype dit d’exclusion
immunitaire, dans lequel des taux élevés de lymphocytes T et d’autres cellules
immunitaires s’accumulent a la marge de la tumeur mais ne peuvent pas envahir les
nids de cellules malignes, est généralement lié a un mauvais pronostic de la maladie.
Au contraire, le phénotype dit inflammatoire ou « chaud » dans lequel les cellules
immunitaires intratumorales sont abondantes et entrent en apposition directe avec les
cellules néoplasiques est associé a un meilleur pronostic (69). De méme, le phénotype
dit de désert immunitaire ou «froid», caractérisé par une pénurie globale de cellules T,
est associé a un faible contréle immunitaire de la tumeur (69).

Les structures lymphoides tertiaires (TLS) sont fréquemment retrouvées dans les
tumeurs (62). Les TLS comprennent une zone de lymphocytes T avec des cellules
dendritiques matures et une zone folliculaire dans laquelle les lymphocytes B
proliferent et se différencient activement dans des structures mimant les centres
germinatifs. La présence de fortes densités de TLS est associée a un pronostic
favorable pour la plupart des localisations tumorales. Il semble que les TLS
fonctionnent comme des sites d'initiation et de maintien des réponses locales et

systémiqgues des lymphocytes T et B (70).Comme dans les organes lymphoides
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secondaires, les TLS contiennent des lymphocytes B en prolifération qui expriment
I'enzyme activation-induced deaminase (AID), qui joue un role central dans les
processus de recombinaison de commutation de classe (CSR) et d'hypermutation
somatique (SHM) qui conduisent finalement a la production d'anticorps de haute

affinité, autres que les IgM (71).

3. Fonctionnalité de l'infiltrat immunitaire

Les interactions dynamiques entre les cellules tumorales et leur microenvironnement
modifient la réponse immunitaire. La progression du cancer est associée a une
expression accrue des marqueurs de I'épuisement des cellules T CD8 + infiltrant, dont
beaucoup sont des protéines de point de contrdle immunitaire qui régulent I'expansion
des cellules T (telles que PD-1, TIM-3, CTLA-4, LAG -3 et BTLA) (72). Deux de ces
points de contréle, CTLA-4 et PD-1, peuvent étre ciblés pour réactiver la réponse
immune antitumorale et entrainer une régression du cancer. CTLA-4 est un régulateur
négatif des lymphocytes T qui agit en entrant en compétition avec le co-stimulateur de
la réponse T, CD28 pour la fixation a CD80 et CD86. Le récepteur de surface cellulaire
PD-1 est exprimé par les cellules T lors de leur activation et de leur expansion et se
lie a I'un des deux ligands, PD-L1 et PD-L2. De nombreux types de cellules peuvent
exprimer PD-L1, y compris les cellules tumorales et les cellules immunitaires alors que
PD-L2 est exprimé principalement sur les cellules dendritiques dans les tissus
normaux. La liaison de PD-L1 ou PD-L2 a PD-1 génére un signal inhibiteur qui atténue
I'activité des cellules T. L’axe PD-L1 / PD-1 s'est avéré étre une importante boucle de
rétro-contrble négative qui assure I'homéostasie immunitaire. C'est aussi un axe
important pour restreindre lI'immunité tumorale (69). L'axe PD-L1 / PD-1 n’est pas le
seul impligué dans la limitation de la réponse immunitaire. Il existe d'autres régulateurs
négatifs. Les propriétés intrinseques tumorales (sécrétion de cytokines, composition
génétique) et des facteurs extrinseques (microbiote intestinal, présence d'une
infection, ...) se combinent pour contrdler I'équilibre entre les facteurs qui favorisent

ou suppriment l'immunité anticancéreuse.

Dans les études qui évaluaient a la fois les cellules B et les cellules T, les effets

pronostiques des deux sous-ensembles de lymphocytes T infiltrant la tumeur (TIL)
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étaient largement concordants (64). De plus, I'effet pronostique de TIL CD3 + et/ ou
CD8 + était généralement plus élevé lorsque des TIL-B étaient présents. Ces résultats
sont en accord avec des études ayant évalué la valeur pronostique des TLS, structures
similaires aux centres germinatifs des ganglions lymphatiques qui contiennent des
cellules dendritiques, des lymphocytes T et B, qui sont associées a de fortes réponses
TIL (73). Ces études suggerent que les cellules de la lignée B collaborent avec les

cellules T pour promouvoir I'immunité antitumorale (64).

c. Impact du stroma et de la vascularisation sur la réponse immune

Le r6le du stroma et du systeme vasculaire dans la réponse immunitaire antitumorale
est moins bien établi que celui de linfiltrat immunitaire. Toutefois, des données
suggerent que ces deux composants non-tumoraux du microenvironnement peuvent
avoir un impact considérable sur le contréle des cancers. En effet, un infiltrat contenant
une forte densité de fibroblastes et de cellules endothéliales (angiogenése) est corrélé

a un mauvais pronostic (74).

Le stroma tumoral

Pour certaines tumeurs solides, il est observé une réaction stromale importante
caractérisée par une abondance de fibroblastes associés au cancer (CAF) et un dépot
de matrice extracellulaire (MEC) avec de la fibrose. Cette réaction est appelée stroma
desmoplastique (75). Le stroma desmoplastique est généralement considéré comme
un obstacle a I'éradication tumorale, que ce soit par le systéme immunitaire, mais aussi
par la chimiothérapie et les agents anticancéreux ciblés (76). Le ciblage thérapeutique
du stroma desmosplastique semble restaurer le contrdle antitumoral, notamment
immunitaire (77). Un des mécanismes importants pour l'acquisition d’'un stroma
desmoplastique semble passer par la voie TGF-. En effet, les CAF sont une source
importante de TGF-B1 (78). Le TGF-B favorise [I'établissement du stroma
desmoplastique en contribuant a la séquestration des cellules immunitaires dans les
zones stromales de la tumeur, riches en CAF et en collagene (79). Les CAF ont
également des effets immunosuppresseurs en libérant des métalloprotéases (80). En
outre, les CAF peuvent favoriser l'infiltration de la tumeur par des cellules myéloides

immatures (81) et supprimer les cellules T CD8+ du microenvironnement tumoral (82).
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Ce dernier mécanisme semble impliquer la capacité des CAF a acquérir des antigenes
dérivés de tumeurs et a les présenter aux cellules T CD8+ pour éliminer ces dernieres

cellules par un mécanisme dépendant de PD-L2 et du ligand CD95L (82).

La vascularisation tumorale

Par rapport a la vascularisation normale, la vascularisation tumorale est désorganisée,
présente une couverture en péricyte limitée et est caractérisée par des jonctions
cellulaires interendothéliales laches (83). Il en résulte non seulement une altération du
flux microcirculatoire et une hypoxie conséquente, mais aussi une augmentation de la
pression interstitielle, qui constitue une barriére physique a l'infiltration par les cellules
immunitaires (83). De plus, les cellules endothéliales des néovaisseaux tumoraux
expriment le FASL (84), ce qui a été associé a une diminution de l'infiltrat T CD8+ (qui
expriment des niveaux élevés de FAS) et a I'accumulation de cellules Treg FOXP3+
(qui expriment des niveaux de FAS comparativement plus faibles) (85). Dans ce
contexte, il a été démontré que les cellules endothéliales expriment le FASL en aval
de voies de signalisation prostaglandine E2 (PGE2) et VEGFA, qui entrainent une
immunosuppression dépendante de Treg (86). Ainsi, l'inhibition de la (PGE2) ou du
VEGFA s’accompagne de la restauration de l'infiltrat T CD8+ dans les Iésions malignes
(85). De méme, l'augmentation de la perméabilité du systeme vasculaire de la tumeur
aux cellules immunitaires par l'inhibition de la cadhérine 5 (CDH5) dans les cellules
endothéliales améliore le recrutement des lymphocytes T CD8+ (87). Ainsi, le statut
immunologique du microenvironnement tumoral est fortement influencé par le systéme

vasculaire (figure 7).
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Figure 7: rble du stroma et du systeme vasculaire dans la régulation de

'environnement immunitaire, d’aprés Galluzi (47)

1.2.2. Systéeme immunitaire et cancers du sein triple négatifs

a. Caractéristiques de la réponse immune

Dans les CSTN, de nombreuses données indiquent que I'évolution de la maladie
dépend de l'interaction entre les cellules cancéreuses et les cellules immunitaires. Ces
cellules, en particulier les lymphocytes T cytotoxiques, ont été au centre de I'attention
en raison de l'essor des traitements permettant le blocage des points de contréle
immunitaires, améliorant ainsi leur potentiel de destruction des cellules cancéreuses.
[7-9]. Dans le CSTN, la réponse immunitaire anticancéreuse endogene est corrélée
au niveau de lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL). Cet indicateur présente une forte
valeur pronostique indépendante et il est maintenant recommandé d'évaluer et
quantifier le niveau d’infiltration de TIL dans les CSTN a un stade précoce (88,89).

Cependant, pour l'instant, I'utilisation des TIL en tant qu'outil pour guider les choix de
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traitement systémique n’est pas recommandée (88). Le niveau de TIL apres
chimiothérapie néoadjuvante chez des patientes atteintes d'un CSTN présentant un
résidu tumoral au moment de la chirurgie s’avére aussi un indicateur pronostic

important, qui pourrait permettre de stratifier le pronostic de ces patientes.

Immunité adaptative

e Impact des TIL et de leur localisation spatiale.
Dans les CSTN, un nombre élevé de TIL CD8+ et CD4+, est associé a un pronostic
favorable (12,90). Il a été récemment identifié 4 sous-types distincts de
microenvironnement tumoral (TME) dans les CSTN, en intégrant les signatures

d'expression génique aux schémas spatiaux de localisation des cellules T CD8+ (91)

e Désert immunologique (« immune-desert », ID)
e Restreint a la marge (« margin-restricted », MR)
e Restreint au stroma (« stroma-restricted », SR)

¢ Inflammatoire (« fully inflamed », FI).

Les tumeurs MR et ID sont caractérisées par une faible infiltration de CD8+, la
premiére montrant une accumulation de CD8+ mais uniquement sur les marges
d’invasion tumorales ; en revanche, les tumeurs Fl et SR sont caractérisées par une
abondance de cellules T CD8+, les tumeurs SR montrant une infiltration de CD8+
limitée au stroma, et FI montrant une infiltration de cellules T CD8+ dans les
compartiments stromaux et épithéliaux. Les signatures définissant les quatre sous-
types de TME dans les CSTN se sont avérées pronostiques dans une cohorte de
validation indépendante. Ainsi, les patientes ayant une faible infiltration de cellules T
CD8+ (sous-type soit MR, soit ID) présentaient le plus mauvais pronostic, tandis que
celles ayant une abondance de cellules T CD8+ (sous-type Fl et SR), avaient le

pronostic le plus favorable.

La population prédominante au sein des TIL est constituée de cellules T CD3+ [12].
Un taux plus élevé de CD3+ était associées a une diminution du rapport CD4/CDS8,
ainsi qu'a un niveau accru de cellules T CD8+CD103+ présentant des caractéristiques

de lymphocyte T mémoire résidant dans les tissus (T tissue-resident memory, TRM).
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Il a d’ailleurs été montré que la présence d’une signature TRM en RNA-seq est
corrélée a un meilleur pronostic que l'expression CD3, CD8 ou CD103 prises
indépendamment. Les TRM sont caractérisés par une activité cytotoxique (via le
granzyme B (GZMB) notamment) et une capacité d'élimination des cellules tumorales
élevées (92,93). Les TRM pourraient ainsi étre I'un des médiateurs clés de
l'immunosurveillance antitumorale, et représenter le déterminant crucial du role

pronostique positif des niveaux élevés de TIL chez les patients atteints de CSTN.

L’obtention d’'une réponse compléte histologique (pCR) aprés chimiothérapie
néoadjuvante (anthracycline+/taxane) est corrélée a un nombre élevé de TIL CD3+
(94), de CD8+ (94), de CD4+ (95) et a un niveau élevé du rapport CD8/FOXP3 (95).
Lorsqu’il persiste de la maladie résiduelle aprés chimiothérapie néoadjuvante, le
rapport CD8/FOXP3 semble aussi pertinent pour identifier les patients présentant un
risque plus faible de rechute et/ou de décés. Ainsi, son utilisation en cas de maladie
résiduelle post chimiothérapie permettrait de mieux stratifier le pronostic des patientes
atteintes de CSTN (96).

Enfin, le nombre de TIL du stroma, le niveau de CD8 et de FOXP3 semblent fortement
corrélés entre eux. Cette observation conforte la notion que la quantification globale

des TILs refléte I'état d'activation du systeme immunitaire (97).

e Lymphocytes B
Le nombre de lymphocytes B (LB) est corrélé au niveau de TILs. La présence de LB
(CD20+) est associée avec des taux de pCR plus important apres chimiothérapie
néoadjuvante (98,99). Il a également été montré une que le nombre de LB est un
facteur de bon pronostic indépendant dans les CSTN (100).

e Cellules dendritiques
Ce domaine reste encore peu étudié. La présence de cellules dendritiques matures
est associé a un bon pronostic, notamment chez les patientes atteinte d'un CSTN

localisé présentant une atteinte ganglionnaire (101).

Immunité innée
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La plupart des études sur le TME du CSTN n’ont pas caractérisé de maniére précise
les cellules myéloides, malgré leur présence importante dans le tissu et leurs capacités
de suppression immunitaire. Une plus grande vulnérabilité des cellules myéloides par
rapport aux cellules lymphoides lors de la préparation des échantillons, entrainant une
sous-représentation de ce type de cellules dans la plupart des études, pourrait étre
une des explications de ce manque d’analyse (102). Il semble que les cellules
myéloides présentent également une organisation spatiale, comme les cellules

lymphoides (91).

e Macrophages associés a la tumeur (« Tumor-Associated Macrophages »,
TAMS)

Les TAMs ont été associés a un mauvais pronostic dans les CSTN (103). Ces résultats
restent cependant débattus, car d’autres études n’ont pas retrouvé de lien entre TAM
et pronostic (104,105). Les TAMs représentent une population de cellules immunitaires
tres hétérogene, elles peuvent étre communément dichotomisées en deux phénotypes
polarisés, M1 et M2, le premier étant traditionnellement associé a des effets
antitumoraux, et le second présentant typiquement des caractéristiques
protumorigénes. En ce qui concerne les TAM polarisés M2, des résultats semblent
confirmer leur rdle pronostigue négatif dans les CSTN (106). Les tumeurs
inflammatoires FI présentent une augmentation des macrophages pro-inflammatoires

par rapport aux tumeurs inflammatoires SR (91).

e Cellules myéloides granulocytaires
La présence de neutrophiles et d'éosinophiles a été retrouvée par les études single-
cell dans les CSTN (107,108). Leur fonction reste encore largement inconnue. De
maniére intéressante, I'analyse de I'expression génique et en immunofluorescence a
permis de détecter un enrichissement en cellules productrices d'IL-17 et en
neutrophiles dans les CSTN inflammatoire SR (91).

e Cellules NK
Les cellules NK représentent un médiateur crucial de l'immunosurveillance et de
I'élimination des cellules tumorales. Cependant, leur r6le dans l'influence du pronostic

et/ou de la réponse au traitement du CSTN n'a été que peu étudié. Leur activation
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semble nécessaire cependant a la bonne fonction du systéme immunitaire. En effet,
une étude utilisant des analyses in silico avec la méthode CIBERSORT a montré
gu'une fraction plus élevée de cellules NK au repos chez des patientes atteintes d'un
cancer du sein CSTN était associée a une détérioration de la survie sans maladie et

de la survie globale (105).

b. Stratégie thérapeutique ciblant le systéme immunitaire

Axe PD1/PDL1

Dans un premier temps, les inhibiteurs de point de contréle immunitaire (Immune
Check-Point Inhibitors, ICIs) ont été évalués en monothérapie dans les CSTN
métastatiques. Des taux de réponses relativement modestes ont été observés dans la
population non sélectionnée, avec une efficacité plus notable chez les patientes
n‘ayant jamais recu de traitement et chez celles dont les tumeurs contenaient un
nombre élevé de TIL et/ou une expression de PD-L1. Par la suite, plusieurs études ont
rapporté les résultats de I'association de la chimiothérapie et de I'immunothérapie dans

le traitement du CSTN au stade métastatique et au stade localisé.

e Stade métastatique
L'essai IMpassion130 a évalué le nab-paclitaxel associé a l'atezolizumab ou & un
placebo chez des patients atteints d'un cancer du sein en 1° ligne métastatique. Les
co-critéres d'évaluation primaires étaient la survie sans progression (SSP) et la survie
globale (SG) dans la population en intention de traiter (ITT) ainsi que dans le sous-
groupe PD-L1 positif, si les résultats de la population ITT s'avéraient statistiquement
significatifs. L'essai est positif pour la SSP dans la population ITT : 7,2 mois contre 5,5
mois [hazard ratio (HR) 0,80 ; intervalle de confiance a 95% (Cl) 0,69-0,92] et dans la
population PD-L1 positive : 7,5 mois contre 5,0 mois (HR 0,62 ; 95% CI 0,49-0,78). Un
bénéfice cliniguement significatif de la SG a été suggéré pour les patients avec des
tumeurs PD-L1 positives recevant de I'atezolizumab : 25,0 contre 18,0 mois (HR 0,71
; 95% CI 0,54-0,94). Sur la base de ces résultats, I'association nab-paclitaxel et
atezolizumab a été approuvée en premiere ligne pour les CSTN métastatiques

surexprimant PD-L1. Les résultats finaux de la SG aprés 3 ans de suivi ont également
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mis en évidence un bénéfice, limité aux patients présentant une maladie PD-L1
positive (109).

L’essai de phase Ill Keynote355 a quant a lui évalué I'efficacité du pembrolizumab par
rapport au placebo en association avec différentes chimiothérapies (paclitaxel,
nabpaclitaxel, ou gemcitabine plus carboplatine). L’ajout du pembrolizumab a la
chimiothérapie de 1°¢ ligne permet également une amélioration significative de la
SSP, uniquement pour les patientes PDL-1 positive (110).

En revanche, I'essai de phase Ill IMpassion131 évaluant I'atezolizumab en association
avec le paclitaxel, n'a pas montré un bénéfice en termes de SSP dans le traitement de
premiére ligne du CSTN métastatique, indépendamment de I'expression de PD-L1.

D'autres analyses sont en cours pour mieux comprendre ces résultats négatifs.

Globalement, I'approche ciblant la voie PD1/PD-L1 offre donc une amélioration
relativement modeste. || semble qu’une faible minorité de patientes bénéficie de cette
approche, méme dans une population sélectionnée sur un biomarqueur (PD-L1) dont
sa valeur prédictive reste limitée. En France, 'accés a un traitement ciblant la voie
PD1/PDL1 n’est actuellement pas possible, les autorités de santé ayant jugé que le
rapport cout/bénéfice/toxicité n’était pas suffisant pour rembourser la prise en charge

de cette approche thérapeutique.

e Stade précoce.
L'essai KEYNOTE-522 a évalué une chimiothérapie néoadjuvante a base de platine
associée au pembrolizumab chez des patientes atteintes de CSTN a un stade localisé
(111). Les patientes recevaient une chimiothérapie séquentielle associant paclitaxel et
carboplatine au pembrolizumab ou a un placebo, suivi d’anthracylines. Une chirurgie
était ensuite proposée, avec la poursuite en adjuvant du pembrolizumab ou du
placebo.38. Un avantage significatif a été démontré avec le pembrolizumab sur
'obtention d’'une pCR, critére principal avec 64,8% contre 51,2% ; P < 0,001.
L'avantage en termes de pCR était indépendant du statut PD-L1 et le bénéfice était
plus important pour les patientes avec une atteinte ganglionnaire positive : 20,6 %

contre 6,3 % (111). Aprés 18 mois de suivi, une tendance pour une survie sans
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événement supérieure dans le groupe pembrolizumab a également été observée :
91,3 % contre 85,3 % ; HR: 0,63; 95% CI 0.43-0.93).

L'essai IMpassion031, évaluant l'atezolizumab en association avec la chimiothérapie
dans le cadre d'une thérapie néoadjuvante (nab-paclitaxel, suivi de doxorubicine et de
cyclophosphamide) est également positif sur le critere d'évaluation principal, avec une
amélioration statistiquement significative de la pCR dans le groupe atezolizumab par
rapport au placebo (58 % contre 41 % ; P = 0,004), indépendamment de I'expression
de PD-L1 (112). Ces résultats soutiennent 'hypothese selon laquelle I''mmunothérapie

ciblant le microenvironnement tumoral semble plus efficace a un stade localisé.

Autres approches utilisant la réponse immunitaire a visée antitumorale

D’autres approches sont en cours de développement. Il est possible de citer par
exemple le développement d’anticorps bispécifiques, ciblant a la fois un antigéne
tumoral et induisant I'activation des cellules T, leur localisation au niveau de la tumeur
et leur prolifération polyclonale par une interaction simultanée avec le CD3 des cellules
T. Le développement de lymphocytes T présentant un récepteur chimérique aux
antigénes tumoraux (Chimeric Antigen Receptor-T, CAR-T ) est une autre approche
intéressante pour engager le systeme immunitaire de maniéere artificielle dans la
réponse antitumorale et des premiers essais cliniques de phase | ont été réalisés pour
évaluer la faisabilité de cette approche dans les CSTN. Enfin, la modulation d’autres
points de contréle du systeme immunitaire avec des anticorps spécifiques ciblant TIM-
3 (T cell immunoglobulin and mucin domain containing protein 3), LAG-3 (lymphocyte-
activation protein 3), et TIGIT (T cell immunoreceptor with immunoglobulin and ITIM
domains protein). Il est possible que ces approches puissent avoir seules une activité
limitée : leur utilisation en combinaison pourrait s’avérer nécessaire pour obtenir le

contréle tumoral.

Conclusion

Le systéeme immunitaire joue un role trés important dans les CSTN, des la phase
précoce de la maladie, pour contrbler I'évolution de la maladie. Cependant,
contrairement a d’autres pathologies tumorales, le ciblage PD1/PD-L1 présente une
activité relativement décevante, avec une minorité de patientes semblant bénéficier de
cette approche et pour linstant sans biomarqueur spécifique permettant de
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sélectionner celles pour lesquelles ce traitement devrait étre proposé. L’amélioration
de la compréhension globale est nécessaire pour renforcer I'efficacité des traitements

modulant la réponse immunitaire.

1.2.3. Systeme immunitaire et cancers de 'ovaire séreux de haut grade

a. Caractéristiques de la réponse immune

La plupart des études ayant évalué I'impact du systéme immunitaire ne distingue pas
les données selon les sous-types histologiques. Il semble cependant que la plupart
des données retrouvées dans les CEO s’appliquent au cancer séreux de haut grade

de l'ovaire (113) qui représente la majorité de CEO.

e Impact des TIL

Il a été montré en 2004 que la présence de lymphocytes T CD3+ était corrélée a une
meilleure survie globale (114). Le bénéfice semble principalement lié au TIL CD8+ et
la localisation de ces cellules au sein de la tumeur (intraépithéliale) semble importante,
car les patientes présentant un nombre élevé de cellules T CD8+ intraépithéliales, par
opposition a celles dont les TIL se trouvent principalement dans le stroma, ont un
pronostic favorable, ce qui suggére que les TIL CD8 en contact direct avec les cellules
tumorales sont importantes pour la médiation de la réponse immunitaire antitumorale
(115). Une méta-analyse de dix études portant sur 1815 patientes atteintes de cancer
de l'ovaire a confirmé la valeur pronostique des TIL CD8+ intraépithéliaux dans les
spécimens de CEO, indépendamment du grade de la tumeur, du stade ou du sous-
type histologique étudié (116). Ces données ont été confirmées spécifiquement pour
CEO de haut grade séreux (117).

e Lymphocytes T régulateurs
La présence de lymphocytes T régulateurs FOXP3 positifs est plutdt associée a un
mauvais pronostic, mais il semble surtout qu’il s’agisse du ratio CD8+/FOXP3+ qui soit
important (115).
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e Lymphocytes B

Des lymphocytes B stromaux ou intra-épithéliaux sont retrouvés dans les cancers de
l'ovaire (118). lls semblent associés a un bon pronostic. La présence de cellules B et
de TIL CD8+ est corrélée a une augmentation de la survie des patients par rapport
aux TIL CD8+ seuls (119). Ces données ont été retrouvées dans les CEO séreux de
haut grade pour lesquels il a été rapporté que la présence de LB a dans les sites
métastatiques est associée a un bon pronostic (120). Trés récemment, ces données
ont été confirmées dans une cohorte de 534 patientes atteintes de CEO de haut grade,
pour lesquelles les infiltrats de LB étaient corrélés a la survie globale. De plus, il semble
gue la valeur pronostique positive des TILs intra-épithéliales ne soit retrouvée que
lorsque les cellules B co-infiltrent les ilots tumoraux (121). La production d’'IgA par les
LB semble contribuer a contrecarrer la progression tumorale a la fois par la
reconnaissance des antigénes tumoraux et par la transcytose non spécifique a travers
les cellules tumorales qui augmente la destruction cytotoxique médiée par les cellules
T (121).

e Lymphocytes NK
Leur role reste mal connu, avec des résultats contradictoires de leur présence sur la
survie des patientes. Certaines études retrouvent ainsi un réle positif, notamment dans
les CEO séreux de haut grade (122) alors que pour d’autres, une infiltration par les

lymphocytes NK pourrait étre péjorative (123).

e Macrophages (TAM) et cellules myéloides (MDSC)
Les TAM et les MDSC constituent jusqu'a 20 % du microenvironnement tumoral des
CEO et jouent un role important pour maintenir et promouvoir une réponse
immunosuppressive (124). Les TAMs sont considérées comme les cellules
immunitaires infiltrantes les plus abondantes dans les tissus et les ascites des CEO
(125,126). Elles possedent un phénotype M2 immunosuppressif et leur présence est
corrélée a la progression de la tumeur [140,167]. Par ailleurs, les CEO sont capables
d'induire un phénotype M2 (127). Un ratio de TAM M1/M2 plus éleveé dans les tumeurs

a été associé a une meilleur survie globale (128). Les MDSC jouent un rdle négatif
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important dans la promotion tumorale, notamment en contribuant a augmenter le

nombre de cellules souches tumorales (129).

b. Stratégie thérapeutique ciblant le systeme immunitaire

Chimiothérapie

Dans les CEO, notamment séreux de haut grade, la chimiothérapie repose sur une
association carboplatine et paclitaxel. Ces traitements peuvent modifier le
microenvironnement immunitaire par exemple en induisant une mort cellulaire
immunogénique (130) ou en altérant les cellules supprimant la réponse immunitaire
(131). La lyse cellulaire tumorale induite par la chimiothérapie conduit au relargage
d’antigénes tumoraux qui sont ensuite traités par des cellules dendritiques ou d’autres
cellules présentatrices des antigenes.

Dans les modéles murins, il a été montré que le paclitaxel induit I'activation des cellules
dendritiques, des lymphocytes NK et des lymphocytes T cytotoxiques (132). De plus,
les taxanes diminuent les lymphocytes FOXP3 régulateurs et les MDSC tout en en
polarisant les macrophages vers un phénotype M1 (133-135). Par ailleurs,
'association carboplatine et paclitaxel semble étre synergique pour augmenter la

cytotoxicité des lymphocytes T CD8+.

En clinique, il a été démontré que la chimiothérapie a un impact sur I'environnement
immunitaire tumoral par des études ayant analysé les tumeurs avant et apres
chimiothérapie. Ainsi, la chimiothérapie augmente l'infiltrat des TIL et 'expression des
PDL1 (136), mais également modifie I'équilibre entre les lymphocytes T régulateurs et
les macrophages en faveur d’'un meilleur contréle immunitaire (137). Il a d’ailleurs été
montré que I'équilibre immunitaire en faveur de la réponse antitumorale apres
chimiothérapie est un facteur pronostic. Ces données montrent que la chimiothérapie,
au-dela de son effet cytotoxique sur les cellules cancéreuses, a également un impact

en modifiant la réponse antitumorale du systeme immunitaire.

Immunothérapie

e Inhibiteurs de check-point immunitaire
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Les premiers essais avec les anticorps anti-PD1/PDL1 ont été réalisés chez des
patientes atteintes de cancer de l'ovaire en rechute. Les résultats ont été assez
décevant, avec des taux de réponse relativement faible autour de 10% (138-140).
L’essai KEYNOTE-100, ayant inclus 376 patientes atteintes d’un cancer de I'ovaire en
rechute qui avaient recu en 2eme ligne ou au-dela un traitement par pembrolizumab,
rapport un taux de RO de 8,5 % (critére principal). Les médianes de SSP et de SG
étaient de 2,1 mois et de 18 mois respectivement avec un taux de SG a 1 an de 66 %.
L’expression de PDL1 a une trés faible valeur pour prédire 'efficacité du traitement et
il N"a pas été retrouvé d’autres facteurs permettant de prédire l'efficacité d’un
traitement ciblant PD1/PDL1 (141). Les données des essais de phase Il ont confirmé
'absence d’efficacité chez des patientes en rechute résistantes aux sels de platine
(142) . En premiere ligne de traitement, les résultats sont également décevant : un
essai de phase lll menée en double aveugle contre placebo a recherché si I'ajout d’'un
inhibiteur de PD-L1, l'atézolizumab, pouvait améliorer l'efficacité de l'association
chimiothérapie (sel de platine-taxane) - bévacizumab, mais les résultats sont négatifs
(143). La encore, il n’a pas été identifié pour le moment de biomarqueurs permettant
de prédire le bénéfice d’'une immunothérapie ciblant PD1/PDLA1.

A noter que les pistes actuellement étudiées pour améliorer ces résultats se dirigent
vers des associations entre immunothérapie, notamment anti-PD1 et anti-CTLA-4.
Une étude multicentrigue de phase Il, NRG GY003, a comparé chez 100 patientes
atteintes d’'un cancer de 'ovaire en rechute, aprés 1 a 3 lignes de traitement antérieur
et un intervalle libre sans sel de platine inférieur a 12 mois, les effets de I'association
nivolumab (anti-PD1) plus ipilimumab (anti-CTLA-4) au nivolumab seul. L’association
présente une efficacité significativement supérieure a une monothérapie anti-PD1

(144). Cependant, ces données doivent étre confirmées dans un essai de phase lll.

e Thérapie cellulaire adoptive.
Des traitements par thérapie cellulaires adoptives avec injections de TILs ont été
étudiés dans le cadre d’essais clinique. Cependant, il n’a pas été observé d’effets
antitumoral significatifs (145). Les traitements par CAR-T n’ont pas encore été évalué
chez les patientes. En plus des cibles classiquement exprimés par les tumeurs (NY-
ESO-1 et autres antigénes associés aux cancers testiculaires), des cibles spécifiques
ont été identifiées car frequemment exprimées par les cellules tumorales des CEO. |l
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est possible notamment de citer MUC16, TAG72, la mésothéline, le récepteur a aux

folates qui pourraient servir de cibles (146).

e Vaccins
Des stratégies vaccinales thérapeutiques ont été étudiées dans les CEO, avec pour
but d’induire une immunité a médiation cellulaire dans laquelle les cellules
immunitaires sont activées pour reconnaitre et détruire leurs cibles cellulaires dans les
tissus affectés. Plusieurs approches ont été proposées pour les vaccins
thérapeutiques anticancéreux :
e Vaccins a base de cellules tumorales entiéres, basés sur lI'administration de
lysats de cellules cancéreuses
e Vaccins a base de peptides, basés sur I'administration directe de protéines
recombinantes ou d'épitopes dérivés de TAA en combinaison avec des
adjuvants immunologiques
e Vaccins a base de cellules dendritiques (DC), le plus souvent basés sur
I'isolement de DC dérivées de patients, maturées ex vivo en présence de TAA
puis réinjectées aux patients ;
e Vaccins a base d'ARN, basés sur l'administration directe de molécules d’/ARN
extraites de cellules malignes ou codant spécifiquement pour un seul TAA
e Vaccins a base d'ADN, basés sur l'administration de plasmides nus ou de

plasmides vecteurs codant pour un TAA

Dans les CEO, les essais menés jusqu’a maintenant ont principalement ciblé
'antigéne NY-ESO-1. Il n’a pas été montré d’efficacité notable de cette approche
(146). Récemment, un essai clinique utilisant un vaccin a base d’'une combinaison
d’épitope ciblant 5 antigénes tumoraux fréquemment exprimés (ACE, p53, HER-2,
MAGEZ2, MAGE3) a été lancé dans les cancers de I'ovaire en rechute en réponse apres
traitement par chimiothérapie (EudraCT N° 2020-004364-25). Les patientes seront

randomisées entre observation, vaccin et vaccin plus pembrolizumab (anti-PD1).
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1.3. CD95/CD95L : rbles biologiques
1.3.1. La famille des ligands et des récepteurs de mort
a. Généralités

Certains membres de la superfamille des récepteurs du facteur de nécrose
tumorale (« Tumor Necrosis Factor » ; TNF) jouent un réle important dans I'activation
d’un signal de mort cellulaire appelé apoptose. C’est le cas des récepteurs contenant
un domaine de mort (DD) comme CD95, TNF-related apoptosis-inducing ligand
receptor (TRAILR)1/2, TNFR1, DR3, DR6, nerve growth factor receptor (NGFR), et
ectodysplasin receptor (EDAR). Ces récepteurs sont caractérisés par la présence d’un
DD intracellulaire, requis pour induire l'apoptose (147). Certains d’entre eux,
notamment CD95, forment des multiméres non seulement en présence, mais
également en I'absence de leur ligand trimérique connu (148,149), rendant complexe
I'étude du lien entre leur agrégation et I'induction de la signalisation cellulaire.

CD95 est le prototype des récepteurs de mort. Depuis lidentification d’'un
anticorps monoclonal anti-APO-1 efficace pour éliminer des cellules tumorales, la
plupart des études menées sur ce récepteur se focalisent sur son role apoptotique.
Cependant quinze ans aprés sa découverte, I'équipe de Marcus Peter a révélé que ce
récepteur pouvait promouvoir la motilité et le caractére invasif des cellules tumorales
résistantes a l'apoptose (150) indiguant une plus grande complexité dans la
signalisation de ce récepteur. Le ligand de CD95, CD95L est un ligand membranaire
qui apres clivage par métalloprotéases génere une forme soluble (sCD95L) qui semble

impliqué dans I'oncogenése des cancers du sein et de 'ovaire (figure 8).

b. CD95

CD95 est aussi nommé Fas, TNFRSF6 (Tumor necrosis family receptor superfamily
member 6), ou APO-1 (apoptosis antigen 1), car sa fonction a été observée par
différentes équipes (151,152), avant d’étre cloné par I'équipe de Nagata en 1991(153).
Le gene Fas (géne nommé APT1) codant pour CD95 est situé sur le bras long du
chromosome 10 humain (10g24.1). Il est composé de 9 exons dont le 6e code pour la

région transmembranaire du récepteur.
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La protéine entiere codée a partir du gene APT1 est une glycoprotéine
transmembranaire. Son expression est ubiquitaire. En terme de structure, la région
extracellulaire du récepteur est composée de trois domaines riches en cystéines
(CRD): CRD1, CRD2 et CRD3. La région intracellulaire du récepteur contient un
domaine intracellulaire, appelé domaine de mort (DD), il est nécessaire a I'induction
de I'apoptose (154,155). Récemment, un nouveau domaine appelé calcium-inducing
domain (CID), en amont du DD et proche de la membrane a été identifié par notre
groupe et a été impliqué dans la signalisation non-apoptotique induite par CD95
(156,157).

c. CD95L

Le CD95L (FasL ou encore CD178) est le ligand associé a CD95, il appartient a la
famille du TNF. Il est codé par le géne FASLG localisé sur le bras long du chromosome
1 humain (1923).

Le CD95L est une protéine transmembranaire de type Il de 40 kDa exprimée sous
forme homotrimérique au niveau de la membrane cytoplasmique (158,159). Un
domaine de reconnaissance et de liaison avec le CD95 est présent dans la région
extracellulaire.

Contrairement au récepteur CD95, le CD95L n’est pas exprimé de maniére ubiquitaire.
Il est principalement détecté a la surface des lymphocytes T activés (158) et des
cellules Natural Killer (NK) (160), participant a I'élimination des cellules infectées ou
transformées, puis a la contraction de la réponse immune. On retrouve également ce
ligand au niveau de sites dits “immuno-privilégiés”, c’est-a-dire a la surface des
neurones (161), de I'épithélium cornéen (162), des cellules de Sertoli (163) mais aussi
au niveau des cellules déciduales du placenta (164). A ces endroits, il semble prévenir
linfiltration de cellules immunitaires et limite I'étendue de l'inflammation dans les
organes concernés.

Le CD95L peut étre clivé par des métalloprotéases (165,166) (MMP3 (167), MMP7
(168), MMP9 (169) et ADAM-10 (170,171) et libérer le sCD95L. Aprés sa libération
dans la circulation sanguine, le sCD95L qui se présente sous forme homotrimérique
(172,173) a longtemps été considéré comme un facteur n’ayant pour fonction qu’un
réle d’inhibiteur compétitif du mCD95L pour la liaison au récepteur. Ainsi, I'action du
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sCD95L était uniguement observée au travers du blocage du signal apoptotique
(166,174). Ce ligand soluble semble cependant étre capable d'initier des signaux non-
apoptotiques suite a sa fixation au récepteur CD95, comme le montrent des études

réalisées depuis quelques années dans notre équipe (84,175,176).
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Figure 8 : structure CD95 et CD95L, d’aprés Guegan (177)

1.3.2. Signalisation CD95/CD95L pro-apoptotique

L’apoptose peut étre déclenchée dans les cellules via 2 voies de signalisation : la voie
extrinséque, qui met en jeu l'interaction des récepteurs de morts et leurs ligands, et la
voie intrinséque, activée également par I'accumulation d’anomalies intracellulaires

comme des dommages a I'ADN, une surexpression d’'oncogene, une dérégulation de
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la fonction mitochondriale, un stress du réticulum endoplasmique et / ou infection

virale.
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Figure 9 : voies extrinséques et intrinséques de I'apoptose pouvant étre mise en ceuvre
par la signalisation CD95/CD95L, d’aprés Guegan (178)

La signalisation apoptotique médiée par CD95 peut étre déclenchée selon ces 2 voies
de signalisation (figure 9).

L’activation de la voie extrinséque est consécutive a la liaison du CD95L membranaire
(agrégat d’homotriméres) au récepteur CD95, entrainant une multimérisation de ce

dernier au niveau de la membrane plasmique et formant ainsi une plateforme de
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signalisation. La premiere conséquence de ce changement de conformation est le
recrutement de la protéine adaptatrice FADD (Fas Associating protein with a Death
Domain) par le domaine de mort de CD95. La protéine FADD est composée d’un
domaine effecteur de mort, DED (Death Effector Domain), qui permet de recruter la
procaspase 8 (179). Le complexe CD95/FADD/caspase 8 est appelé DISC pour
« Death-inducing signaling complex » (180). La procaspase 8 est activée au niveau du
DISC par auto-clivage, puis est libérée dans le cytoplasme ou elle va cliver et activer
les caspases 3 et 7. Ces caspases clivent différentes protéines conduisant a la mort
cellulaire par apoptose de la cellule.

La voie intrinséque s’active de maniére secondaire lors du relargage de cytochrome c
et de SMAC/DIABLO provenant de la mitochondrie, ce qui respectivement favorise la
formation de l'apoptosome avec le facteur d'activation des protéines de l'apoptose
cytosolique APAF-1, entrainant l'agrégation et 'activation de la caspase-9, qui a son
tour clive la caspase-3 et la libération des facteurs inhibiteurs du clivage des caspases
comme l'inhibiteur de I'apoptose lié a I'X (XIAP).

En se basant sur I'efficacité de la formation du DISC et I'expression de l'inhibiteur de
I'apoptose lié a I'X (XIAP), les cellules peuvent étre classées comme cellules de type |
ou Il (181). Dans les cellules de type I, la formation du DISC se produit rapidement et
efficacement, générant de grandes quantités de molécules caspase-8 qui peuvent
activer directement l'effecteur caspases -3 et -7. Les cellules de type Il présentent une
formation retardée et réduite du complexe DISC (181). Par rapport aux cellules de type
l, les cellules de type Il sont plus dépendantes de la voie passant par la mitochondrie
pour induire un signal apoptotique et des facteurs bloquant cette voie comme Bcl2 sont
donc plus efficace pour inhiber la mort cellulaire dans ces cellules (181-183). La
surexpression XIAP dans les cellules de type 2 nécessite la libération de Diablo/SMAC
par la mitochondrie pour libérer l'activité de la caspase-3 et donc explique la
dépendance accrue a la voie intrinséque pour le déclenchement de I'apoptose dans
ces cellules (178). Par ailleurs, une activité PI3K élevée ou une diminution de son
régulateur PTEN a été observée dans les cellules de type 2, alors que ce signal est
réduit dans les cellules de type | (184,185). La voie P13k diminue I'agrégation de CD95.
Elle modifie aussi l'interaction de certaines protéines avec FADD et ainsi inhibe la
fonction du DISC.
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L’efficacité de I'apopotose induite par la voie CD95/CD95L est donc régulée

différemment suivant les types cellulaires.

1.3.3. Signalisation non-apoptotique

a. Régulation des fonctions des cellules immunitaires

Chimio-attraction par le CD95L
L’expression ectopique du CD95L induit une réponse inflammatoire (186) impliquant

les granulocytes neutrophiles, des cellules Thl et des lymphocytes T CD8 +
cytotoxiques (187).

Réle de sCD95L dans l'attraction des cellules inflammatoires

Le clivage du CD95L transmembranaire par des métalloprotéases permet le relargage
du ligand soluble sCD95L. Le sCD95L a longtemps été considéré comme une
molécule inerte pouvant uniguement bloquer le signal de mort médié par le CD95L par
inhibition compétitive du site CD95 (165,166). Cependant, des travaux récents ont
démontré que le sCD95L joue un réle important dans l'inflammation et I'auto-immunité
chez les patients atteints de lupus érythémateux systémique, via I'activation des voies
de signalisation NF-kB et PI3K (174,176). Dans cette pathologie inflammatoire
chronique, notre équipe a montré que le sCD95L était capable de promouvoir le trafic
des cellules Th17 dans les organes inflammés en augmentant I'expression du ligand
de la P-sélectine (PSGL-1); et de stimuler I'extravasation des cellules T inflammatoires
en induisant la sécrétion de sphingosine-1-phosphate (S1P) et I'expression de son
récepteur S1IPR3 (156).

Le sCD95L soluble peut également entrainer la migration de cellules immunitaires

telles que les neutrophiles (188).

Réle d’un signal « find me » par activation de la voie CD95

L'attraction des neutrophiles pourrait aussi étre associée a la libération de chimio-

attracteurs solubles par la mort des cellules hotes. Des données récentes ont montré

gue parallelement au signal apoptotique, CD95L déclenche une voie de signalisation

dépendante de c-IAP1/2 dans les cellules tumorales mourantes, qui favorise la

synthese de médiateurs pro-inflammatoires tels que l'interleukine (IL)-6, IL-8, CXCL1,
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la protéine chimio-attractive monocytaire (MCP)-1, et le facteur de stimulation des
colonies de granulocytes/macrophages (GM-CSF). La production de ces cytokines
non seulement favorise la chimiotaxie des phagocytes mais stimule également leur
capacité a phagocyter et a éliminer les cellules apoptotiques, nécessaire a la mise en
place d'une réponse immunitaire. La caspase-8 joue un rble important dans cette

fonction, en plus de son role pro-apoptotique (178).

Effet sur les cellules dendritiques

L’activation du CD95 sur des cellules dendritiques immatures induit leur maturation et
la sécrétion de molécules pro-inflammatoires, notamment IL-18 et TNF-a (189).
D’autre part, I'expression de CD95 sur les cellules dendritiques matures entraine leur
élimination par des lymphocytes T exprimant le CD95L (190). Le CD95 est donc
impliqué dans le recrutement et I'activation des cellules présentant 'antigéne (APCs)
lors d’inflammation tissulaire, et ensuite dans I'élimination des cellules dendritiques.
Par conséquent, le CD95 contribue au développement d’une réponse immune efficace
et transitoire, permettant ainsi un réle de défense tout en évitant une activation auto-

immune.

Activation, différenciation et mort des cellules T et B sous le controle du CD95 (figure

10)

Le CD95 peut également jouer un rble dans la prolifération des cellules T, notamment

apres agrégation avec le CD3 (191). De plus, l'activation du CD95/TCR semble
nécessaire pour promouvoir la prolifération des cellules T grace a la production d’IL-2
par un mécanisme dépendant de la caspase 8 (192).

Le CD95L n’est pas retrouvé a la surface des cellules T naives, mais est rapidement
exprimé aprés I'activation du TCR (193). Il va jouer un réle dans la fin de la réponse
immune, permettant la contraction immune par apoptose des cellules activées
(activation-induced cell death, AICD), principalement pour les cellules T reconnaissant

des antigenes de basse affinité (194).
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Figure 10 : réle de I'interaction CD95/CD95L dans les lymphocytes T, d’aprés Yamada
(195)

Au niveau des cellules B, le CD95 contribue a I'élimination des cellules auto-immunes
au niveau des centres germinatifs et donc a la sélection des lymphocytes B avec une
affinité augmentée pour les antigénes (196). La signalisation CD95/CD95L semble

également contréler la fabrication d’IgE et d’auto-anticorps (197).

Effet de 'expression du CD95L par les cellules T mémoires

Les cellules T mémoires ont une longue durée de vie. Elles jouent un réle important
dans l'efficacité de la réponse immunitaire adaptative aux agents pathogénes et aux
tumeurs. Le compartiment des cellules T mémoires a été divisé en 2 sous-groupes :
les cellules T mémoires conventionnelles centrales (« central memory T cells » ; TCM)
retrouvées dans les organes lymphoides et les cellules T mémoires effectrices

(« effector memory T cells », TEM) retrouvées dans les tissus périphériques. Les
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cellules TCM sont des populations a longue durée de vie alors que les TEM sont des
cellules subissant une différenciation terminale aprés un nombre limité de divisions.
Les cellules T mémoires souche lymphocytaires (TSCM) sont présentes dans le sous-
groupe TCM et expriment un niveau augmenté de CD95. Elles sont multipotentes et
présentent une capacité importante d’auto-renouvellement par rapport aux TEM.

Le rOle du signal CD95L/CD95 dans l'activation et la maturation des cellules T a
récemment été mis en évidence en élucidant I'effet délétere des cellules T mémoires
dans la réponse antitumorale induite par la thérapie cellulaire adoptive. Ainsi, dans des
populations de cellules T mixtes, les cellules T mémoires exprimant CD95L accélerent
la maturation des cellules T naives en TCM, grace a une induction de la voie de
signalisation PI3K sous le contrdle de la voie CD95L/CD95 (198). Cette réponse non
apoptotigue CD95L dépendante accélérant le processus de différentiation et de
maturation diminue l'efficacité de la réponse anti-tumorale associée a la thérapie
cellulaire adoptive. Ce processus immunitaire a été appelé « différenciation précoce »
et s’observe a la fois pour les cellules T naives CD4+ et CD8+ (198). Les cellules T
actives qui rentrent en différenciation précoce ne générent pas de populations de
TSCM ou TCM, mais plutdt des TEM avec une capacité de prolifération et d’activité
anti-tumorale réduite. Cette capacité des cellules T mémoire pourrait étre un
mécanisme pour synchroniser la réponse immunitaire et I'éteindre une fois que la

réponse anti-tumorale ou infectieuse est terminée.

CD95 et différenciation Thl7

Les cellules Thl7 organisent la réponse inflammatoire aux agents pathogénes

extracellulaires (199). En plus de stimuler la transmigration des cellules Thl7,
I'expression du CD95 jour un réle majeur dans la différenciation Th17 en séquestrant

STAT1, permettant une activation de la voie de signalisation STAT3 (200).
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b. Migration cellulaire

L'engagement de CD95 conduit & une augmentation rapide, localisée et transitoire de
calcium (Ca?*) dans le cytosol (201,202), qui contrdle négativement la signalisation
apoptotiqgue de CD95 (203) et favorise la migration cellulaire (176) et les métastases
(84) via un signal c-yes / PLCy1/1P3/ SOC / Ca2 + / PI3K (figure 11).
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Figure 11 : voie de signalisation induite sous I'effet de la liaison de sCD95L au CD95,

permettant de libérer un signal calcique et d’induire la mobilité cellulaire, d’aprés
Guegan (178).

Régqulation de la migration a travers I'endothélium et de I'angiogénése

La découverte de I'expression ectopique de CD95L par les cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins irrigant les tissus inflammatoires des patients atteints de lupus
(156) et les tissus tumoraux (84,85) suggere que le CD95L pourrait servir de barriere
pour certaines populations lymphocytaires T (85), de chimioattracteur apres la
libération de sCD95L par les métalloprotéases (156,157), ou de molécule d'adhésion

pour la fixation, I'activation et le recrutement des neutrophiles (204).
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Motz et ses collegues rapportent que l'expression de CD95L par les cellules
endothéliales dans les tissus tumoraux représente une barriére physique, tuant les
cellules T CD8+ tout en épargnant les cellules T régulatrices (Treg), dont
laccumulation dans la tumeur pourrait provoquer un environnement
immunosuppresseur (85). Néanmoins, le CD95L transmembranaire a la surface des
cellules endothéliales a également des fonctions non-apoptotiques, car il favorise la
liaison et le recrutement des cellules myéloides en induisant des processus d'adhésion
et de transmigration (204). Apres clivage du CD95L par des métalloprotéases, la
génération d'un gradient sCD95L favoriserait le recrutement de cellules Th1l7 pro-
inflammatoires dans les tissus inflammatoires des patients atteints de lupus,
contribuant ainsi a aggraver leurs symptdomes cliniques (156). Ce gradient sCD95L
chez les patientes atteintes de cancers du sein triple négatifs favorise de I'autre coté
des vaisseaux, l'attraction et la migration des cellules cancéreuses et augmente le

risque de métastases (84).

L'expression de l'inhibiteur de I'activateur du plasminogene 1 (« plasminogen activator
inhibitor 1 »; PAI-1) par les cellules endothéliales est un marqueur de mauvais
pronostic dans le cancer du sein (205). L'expression de CD95L par les cellules
endothéliales contrble la néo-angiogénése tumorale par un mécanisme dépendant de
PAI-1 (206). PAI-1 est l'inhibiteur de l'activateur du plasminogéne de type urokinase
(uPA), qui convertit le plasminogene en sa forme active, la plasmine. La plasmine peut
a son tour cliver CD95L dans son domaine de trimérisation, libérant un ligand
cytotoxique qui élimine les cellules endothéliales et abroge la néo-angiogénese (206).
La surexpression de PAI-1 inhibe ce processus et favorise la formation de néo-
vaisseaux dans les cancers.

Dans l'ensemble, ces études soulévent la question du réle biologique exact de CD95L
exprimé dans les cellules endothéliales.

c. adhésion et structure cellulaire

Jonctions épithéliales

L'altération des jonctions adhérentes dans les épithéliums est associée a la perte de

contacts entre les cellules, une étape initiale de la transition épithélio-
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meésenchymateuse et a la dissémination métastatique des cellules cancéreuses. La
perte de ces contacts génere un programme de mort cellulaire qui dépend du CD95
(207). De plus, le domaine C-terminal de CD95 est important pour la distribution du
récepteur dans les jonctions adhérentes des cellules épithéliales (207). Cette région
de CD95 interagit avec la molécule de polarité Dlgl, empéchant ainsi la formation de
DISC. La dissociation du CD95 - DIgl pourrait représenter un mécanisme de controle
pour éliminer les cellules anormales dans les tissus épithéliaux, empéchant ainsi

I'étape initiale de dissémination métastatique.

Cytosquelette cellulaire

Le lien entre CD95 et le cytosquelette pourrait refléter différents stades de
développement de la tumeur. Peter et al. ont montré que les lignées cellulaires
canceéreuses avec une signature moléculaire mésenchymateuse ont un lien fort entre
CD95 et le cytosquelette d’actine et que le signal apoptotique est sensible aux
perturbateurs de l'actine (c'est-a-dire la cytochalasine D) dans ces cellules. Les
cellules épithéliales présentent une sensibilité plus forte aux composés perturbateurs
des microtubules (182). La plupart des études sur le cytosquelette et le CD95 se
concentrent sur le résultat apoptotique et négligent d'évaluer l'effet évident sur la

migration et 'invasion des cellules.

d. Homéostasie des cellules souches

Les signaux CD95/CD95L jouent un réle dans les cellules souches (208,209). Il a été
montré que la stimulation de CD95 dans des cellules souches neuronales n’entrainent
pas la mort cellulaire, mais au contraire améliore la survie de ces cellules, grace a
lactivation d’une voie de signalisation Src/PISBK/AKT/mTOR. Au contraire, la
suppression de CD95 diminue la neurogénese (210). Comme les cellules souches
normales sont souvent a l'origine des cellules souches tumorales, ces données
suggerent que CD95 pourrait aussi avoir des fonctions non apoptotiques dans les

cellules souches tumorales (211).
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e. Conclusion

La signalisation activée par CD95 est impliquée dans de nombreux réles biologiques.
La difféerence de cinétique de l'agrégation de CD95, son internalisation ou sa
distribution a la membrane pourrait jouer dans I'activation de ces différentes fonctions.
Elle est controlée et activée notamment par le sSCD95L et le CD95L. Au final, le choix
entre une réponse apoptotique et non-apoptotique pourrait étre sous le contrdle de la
forme de CD95L se fixant au récepteur (figure 12). Le ligand soluble ne déclenche pas
la mort cellulaire (165,166) mais implémente au contraire des voies de signalisation
non apoptotiques (84,176). Le site de clivage et des modifications post traductionnelles
du sCD95L pourraient aussi modifier les voies de signalisation activées (212).

Alors que la plupart des études sur le sCD95L indiquent qu’il posséde une
stoechiométrie homotrimérique (166), le CD95L membranaire présente un degré
d'agrégation plus élevé (213). Des différences dans leur stoechiométrie avec pour
conséquence possible un effet différent sur leur conformation lors de la liaison avec le
CD95 pourrait expliquer l'activation de voies de signalisation différentes dans les
cellules (159,183).
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Figure 12 : activation de I'apoptose ou des processus non apoptotiques selon la liaison
CD95L et sCD95L ; d’aprés Yamada (195).

Dans l'ensemble, ces résultats soulignent l'importance de caractériser finement la
stoechiométrie du sCD95L chez les patients atteints de cancers ou de troubles
inflammatoires chroniques/actifs pour prédire son réle biologique (c'est-a-dire

apoptotique par rapport a non apoptotique).

1.3.4. CD95/CD95L et cancers
a. Généralités

La signalisation pro-apoptotigue médiée par CD95 est probablement utilisée pour
contrdler la prolifération tumorale, au moins pendant la phase d'immuno-surveillance.
Cependant, lorsque la tumeur résiste au systéme immunitaire, I'expression de CD95
par les cellules tumorales implique une résistance au signal apoptotique. De multiples
mécanismes, comme la diminution du niveau d’expression du récepteur ou de la
dérégulation des membres du DISC comme FADD, caspases 8 et 10 peuvent
expliquer cette résistance (211).

L’activation des fonctions non-apoptotiques pourrait également participer a cette

résistance (211).
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or CD95L

6-DICE
Figure 13 : rbles putatifs de la voie CD95/CD95L dans les cancers, d’aprés Peter (211)

CD95L et la controverse de la contre-attaque tumorale

Initialement, il a été observé a plusieurs reprises l'expression de CD95L par des
cellules tumorales, soulevant I'hypothése d’une " contre-attaque " par la tumeur, qui
éliminerait par ce mécanismes les cellules immunitaires antitumorales, telles que les
lymphocyte T cytotoxiques (214,215) (Figure 13-2, contre-attaque tumorale).
Cependant I'existence de cette contre-attaque reste tres controversée (216) et cela
car les outils utilisés pour analyser la présence de CD95L dans les tissus humains se
sont révélés, dans les études ultérieures, non-spécifigues (217). Nos données
confirment que les cellules tumorales dans les cancers de 'ovaire de haut grade ou

dans les tumeurs du sein triple-négatives n’expriment pas de CD95L. L'augmentation
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de la concentration rapportée de sCD95L dans le sérum de patients atteints de cancer
a souvent été interprétée dans le contexte de la théorie de la contre-attaque CD95L.
Une régulation a la hausse de CD95L dans le sérum des patients suggérerait un réle

immunosuppresseur possible pour cette molécule.

Barriere endothéliale

Récemment, le concept de contre-attaque tumorale a été redécouvert sous une forme
différente. Il a été rapporté que le CD95L n’était pas exprimé par I'épithélium tumoral
de divers cancers solides humains, mais par les cellules endothéliales recouvrant les
néo-vaisseaux sanguins alimentant la tumeur (84,85). Dans I'étude de Coukos et ses
collegues, le mCD95L exprimé par les cellules endothéliales semble induire I'apoptose
gue des cellules T CD8+ effectrices, mais pas des cellules T régulatrices, qui se sont
avérées protégées par I'expression d'un certain nombre de protéines anti-
apoptotiqgues, comme cFLIP, Bcl-2 et Bcl-xL. Ces Treg s’accumulent ainsi dans la
tumeur créant un environnement immunosuppressif. L'expression de CD95L au

niveau endothélial jouerait ainsi un réle de barriere immunitaire sélective.

Promotion des activités tumorales

Dans les cellules tumorales résistantes au signal apoptotique, la stimulation du CD95
augmente in vitro la motilité cellulaire et le caractere invasif (150). L’invasion médiée
par CD95 dans ces cellules tumorales nécessite l'activation des voies de signalisation
NFkB et ERK (218).

Le CD95 active de multiples voies de signalisation potentiellement cancérogenes.
C’est le cas notamment de la voie NFkB (219), de voies activant I'invasion a travers la
signalisation Src/PI3K/GSK3B/MMP (176,220) ou la cofilin (221). Il a également été
montré que I'activation Sck/Shc2 sous le contrdle du CD95 est indispensable a la
progression du cycle cellulaire (222).

Par ailleurs, I'extinction de CD95 et CD95L par SiRNA ou ShRNA diminue tres
fortement la croissance des cellules tumorales, permettant de conclure a un réle

important de cette voie pour la survie et la prolifération cellulaire (223).

Maintenance des cellules souches tumorales
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Dans des cancers digestifs, il a été montré que le CD95 est capable d’activer le
programme de transition épithélio-mésenchymateux (224), qui est un des traits
caracteéristiques des cellules souches tumorales (225). L’équipe de Peter a ensuite
montré que CD95 est nécessaire a la survie des cellules souches tumorales et permet
'émergence de nouvelles cellules souches (226). La stimulation de CD95 sur les
cellules tumorales induit une conversion des cellules différenciées en cellules souches.
Cette activité de reprogrammation du CD95 semble indépendante de sa fonction
d'induction d'apoptose et dépendante de la voie STAT1 (227). La stimulation de CD95
non seulement augmente le nombre de cellules cancéreuses avec des
caractéristiques de cellules souches, mais a également empéché la différenciation des
cellules souches tumorales, ce qui suggere que l'expression de CD95 sur les cellules

canceéreuses maintient le pool de cellules souches tumorales (226).

Mort induite par la suppression du CD95 ou du CD95L

L’expression du récepteur semble également jouer un rdle dans la signalisation
cellulaire. Ainsi, I'équipe de Peter a rapporté que I'élimination de CD95 ou de son
ligand CD95L induit la mort des cellules tumorales (in vitro et in vivo), par un processus
appelé DICE (death induced by CD95 or CD95L elimination) (228). Cette activité de
CD95 comme facteur de survie semble s’observer quasi exclusivement dans les
cellules tumorales : au cours du développement embryonnaire de souris pour
lesquelles CD95 ou CD95L a été supprimé, aucun des tissus normaux ne présentent
de défaut de croissance ou de signes de morts cellulaires (229). Par ailleurs, lorsque
le CD95 ou le CD95L est éteint dans des lignées de cellules cancéreuses (~40 lignées
testées), la plupart des cellules meurent par DICE. Le méme type d’observation est
fait in vivo dans des modeles de cancérogénese : I'extinction CD95 fait complétement
disparaitre I'appartion de tumeur dans un modéle animal de cancer ovarien (228).

Les caractéristiques du DICE sont les suivantes : il s’agit d’'une mort par une
catastrophe mitotique avec des signes d’apoptose, d’autophagie et de sénescence,
qui n’entrainerait pas d’inflammation. Un test de 1200 substances pharmacologiques
différentes et un screening shRNA n’a pas permis de l'inhiber, ce qui suggére qu'il
s’agit d’'un mécanisme robuste de mort cellulaire (228). Il est probable que le DICE soit
un mécanisme de sécurité dont le but est d’empécher la survie des cellules
cancéreuses démunies de CD95, et qui ne peuvent donc pas étre éliminée par le
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systeme immunitaire grace a l'apoptose médiée par CD95/CD95L (230). Le DICE
serait donc un mécanisme de défense naturel antitumoral. Le fait que des données
montrent qu’aucune cellule cancéreuse ne présente une délétion des 2 alléles de
CD95 est cohérent avec cette hypothese (228). A noter que I'étude des cellules
souches tumorales apporte également des arguments pour ce réle, en montrant que
les 2 mécanismes de mort DICE et apoptose par la voie canonique CD95 ont des rbles
opposés pour éliminer les cellules souches tumorales par rapport aux cellules
tumorales non souches. La conversion des cellules tumorales non souches en cellules
tumorales souches induit une perte de sensibilité a 'apoptose induite par CD95 et en
paralléle une augmentation de la sensibilité au DICE (226). L’induction de DICE dans
des cellules tumorales entraine une déplétion en cellules souches tumorales et la perte
de caractéristiques de cellules souches (marqueurs de surface, moindre formation de
sphére, ...). Cependant le DICE serait en fait une conclusion du DISE (Death Induced
by Survival gene Elimination). En effet, le groupe du Dr Marcus Peter a mis en
évidence que des séquences dans les ARN messagers de CD95 et CD95L et utilisées
pour générer des ARN interférant possédaient un effet off-target en ciblant des genes
de survie cellulaire. Ainsi, I'utilisation d’ARN interférant pour diminuer CD95 ou CD95L,
entrainait également la diminution de I'expression de ces génes responsables de I'effet

toxique observé dans les cellules tumorales (231).

b. Cancers du sein triple négatifs

Il n'existe que peu de données sur le réle CD95/C95L dans les cancers du sein triple
négatifs.

Des études anciennes, qui n'avaient pas classé les tumeurs du sein selon leur sous-
type moléculaire, ont montré que CD95 était fréquemment surexprimé et serait un
facteur de bon pronostic (232). L’expression de CD95L ou de son ARNm est corrélée
a un stade plus avancé (taille et atteinte ganglionnaire) et a un moins bon pronostic
(232-234). A noter qu’il semblerait que le ratio CD95L/CD95 pourrait étre un marqueur
pronostic (233).

Une étude plus récente sur 667 patientes atteintes de cancer du sein, dont 16%
atteintes de cancers triple négatifs, a montré que CD95 est plus fréquemment exprimé

dans les cancers du sein triple négatifs que dans les sous-types hormono-dépendants
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(235). L'expression de CD95 était corrélée a un grade 3 tumoral. Dans la cohorte
entiére, 'expression de CD95 est associée a un risque de rechute diminué et a une
meilleure survie. Par contre, dans I'analyse en fonction du sous-groupe moléculaire,
I'effet est retrouvé pour la survie sans rechute mais pas pour la survie globale pour les
tumeurs RE négatives. Cependant ces analyses ne définissent pas si le CD95 vient
du systéeme immunitaire infiltrant ou des cellules tumorales. En effet, 'analyse des TIL
CD8+ dans les cancers du sein ne montre pas d’'impact pronostic sur la survie des
cancers RE+ mais est un facteur pronostic dans le sous-groupe RE - (CSTN). De
maniéere intéressante, il est retrouvé que les TILs CD8+ sont associés a une meilleure
survie uniqguement pour les tumeurs RE négatives présentant un niveau élevé de
CD95, tandis que les tumeurs exprimant faiblement CD95, ou dans les tumeurs RE+,
il n’est pas retrouvé d’impact de l'infiltrat CD8 (235).

Notre équipe a aussi montré le rdle pronostic négatif du sCD95L chez les patientes
atteintes de cancers du sein triple négatifs (84). Ce réle négatif semble s’exercer
principalement en favorisant I'invasion tumorale et les métastases. A noter une autre
étude, chez des patientes atteintes de cancers du sein métastatiques, qui retrouve un

réle pronostic défavorable pour sCD95L (236).

c. Cancers de l'ovaire

Les données de I'impact de la signalisation CD95/CD95L pour les cancers de I'ovaire
sont également tres limitées. |l a été retrouvé dans I'ascite de patientes atteintes de
cancer la sécrétion de microvésicules contenant CD95L. Il semblerait que ces
microvésicules puissent provenir des cellules tumorales (237). Les données de
'impact de la signalisation CD95/CD95L pour les cancers de 'ovaire sont également
trés limitées.

Une autre étude a retrouvé I'expression de CD95 (principalement au niveau
cytoplasmique) et CD95L dans des cancers de l'ovaire (238). Il semble que la
présence de CD95L soit associée a un pronostic défavorable.

Il a également été retrouvé I'expression de CD95L, mais aussi de MMP-2 et MMP-9
sur des fragments circulant de membranes dérivées de tumeurs de I'ovaire. Des
niveaux élevés de CD95L, MMP-2 et MMP-9 étaient associés de maniére significative

a un stade avancé (239).
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Enfin, une étude s’est intéressée au sCD95L chez 35 patientes atteintes de cancer de
'ovaire. Dans cette étude, il n’a pas été retrouvé de corrélation statistique entre le
niveau de sCD95L et la survie sans progression (240). A noter que tous les stades
étaient mélangés et qu’il n'y avait pas d’information sur le type histologique. Des
dosages séquentiels de sCD95 avant puis aprés chirurgie et en cours de
chimiothérapie étaient effectués. Le niveau de sCD95L pendant la chimiothérapie
semble augmenté par rapport au niveau postopératoire (240). Par ailleurs, 'expression
de mCD95L sur les cellules endothéliales des vaisseaux associés a des modéles de
cancers de l'ovaire pourrait réguler la capacité des cellules immunitaires a jouer leur
role antitumoral (85). Enfin, une étude s’est intéressée au sCD95L présent dans des
microvésicules circulantes chez 35 patientes atteintes de cancer de I'ovaire.

L’ensemble de ces travaux nous ont poussé a investiguer le réle du sCD95L dans les
cancers de l'ovaire et plus particulierement dans les cancers séreux de haut grade

montrant un réle du systéme immunitaire dans le pronostic.

Page 59 sur 156



2. Hypothése et objectifs

Des travaux réalisés au sein du laboratoire avaient montré I'impact pronostic négatif
d’un taux sérique élevé de sCD95L, soulignant le réle potentiellement trées important
de la signalisation CD95/CD95L dans le développement et la rechute des cancers du
sein triple négatifs (84), en facilitant la dissémination métastatique. Etant donné les
similitudes moléculaires importantes entre les cancers du sein triple négatifs et les
cancers de I'ovaire séreux de haut grade, nous avons souhaité investiguer le role du
sCD95L dans les cancers de l'ovaire, en faisant I'hypothése que des résultats
similaires en termes de pronostic et de réle biologique pourraient étre observes.

En paralléle, un travail prospectif de collection et d’analyse de cancers du sein triple
négatifs localisés opérés d’emblée a été mis en place au sein du laboratoire avec la
collaboration des cliniciens (chirurgiens, oncologue, anatomo-pathologistes). Ce
travail avait pour but d’étudier de maniére beaucoup plus fine le réle du systéme
CD95/CD95L sur des prélevements frais, dissociés et non fixés en paraffine. Une
analyse des tumeurs, notamment des sous-populations tumorales (cellules souches
tumorales, cellules différenciées...) conjointement avec les cellules du systéme
immunitaire était proposé. En effet, les différents travaux du laboratoire, notamment
ceux menés sur les modeles lupiques, ont mis en évidence I'importance de la voie

CD95/CD95L sur la régulation du systeme immunitaire (156).

Ces données nous ont conduit a proposer plusieurs objectifs pour nos travaux :
e Dans les cancers de l'ovaire :

o Investiguer le role potentiel du sCD95L, pour vérifier si les résultats
retrouvés dans les cancers du sein triple négatifs étaient similaires dans
les cancers de I'ovaire

o Evaluer I'impact de la signalisation CD95/CD95L sur des lignées
cellulaires de cancer de l'ovaire, pour notamment déterminer une
fonction possible sur les cellules souches tumorales et sur I'activation de
signaux pro-métastatiques

o Evaluer l'impact de la signalisation CD95/CD95L sur les cellules
immunitaires de I'environnement tumoral dans les cancers de I'ovaire.

e Dans les cancers du sein triple négatifs :
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o Collaborer a la mise en place de la méthodologie de recueil et d’analyse
des échantillons tumoraux frais pour étudier plus en détails le role de la
signalisation CD95/CD95L.

o Vérifier l'impact potentiel de la congélation/décongélation sur les
prélevements frais réalisés

o Contribuer aux travaux de recherche évaluant I'impact de la signalisation
CD95/CD95L sur les cellules tumorales de cancers du sein triple négatifs

et sur le micro-environnement immunitaire.
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3. Résultats

Article 1 - Le taux sérique de CD95L est corrélé avec l'infiltration immunitaire
tumorale et est un marqueur pronostic positif pour le cancer de I'ovaire séreux
avanceé de haut grade. Mol Cancer Res. 2019 Dec;17(12):2537-2548 (241)

Introduction

Dans les cancers du sein triple négatifs, il a été montré qu’un niveau élevé de sCD95L
est corrélé a la dissémination métastatique. Le sCD95L dans le contexte des cancers
du sein triple négatifs semble promouvoir un signal conduisant la migration des cellules
tumorales via I'activation de la voie PI3K aprés activation du récepteur EGF (EGFR)
via un mécanisme indépendant de I'EGF.

Comme nous l'avons décrit, |l existe une proximité importante au niveau moléculaire
entre les cancers du sein triple négatifs et des cancers de I'ovaire (notamment séreux
de haut grade). Nous nous sommes posés la question de I'impact que pourrait avoir le
sCD95L dans les cancers de l'ovaire. Pour cela, nous avons étudiés I'impact du
dosage sCD95L chez 51 patientes atteintes de cancers de I'ovaire avancé dont nous
avions collecté prospectivement des échantillons sanguins et tumoraux au moment du
diagnostic, avant chimiothérapie. Nous avons ensuite examiné les conséquences sur

les tumeurs de I'ovaire et leur environnement immunitaire du sCD95L.

Résultats et conclusion

Contrairement aux cancers du sein triple négatifs, nous avons observé qu’un niveau
élevé de sCD95L était associé a un meilleur pronostic dans les cancers de I'ovaire, et
plus précisément pour le sous-type séreux de haut grade. Le taux de sCD95L est
également associé a un risque de rechute plus élevé (mais pas de déces) dans le
modele multivarié. Les facteurs pronostics cliniques habituels (résidu tumoral aprés
chirurgie, atteinte ganglionnaire), mais également biologiques (infiltrat immunitaire)

étaient retrouvés dans notre cohorte.

Les expériences que nous avons menées sur plusieurs lignées cellulaires de cancer
de l'ovaire ont permis d’établir que le sCD95L n’avait pas d’'impact sur la prolifération
et la mort cellulaire, que ce soit seul ou en combinaison avec la chimiothérapie. Nous
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avons ensuite évalué si le sCD95L pouvait affecter les cellules souches tumorales.
Aucun effet du sCD95L n’ayant été mis en évidence, nous avons conclu a I'absence

d’effet sur les cellules souches tumorales.

En I'absence d’effet du sCD95L sur les cellules tumorales, comment expliquer I'effet
positif observé d’'un haut niveau de sCD95L chez les patientes ? Nous avons formulé
'hypothése que chez les patientes atteintes de cancer séreux de haut grade, le
sCD95L pourrait affecter le microenvironnement tumoral, et notamment linfiltrat des
cellules immunitaires. Nous observons une augmentation significative de FoxP3 et du
granzyme B chez les patientes présentant un marquage positif pour CD95L en
immunohistochimie (IHC). Cette donnée montre qu’il existe une corrélation entre la
présence de mCD95L et l'infiltrat immunitaire. L’activité granzyme B observée suggére
une activité cytotoxique antitumorale, ce qui va a I'encontre de I'hypothése soulevée
du réle modulateur de la réponse immunitaire par I'expression mCD95L sur les cellules
endothéliales (85). Enfin, nous avons évalué la relation entre le sCD95L et l'infiltrat
immunitaire. Nous avons observé que la concentration de sCD95L était corrélée avec
le nombre de cellules T CD3+ et CD4+ infiltrant la tumeur, mais aussi avec le nombre
de cellules Treg infiltrant la tumeur (FoxP3 +). Pour les LT CD8, le résultat est a la
limite de la significativité mais il semble également y avoir une corrélation positive entre
le dosage sCD95L et linfiltrat CD8+. Le nombre de cellules B était aussi associé de

maniére significative a la concentration de sCD95L.

Pour conclure, les taux de sCD95L sont corrélés a linfiltrat immunitaire dans les
cancers de l'ovaire séreux de haut grade. Ces résultats suggerent que le sCD95L
pourrait étre utilisé comme biomarqueur de linfiltration immunitaire tumorale. Cette
donnée pourrait avoir un impact thérapeutique, notamment pour guider les indications
d'immunothérapie. L’'impact potentiel sur l'effet d’'une immunothérapie reste a
déterminer et dépend probablement du type d’approche utilisée. Ainsi, un dosage
élevé sCD95L pourrait permettre de sélectionner des patientes présentant des
tumeurs ayant déja un infiltrat immunitaire (tumeurs « chaude ») mais dont les cellules
ne sont plus fonctionnelles (exhausted) et candidates a une approches type anti-
PD1/PDL1. Au contraire, un dosage sCD95L bas pourrait permettre de sélectionner
des patientes présentant des tumeurs sans infiltrat immunitaire (tumeurs « froides »)
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pour lesquelles le but du traitement serait d’activer linfiltration immunitaire

intratumorale.
Contribution

L’auteur de la thése a contribué a cette publication en participant a la conception, la

réalisation et 'analyse des expériences et a la rédaction de I'article.
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Abstract

Soluble CDY5L. (s-CDY5L) is a chemoattractant for certain
lymphocyte subpopulations. We examined whether this
ligand is a prognostic marker for high-grade serous ovarian
cancer (HGSOC) and whether it is associated with accumu-
lation of immune cells in the tumor. Serum s-CD95L. levels
in 51 patients with advanced ovarian cancer were tested by
ELISA.THC staining of CD3, CD4, CD8, CD20, CD163, CD31,
FoxP3, CCR6, IL-17, Granzyme B, PD-L1, and membrane
CDY51. was used to assess tumor-infiltrating immune cells.
Although the intensity of CD3, CD8, CD4, CD20, and CD163
in tumor tissues remained constant regardless of membrane
CDY5L expression, tumors in patients with HGSOC with
s-CD95L levels >516 pg/mL showed increased infiltration
by CD3 T cells (P = 0.001), comprising both cytotoxic CD8™
(P = 0.01) and CD4" (P = 0.0062) cells including FoxP3 "
regulatory T cells (P = 0.0044). Also, the number of tumor-
infiltrating CD20" B cells (P = 0.0094) increased in these

Introduction

Ovarian carcinoma is the seventh most common cancer in
women and the eight most common cause of cancer-related death
worldwide (1). At the time of diagnosis, the majority of patients
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patients. Multivariate analyses revealed that low s-CD95L
concentrations [<516 pg/mL, HR, 3.54; 95% confidence
interval (CI), 1.13-11.11), and <1,200 activated CD8'
(Granzyme B"') cells (HR, 2.63; 95% Cl, 1.16-5.95) were
independent poor prognostic factors for recurrence, whereas
>6,000 CD3 " cells (HR, 0.34; 95% CI, 0.15-0.79) was a
good prognostic factor. Thus, low levels of s-CD95L. (<516
pg/mL) are correlated with lower numbers of tumor-
infiltrating lymphocytes (CD3" and CD8", and also CD4
and FoxP3 T cells) in advanced HGSOC and are a poor
prognostic marker.

Implications: Serum s-CD95L s correlated with a number of
tumor-infiltrating immune cells in HGSOC and could be
used as a noninvasive marker of tumor immune infiltration
to select patients referred for immunotherapy trials that
evaluate checkpoint inhibitor treatment.

with epithelial ovarian cancer (EOC) present with advanced
disease, which is characterized by a high and widespread tumor
load in the peritoneal cavity, often accompanied by malignant
ascites. Thus, the prognosis of women with ovarian cancer
remains poor, with a 5-year overall survival (OS) rate estimated
at <45% for all cancer stages, and only 20% to 30% for patients
with Federation of Gynecologists and Obstetricians (FIGO) stage
1T or IV disease (1, 2).

Patients with EOC and other cancers who exhibit a robust
immune response show increased survival rates (3). Recent stud-
ies show that number of tumor-infiltrating lymphocytes (TIL),
which are lymphocytes that extravasate from blood vessels to
access the tumor, may be a positive predictive factor for melano-
ma (4), colorectal cancer (5), esophageal carcinomas (6), breast
cancer (7, 8), or endometrial cancer (9). The presence of TILs
affects the outcome of ovarian cancer; high numbers of CD8"
T cells in the immune infiltrate are associated with improved
OS (10-15), particularly in patients with high grade serous
ovarian carcinoma (HGSOC; refs. 16-18). In contrast, clinical
outcome of ovarian cancers infiltrated by regulatory FoxP3*
T cells (Iregs) remains unclear; studies suggest either decreased
OS (19-21) or improved clinical outcomes (22-24). Further-
more, some works establish that ovarian cancer is often
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accompanied by systemic immunosuppression (25, 26), which
correlates with a poor prognosis (27, 28). New treatment strat-
egies based on neutralizing antibodies that target checkpoint
inhibitors represent a revolution in the fight against cancer;
indeed, such treatments have shown survival benefits in
patients with melanoma (29) or lung cancer (30). Therapeutic
antibodies that block the PD1/PD-L1 checkpoint (such as
nivolumab or pembrolizumab) or the CTLA4 checkpoint (such
as ipilimumab) show therapeutic responses linked to tumor
immune infiltration (31, 32). Phase IT studies of anti-PD1/PD-L1
therapy in ovarian cancer suggest that it triggers antitumor
responses (33-35); and, several phases 11 studies are underway.
In such cases, a serum theranostic biomarker would be useful for
selecting patients that are eligible for immunotherapy trials.

CDY5L (also called FasL), which belongs to the TNF family,
binds to the receptor CD95 (also known as Fas). Whereas CD95
is ubiquitously expressed, CD95L shows a more restricted
expression pattern; it is expressed mainly on the membrane
of lymphocytes, where it plays a pivotal role in eliminating
infected and transformed cells (36). Binding of membrane
bound CD95L to CD95 recruits the adaptor protein Fas
Associated Death Domain (FADD; ref. 37), which in turn
aggregates caspase-8 and caspase-10 to induce apoptosis (38).
CDY5L is also expressed by endothelial cells lining the blood
vessels of patients with tumors and chronic inflammatory
disorders (39-41). These CD95L-expressing endothelial cells
seem to behave as a selective immune barrier, killing CD8 T
cells while being permissive for Treg cells (41). CD95L can be
cleaved by metalloproteases, thereby releasing soluble CD95L
(s-CD95L) into the bloodstream. Binding of s-CD95L to CD95
fails to trigger cell death but rather induces a nonapoptotic
signaling pathway that promotes the migration of 1" cells (42).
Here, we wondered whether s-CD95L plays a role in ovarian
cancer and examined its impact on the immune landscape in
patients with HGSOC.

Materials and Methods

Cell lines and culture conditions

IGROV-1, OVCAR-3, OVCAR-8, and SKOV-3 cell lines were
obtained from ATCC (LGC Standards) and were authenticated by
short tandem repeat. Each month, routine testing was conducted
on all cultured cells using the sensor-cell approach PlasmoTest -
Mycoplasma Detection Kit (InvivoGen). 0170, 0370, 0386, and
0829 cell lines were established in-house from primary solid
tumor or carcinomatosis samples cut into small pieces (<1 mm?)
with a scalpel and then subjected to enzymatic digestion with
collagenase (0.23 Wiinsch units/ml; Liberase Research Grade;
Roche). These in-house cell lines had more than 20 passages. All
cell lines were cultured in DMEM complete medium supplemen-
ted with 1-glutamine and 8% FBS. Cells were used within 6 months
after resuscitation of frozen aliquots.

Spheroid formation assays

Cells (1,000/well) were seeded in 96-well ultra-low attachment
plates (Corning) and cultured for 7 days in serum-free culture
medium (MammoCult Human Medium Kit, Stemcell Technol-
ogies) supplemented with heparin (Stemcell Technologies) and
hydrocortisone (Stemcell Technologies). At day 7, the number of
spheres per well was counted manually by taking five large field
pictures of each well using a 4 x objective lens.
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Generation of cleaved CD95L

HEK/293T cells cultured in 1% FCS containing medium were
transfected with 3 pg of empty plasmid or a wild-type CD95L-
containing vector using the calcium/phosphate precipitation
method. Medium containing s-CD95L and exosome-bound
full-length CDY5L was harvested 5 days after transfection. Dead
cells and debris were removed by centrifugation (2 x 4,500 rppm/
15 minutes). Exosomes were pelleted by ultracentrifugation at
100,000 x g for 2 hours. Finally, debris- and exosome-free super-
natants were concentrated (Centricon; 10 kDa cutoff) and dia-
lyzed against PBS.

Western blot analysis

Cells were lyzed for 30 minutes at 4°C in lysis buffer
(25 mmol/L HEPES pH 7.4, 1% v/v Triton X-100, 150 mmol/L
NaCl, 2 mmol/L. EGTA supplemented with a mix of protease
inhibitors; Sigma-Aldrich). Protein concentration was deter-
mined using the Bicinchonic Acid Method (Pierce). Proteins were
separated on an 8% SDS-PAGE gel and transferred to a nitrocel-
lulose membrane (GE Healthcare). The membrane was blocked
for 30 minutes with TBST (50 mmol/L Tris, 160 mmol/L NaCl,
0.05% v/v Tween 20, pH 7.8) containing 5% w/v dried skimmed
milk or BSA and incubated overnight at 4°C with primary anti-
bodies (mouse anti-E-Cadherin, clone 36, BD Pharmingen;
mouse anti-Vimentin, clone V9, DAKO; and mouse anti- o-actin,
clone AC-74, Sigma) diluted in the same buffer used for saturation
(milk for anti-E-cadherin and anti-o-actin antibodies and BSA for
anti-vimentin antibodies). The membrane was washed with TBST,
followed by incubation for 1 hour with a peroxidase-conjugated
anti-mouse antibody (SouthernBiotech). Proteins were visualized
using the enhanced Chemiluminescence Substrate Kit (GE
Healthcare).

Flow cytometry analysis

Cells were stained for 30 minutes at 4°C with anti-CD24 (clone
ML5, BD Pharmingen), CD44 (clone G44-26, BD Pharmingen),
and anti-CD95 (clone DX2, BD Pharmingen) mAbs. Isotype-
matched murine fluorochrome-conjugated immunoglobulins
(PE mouse IgG2a, APC mouse IgG2b, and PE mouse IgGl1,
respectively; BD Pharmingen) were used as negative controls.

qRT-PCR

Total RNA was extracted from the cells using the NucleoSpin
RNA TIsolation Kit (Macherey-Nagel) and cDNA was generated
from 1 ug of total RNA using the High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). Quality and quantity of
total RNA and ¢DNA was measured using a DS-11 Spectropho-
tometer (DeNovix). Expression of mRNA was measured using
the TagMan Gene Expression Assay Kit (Applied Biosystems),
which contains primers and TagMan MGB probes specific
for the following genes: FAP1 (assay no: Hs00196632_m1),
ZEB1 (Hs00611018_m1), ZEB2 (Hs00207691_m1), CDH1
(Hs00170423_m1), SNAIL  (Hs00195591_m1), TWIST1
(Hs01675818_s1), and human GAPDH (Hs99999905_m1;
endogenous  control). The probes targeting SLUG
(ENST00000020945.3|ENSG00000019549.9) were designed
using the Universal Probe Library's Assay Design Center Tool
(Roche), and the forward (TGGTTGCTTCAAGGACACAT) and
reverse (GCAAATGCICIGITGCAGTG) primers were purchased
from Eurogentec. Expression of SLUG mRNA was measured using
Powerllp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), with
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human GAPDH used as an endogenous control. cDNA (50 ng)
was used for each qPCR reaction. All qPCR experiments were
performed in a QuantStudio5 Machine (Applied Biosystems) and
the data were analyzed using Thermo Fisher Connect Software
(Thermo Fisher Scientific). Relative expression of each gene was
calculated using the 2—AAC, method and expressed as a fold
change.

Cell death assay

Cell viability was measured in an MTT assay. Briefly, 4 x 10*
cells were cultured for 24 hours in flat-bottom, 96-well plates
along with the indicated concentrations of apoptosis inducer
(final volume, 100 pL). Next, 15 pL MTT (5 mg/mL in PBS)
solution was added and incubated at 37°C for 4 hours. Absor-
bance was measured using the Infinite F200 Pro (Tecan) at a
wavelength of 570 nm.

Cell migration assay

To determine whether s-CD95L contributed to T-cell migra-
tion, T cells were exposed to s-CD95L or control medium in
Boyden chambers. This migration assay was described previous-
ly (43). Briefly, to measure trans-endothelial migration of acti-
vated T cells, a 3-um sized porous membrane of a Boyden
chamber was used. Human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC) were plated to form a monolayer mimicking endothe-
lial barrier. Membranes were first hydrated in sterile PBS, then,
CD3/CD28-activated peripheral blood lymphocytes (PBL) iso-
lated from healthy donors (3 x 10° cells/300 pL) were added to
the top chamber covered with a monolayer of HUVEC in a low
serum (1%)-containing RPMI. Bottom chamber contained 500 uL
of RPMI 1% FBS in presence or absence of s-CD95L (100 ng/mL).
Cells were cultured in a CO, incubator at the same conditions as
adherent cells for 24 hours. Transmigrated cells were then counted
in the lower reservoir.

Patients

All clinical investigations were conducted in accordance with
the principles outlined in the Declaration of Helsinki. Blood
samples were collected from patients diagnosed with ovarian
cancer after written informed consent was obtained. The study
was approved by the local institutional review board (CEROG
2016-GYN-1003). Samples collected prospectively from patients
diagnosed with ovarian cancer between January 2010 and Decem-
ber 2013 were reviewed retrospectively. All samples were
obtained at the time of diagnosis and before chemotherapy
treatment. A total of 51 patients with advanced stage ovarian
cancer were analyzed: 37 with HGSOC, 6 with endometrioid
subtype, 4 with mucinous subtype, 2 with clear cell subtype, and 2
with low grade serous ovarian cancer. Thirty-six patients received
neoadjuvant chemotherapy after tumor sample plus interval
debulking surgery, and 15 underwent primary debulking surgery
followed by adjuvant chemotherapy. The surgical specimens were
evaluated histologically at the Department of Pathology. All
patients were staged according to the FIGO staging system (44).
After surgery, all patients received standard chemotherapy com-
prising carboplatin plus paclitaxel. For this study, the main
inclusion criterion was ovarian cancer with FIGO stage 11IC and
IV (i.e., carcinomatosis stage or higher) and a serum sample in
which the s-CD95L level before chemotherapy could be mea-
sured. Progression-free survival (PFS) was defined as the time
from diagnosis of ovarian cancer to the time of recurrence or
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death. OS was defined as the time from diagnosis of ovarian
cancer to the time of death. Observation time was defined as the
interval between diagnosis and time of last contact (death or last
follow-up). Data were censored at death or at the last follow-up
for patients without recurrence.

Measurement of s-CD95L by ELISA

S-CD9Y5L concentrations in the serum of patients with HGSOC
and healthy donors were measured by ELISA (Diaclone). All
blood samples were harvested at the time of diagnosis.

Tissue specimens and THC staining

Surgical specimens were fixed in 4% formalin, embedded in
paraffin, and stained with hematoxylin-eosin-saffron (HES).
Sections from each histologic specimen were reviewed by two
experienced pathologists (University Hospital, Rennes, France) to
confirm the diagnosis and grade according to the method of
Silverberg or Malpica (35). For each patient, a representative
HES slide and the corresponding paraffin block were selected.
The selected slide had to contain both tumor and adjacent stroma.
The formalin-fixed, paraffin-embedded blocks were cutinto 5-pm
slices and mounted on SuperFrost Plus Microscope Slides
(Menzel-Glaser). Expression of CD3 (clone SP7; Thermo Fisher
Scientific), CD4 (clone SP35; Cell Marque), CD8 (clone C8/144B;
Dako) CD20 (clone L26; Dako), CD163 (clone 10D6; Leica),
CD31 (clone JC70A; Dako), Podoplanin (clone D2-40; Invitro-
gen), FoxP3 (clone SP97; Eurobio Scientific), Granzyme B (clone
GrB-7; Millipore), IL17 (clone bs-2140R; Bioss antibodies), and
PD-L1 (clone E1L3N; Cell Signaling Technology) was assessed by
IHC (Ventana Discovery XT automaton, Ventana Roche). CD95L
(clone G247-4, BD Pharmingen) was immunostained manually.
After deparaffinization with toluene and rehydration with
ethanol, sections were incubated at 95°C and bathed in
‘I'ris-ED'TA at pH 8 prior to staining for CD4, CD8, FoxP3, CD20,
CD3, CD31, CD163, CCR6, and Granzyme B. For CD95I, sec-
tions were deparaffinized and rehydrated, incubated at 95°C, and
immersed in EDTA (pH 9). For all preparations, endogenous
peroxidase activity was blocked by incubation in 0.3% hydrogen
peroxide. The reactivity of all antibodies, except CD95L, was
revealed with a horseradish peroxidase (HRP)-labeled polymer-
conjugated secondary antibody followed by diaminobenzidine
(DAB; OmniMap DAB Roche). CD951. was revealed with an anti-
mouse HRP-labeled polymer-conjugated secondary antibody
followed by DAB (DAB Dako).

TIL count

According to the breast cancer guidelines (45) TILs can be
subdivided according to their location within the tumor: (i)
stromal TILs when located in the peritumoral space and (ii)
intraepithelial TILs, when they have penetrated the tumor islets.
These recommendations are for breast cancer, and yet, there is no
standardized approach to evaluate TILs in EOC. Thus, to avoid a
biased evaluation, we decided to perform a representative HES
slide, which had to contain both tumor and adjacent stroma,
to evaluate overall immune cells whatever their localization
in tumor. Each immunostained slide was scanned with a
NanoZoomer (Hamamatsu). For each patient, five large field
pictures were taken using a 5 x objective lens and Hamamatsu's
Software (NDPview). All fields were analyzed using NIS-Elements
Software (Nikon) and positively stained cells were counted; for
analysis, a specific threshold was applied for each antibody.
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SAS, v.9.4 (SAS Insti-
tute) and R logical Version 3.4.1 software programs. Quantitative
results were expressed as the statistical mean =+ SD and qualitative
results as percentages (%). The Mann-Whitney-Wilcoxon test
was used to compare the distribution of quantitative variables
between two groups (abnormal statistical distributions). The x*
or Fisher exact test was used to compare the distribution of
qualitative variables between two groups with theoretical head-
counts <5. The method of Contal and O'Quigley was used to
determine cut-off values for the continuous variables used to
examine prognosis (46). The correlation between TILs and levels
of cleaved CD95L was assessed using Spearman correlation. The
Kaplan-Meier method was used to compare survival curves
between groups. All tests were two-sided and a P < 0.05 was
deemed significant.

Ethical statement
This study was agreed to by local institutional review board and
French laws. All patients consented to participate.

Results

Serum CDY5L is a prognostic marker for HGSOC

The clinical data and outcomes of our current HGSOC cohort
match those of previously described cohorts (47, 48), indicating
that, although the number of patients was relatively small the
cohort is likely to be representative of larger HGSOC cohorts
(Supplementary Table S$1). In agreement with known clinical
prognostic factors (2, 48, 49), univariate analysis identified
involved lymph nodes (HR, 4.87; 95% CI, 1.67-14.16) and
residual disease after surgery (HR, 5.74; 95% Cl, 2.40-13.74) as
clinical parameters significantly associated with disease-free sur-
vival (DFS) and OS (Table 3). Multivariate analysis revealed that
residual disease after surgery (HR, 6.16; 95% CI, 2.27-16.67)
correlated with recurrence rate (Table 4). Because we showed that
serum CD95L is a poor prognosis marker in triple-negative breast
cancer (INBC) women (26), we next investigated whether the
concentration of serum CD95L in women with advanced ovarian
cancer was associated with clinical outcome. Serum CD95L con-
centrations in patients with ovarian cancer showed a more het-
erogeneous distribution than in healthy donors (Fig. 1A), and
there was no statistically significant difference between serum
CDY51. concentrations in patients with ovarian cancer and
healthy subjects (234.6 + 28.1 pg/mL vs. 359 + 73.8 pg/mL,
respectively).

The Contal and O'Quigley method (46) revealed that a serum
CD951. concentration of 516 pg/ml. showed the strongest prog-
nostic value for patients with HGSOC (Fig. 1C and E). We found
that this cutoff failed to discriminate patients with long-term DFS
from the whole population of patients with ovarian cancer
(Fig. 1B). Nonetheless, for patients with HGSOC, this concentra-
tion discriminated poor responders from long-term survival
patients (Fig. 1C). In agreement with this, the median concen-
tration of s-CD95L in patients with DFS < 12 months was
significantly lower than that in patients with a DIS
>12 months [236 (0-480) vs. 317 (0-738), respectively; P =
0.039; Fig. 1D], and the OS of patients with serum CD95L
concentrations > 516 pg/mL was significantly longer than that
of patients with a lower concentration (Fig. 1E). Furthermore,
univariate analysis pointed out that s-CD95L concentrations
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below 516 pg/mL were significantly correlated with node involve-
ment (28% vs. 46%, respectively; ” = 0.0409; Table 1) and node
involvement is strongly associated with tumor relapse (Table 3).

s-CD95L does not affect survival or proliferation of tumor cells
or their sensitivity to chemotherapy

Because high concentrations of s-CD95L in patients with
HGSOC were associated with a better clinical outcome, we asked
whether this ligand had a direct effect on death, proliferation,
and/or differentiation of ovarian cancer cells. CD95 can induce
cell death upon binding to membrane-bound CD95L (m-CD95L;
ref. 38). Therefore, we examined whether CD951. could kill
ovarian cancer cells. All tested ovarian cancer cell lines
(OVCAR-3, OVCAR-8, SKOV-3, and IGROV-1) and cells estab-
lished from patients with HGSOC (0170, 0370, 0386, and
0829) expressed CD95 (Supplementary Fig. S1A). These cells
were classified as epithelial (OVCAR3, 0370, 0170, and 0386) or
mesenchymal (0829, IGROV1, SKOV-3, and OVCAR-8) cells
based on the vimentin/cadherin ratio (Supplementary
TFig. S1B). Using a high s-CD95L concentration (i.e., 100 ng/mL),
we did not observe any cytotoxic effect of s-CD95L alone or in
combination with doxorubicin and carboplatin chemotherapy
drugs (Supplementary Fig. S2A and S2B).

Tumor heterogeneity is explained mainly by the hierarchical
organization of tumor tissues, in which several subpopulations of
self-renewing cancer stem cells (CSC) sustain the long-term
oligoclonality of the neoplasm (50). Moreover, CSCs are thought
to be the seeds required to establish distant metastasis, which is
responsible for poor clinical outcome (51). Addition of s-CD95L,
with or without chemotherapy agents, did not affect the number
of ovarian CSCs, defined as CD24"°"CD44"8"ALDH1* (Fig. 2A
and C; Supplementary Fig. S2C). Moreover, neither the epithelial
profile of OVCAR-3 nor the mesenchymal profile of OVCAR-8
varied in the presence of s-CD95L (Fig. 2B). Finally, in all tested
ovarian cancer cells, the rate of proliferation did not change in
the presence of s-CD95L (Supplementary Fig. S1D-S1F). Over-
all, these findings indicated that soluble CD95L has no effect
on cell death, proliferation, or differentiation of ovarian cancer
cells and does not enhance the antitumor effects of chemo-
therapeutic drugs. This leads to the hypothesis that s-CD95L
may affect the tumor microenvironment, specifically the num-
ber/composition of immune tumor-infiltrating cells, in
patients with HGSOC.

m-CDY5L is expressed on endothelial cells lining the blood
vessels of HGSOC tumors

CD95L is expressed by endothelial cells lining the vessels of
some ovarian cancers (41). Therefore, we wondered whether this
was also the case for HGSOCs. ITHC analysis of tumor sections
identified mCD95L in 29 (79.2%) patients, but notin 8 (20.8%).
Using serial tumor slices, we validated that mCD95L was
expressed by CD31-expressing endothelial cells (Fig. 3A), but
not lymphaticendothelium (D2-40+). Interestingly, the intensity
of m-CD95L expression in endothelial cells was correlated
with the quantity of s-CD95L dosed in serum of these patients
(Supplementary Tig. S3A and S$3B). Of note (and unlike
s-CD95L), we found no significant correlation between the inten-
sity of staining for m-CD95L in tumor tissue and PTS or OS
(Table 3), suggesting that metalloprotease-mediated release of
s-CD95L in ovarian cancers could exert an important biological
function that impacts prognosis.
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Serum cleaved CDI5L is increased in patients with HGSOC with better prognosis. A, Serum s-CD95L level in all ovarian cancer cohort compared with healthy
donor. B, Kaplan-Meier analysis of patients with recurrence ovarian cancer with s-CD95L higher (thick line) or lower (dotted line) than 516 pg/mL. C, Kaplan-
Meier analysis of recurrence in patients with HGSOC with cleaved CDI5L higher (thick line) or lower (dotted line) than 516 pg/mL. D, Serum cI-CD95L level
according to DFS (< or >12 months) in patients with HGSOC; *, P< 0.05. E, Kaplan-Meier analysis of OS in patients with HGSOC with cleaved CD95L higher (thick

line) or lower (dotted line) than 516 pg/mL.

m-CDY5L and the immune landscape in HGSOC

Next, because tumor-infiltrating immune cells (10, 11, 18) are
associated with a good clinical outcome in HGSOC, we examined
tissues for the presence of tumor-infiltrating T cells (CD3/CD4/
CD8/Th17), B cells (CD20), and macrophages (CD163). The
cytolytic activity of CD8™ T cells was monitored by staining for
Granzyme B. Checkpoint inhibitors are promising therapeutic
regimens for patients with HGSOC; therefore, we also stained
tissues for PD-L1. Although the intensity of CD3, CD8, CD4,
CD20, and CD163 markers did not change regarding the staining
of membrane CD95L in tumor tissues, transmembrane CD95L

www.aacrjournals.org

expression was significantly associated with the number of tumor-
infiltrating FoxP3 T cells (Table 2). This finding is in agreement
with results published by Coukos and colleagues (41), who
suggested that m-CD95L is a selective immune barrier; it killed
CD8™ cells but spared FoxP3-T cells. Nonetheless, we found no
significant correlation between the intensity of m-CD95L staining
and PFS or OS, indicating that unlike metalloprotease-cleaved
s-CD95L, its membrane bound counterpart is not a prognostic
marker for patients with HGSOC and that a yet unidentified
metalloprotease plays a pivotal role in the disease progression.
Because s-CD95L promotes T-cell trafficking in patients with
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Table 1. Clinical characteristics of patients with HGSOC according to a serum
s-CDI5L threshold of 516 pg/mL

s-CD95L s-CD95L
=516 pg/mL <516 pg/mL
Variable(s)* n=17 n-=30 P
Age (years; mean £SD) 65.1 £ 1.6 63.3 £ 1.0 0.6002
Menopause
No 1(14.3%) 1(3.8%) 0.3845
Yes 6 (89.7%) 25 (96.2%)
Missing data 0 (0%) 4 (7.7%)
Cal2s level (Ul/mL; mean +SD) 1,032 +1036 4155+ 9370 0.6399
FIGO stage
e 7 (100.0%) 22 (73.3%) 0.4400
% 0 (0%) 8 (26.7%)
Nodes Involved
Yes 2 (28.6%) 14 (46.7%) 0.0409
No 5 (71.4%) 7 (23.3%)
Not removed 5(20.8%) 9 (30.0%)
BRCA gene mutation carrier
No 2 (28.5%) 9 (30.0%) 0.4231
Yes 1Q14.2%) 1(3.3%)
Not known 4 (57.1%) 20 (66.6%)
Neoadjuvant chemotherapy
No 1Q14.2%) 9 (30.0%) 0.6471
Yes 6 (85.7%) 21(70.0%)
Residual disease after surgery
No 7 (100.0%) 22 (73.3%) 0.3079
Yes 0 (0.8%) 8 (26.7%)

NOTE: *, P < 0.05 in bold.
Abbreviation: BRCA, breast cancer gene.

lupus (ref. 52; Supplementary Fig. S4C) and expression of matrix-
metalloproteinase-7 (MMP7) is higher in these patients (53),
MMP7 might be a good candidate for the metalloprotease
involved in CD95L cleavage in HGSOC. Although the number
of tumor-infiltrating CD8™ ' cells did not correlate with the
expression of m-CD95L, we found that the number of activated
(GZB") CD8" T cells was higher in tumor tissues with greater
expression of m-CD95L (Supplementary Fig. S3C). Because
m-CDI5L levels were not associated with a good prognosis, but
activated (GZB") CD8" T cells were, this observation suggests
immunosuppressive activity even in tumors showing high endo-
thelial expression of m-CD95L.

§-CD95L and the immune landscape in HGSOC

Because high levels of serum s-CD95L. are associated with a
good prognosis in patients with HGSOC, we next investigated
whether the concentration of s-CD951. was associated with the
number of TILs. We observed that the concentration of
s-CD951. was correlated with the number of tumor-
infiltrating CD3~ and CD4-expressing T cells (CD3: r =
0.4373, P = 0.0068; CD4: r = 0.3284, P = 0.0472; Supple-
mentary Fig. S4A). Counterintuitively, the number of tumor-
infiltrating Treg cells (FoxP3™) in patients with HGSOC also
correlated with s-CD95L expression (r = 0.4584, P = 0.0043);
in contrast, the number of infiltrating IL17-producing Th17
cells did not (Fig. 3B; Supplementary Fig. S4A). The number
of B cells was associated significantly with the concentration of
s-CD95L (Fig. 3B; Supplementary Fig. $4A). Finally, we found
no correlation between s-CD95L levels and the number of
tumor-infiltrating macrophages (CD163™ cells; Fig. 3B; Sup-
plementary Fig. S4A). Also, there was no correlation between
s-CD95L and Granzyme B (a marker of CD8™ T-cell activation)
or PD-L1 (Fig. 3B; Supplementary Fig. S4A), suggesting that
s-CD95L is not involved in tumor recruitment/activation of
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cytolytic CD8" T cells (GZB) or expression of PD-L1, which
contributes to exhaustion of CD3™ T cells.

Overall, these findings suggested that the chemoattractant
s-CD95L increases recruitment of CD8" 1" cells and ‘Ireg cells,
among the CD4" T cells, to HGSOC tumors, leading to an
improved clinical outcome. Of note, we did not find any corre-
lation between serum s-CD95L level and CD3" T-cell count in
blood sample of patients with HGSOC (Supplementary Fig. S4B).
To confirm that s-CD95L was able to promote cell motility of
activated PBLs, we incubated CD3/CD28-activated PBLs in the
presence or absence of s-CD95L and evaluated cell migration
using Boyden chambers. As shown in Supplementary Fig. S4C,
5-CD95L enhanced the migration of activated T cells.

High levels of serum CD95I. (s-CD95L) is correlated with the
number of tumor-infiltrating immune cells in high-grade serous
ovarian cancer (HGSOC). These findings suggest that s-CD95L
might be used as a noninvasive marker of tumor immune infil-
tration. This would avoid tumor biopsy, which is difficult when
a patient has relapsed. Immune checkpoint inhibitors such as
PD-1/PD-L1 or CTLA4 antibodies are more effective in tumors
with immune infiltration. In future a personalized approach
could be envisaged: after initial treatment, patients with HGSOC
are tailored according to immune factors. Thus, s-CD95L as a
surrogate of tumor immune infiltration could be used to select
patients with HGSOC referred for immunotherapy trials. Patients
with low s-CD95L levels may be more appropriately directed to
clinical trials using molecular therapies.

Discussion

Here, we show that patients with HGSOC with high levels of
s-CD95L have a better prognosis than those with low levels. In
addition, high s-CD95Llevels correlate with increased numbers of
tumor-infiltrating immune cells, including ' cells (CD8' lym-
phocytes and Tregs) and B lymphocytes. These findings suggest
thats-CD95L plays a role in regulating tumor immune responses
in women with HGSOC and could therefore be a noninvasive
marker of tumor immune infiltration. Such a marker would avoid
the need for tumor biopsy, which is difficult when a patient has
relapsed. Immune checkpoint modulators such as PD-1/PD-L1 or
CTLA4 antibodies do not recruit lymphocytes, but break immu-
nosuppression, which lead to restore cytotoxic T-cell activity.
Indeed, PD-1/PD-L1 blockade is more effective in tumors with
immune infiltration. PD-1/PD-L1 antibodies trigger objective
tumor responses in only 20%-30% of patients with recurrent
ovarian cancer (34, 35). So far, no biomarkers are associated
strongly with high response rates, although PD-L1 expression on
both tumor and immune cells can be used to select patients that
are more likely to respond to PD1/PD-L1 treatment (34). How-
ever, a pathology sample is needed to assess these biomarkers.
Moreover, due to the heterogeneous nature of cancer, such a
sample may not reflect the disease. In future, a personalized
approach could be envisaged: after initial treatment, patients
with HGSOC are tailored according to expression of immune
factors. Thus, s-CD95L, as a surrogate marker of tumor immune
infiltration, could be proposed to select patients with HGSOC for
immunotherapy trials: indeed, patients with high s-CD95L
expression could be offered check point inhibitor treatment as
a maintenance therapy, and patients with low s-CD95L expres-
sion may be more appropriately referred to clinical trials of
chemotherapies. Nevertheless, a stronger efficiency of PD1/PD-
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L1 checkpoint inhibitor has still to be demonstrated for patients
with ovarian cancer with high infiltrate of immune cells as
compared with women showing a low immune response. By
now, the results ofimmunotherapy trials in ovarian cancer remain
disappointing. Mesnage and colleagues showed that neoadjuvant
chemotherapy increases tumor immune infiltration in some
patients with HGSOC (49); thus s-CD951. as a marker of tumor
immune infiltration may allow us to monitor immune responses
during neoadjuvant chemotherapy, and to select patients for

www.aacrjournals.org
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immunotherapy when a strong tumor immune infiltrate is
observed after neoadjuvant chemotherapy.

Although our data required an external validation with an
independent cohort, one strength of this study is that we selected
only patients with HGSOC and FIGO 1T and 1V stage (i.e.,
carcinomatosis stage or tumor peritoneal spread), which avoids
confusion with other subtypes of ovarian cancer harboring dif-
ferent molecular mutations (e.g., mucinous, endometrioid, or
clear cell ovarian cancer) and showing different immune
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responses (54, 55). Indeed, we observed no correlation between
survival and s-CD95L levels in patients with HGSOC, mucinous,
orendometrioid cancer. Furthermore, IHC experiments identified
several types of immune cell in tumor tissue from these highly
selected patients: Tregs (FoxP3 T cells), CD8 T cells, B cells (CD20
cells), and macrophages (CD163 cells). Zhang and colleagues
showed a correlation between TIL numbers and OS and PTS (11),
as did Tomsova and colleagues (13), Sato and colleagues (10),
and others (56, 57). Nevertheless, these studies suffer from lack of
immune cell markers and heterogeneity. A counter-intuitive result
is the better prognosis in patients with higher rate of tumor-
infiltrating Tregs (FoxP3 T cells). The magnitude of the immune

Mol Cancer Res; 17(12) December 2019

reaction including tumor-infiltrating CD4 " and CD8™ T cells and
FosP3" T cells is associated with a better prognosis. Of note, in
multivariate analysis, CD3" and CD8" T cells remain indepen-
dent parameters associated with a better survival, while FoxP3
T cells are not (Tables 4 and 5). It is also noteworthy that our IHC
analysis fails to discriminate the different subsets of Iregs. Indeed,
recent data showed that Tregs are heterogeneous, with five major
structurally and genetically distinct cell subsets, each representing
a stage of maturation with distinct functional capacities, which
could be proinflammation or tolerance (58).

In other tumor models such as breast cancer, TILs can be
subdivided according to their location within the tumor: stromal
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Table 2. Tumor-infiltrating cell count in patients with HGSOC based on IHC analysis of CD95L expression

Endothelial membrane

No membrane

CDY5L expression CD95L expression

Variable(s) (n=29) (n=28) P
s-CDI5L serum level 358.20 + 350.12 226.04 + 205.28 0.4485
CcD3 9,022.7 + 7,832.4 9,945.1 £ 13,658 0.4277
Ccp4 3,841.0 + 4,7601 11611 + 935.65 0.1555
CcD8 42623 + 5955.5 4,87.9 = 6,739.0 0.479
CD20 2,766.7 + 3933.3 14116 + 2,610.8 0.1006
FoxP3 717.62 + 750.59 276.25 + 353.65 0.0528
CD163 8,809.8 + 5,430.0 9,270.6 = 7,968.3 0.5927
iz 789.03 + 937.34 545.25 + 669.34 0.3660
PD-L1 904.41 +1360.1 527.63 + 563.54 0.5927
GRANZYMEB 1,722.6 +1,332.2 762.88 + 794.99 0.0173

NOTE: P < 0.05 in bold.

TILs when located in the peritumoral space and intraepithelial
TILs, when they have penetrated the tumor islets. This classifica-
tion was widely used in breast cancer and is now recommended in
clinical routine (45). Although these recommendations exist in
breast cancer, there is no standardized approach to evaluate TILs
in ovarian cancer. In this study, we decided to perform a repre-
sentative HES slide, which had to contain both tumor and
adjacent stroma, to evaluate overall immune cells whatever their
localization in tumor. Nonetheless, it would be interesting to
perform, in the future, additional studies to address whether a
correlation exists between TIL distribution and m-CD95L expres-
sion or s-CD95L serum level. Because evaluation of tumor
immune infiltration is difficult, the International Immuno-
Oncology Biomarkers Working Group advocates evaluating intra-
tumor lymphocytes in ovarian carcinoma using standard staining
methods such as HES. They suggest a semiquantitative evaluation
of the area occupied by inflammatory mononuclear cells
(lymphocytes and plasma cells, excluding polymorphonuclear
cells; ref. 45). These recent recommendations suggest the need for
a more reliable method of evaluating tumor immune infiltration
and accordingly, we examined TILs in the recommended way
using IHC. The serum concentration of s-CD95L may be a
reproducible and simple tool for evaluating tumor immune

Table 3. Univariate analysis of risk of recurrence or death

responses in patients with HGSOC. Furthermore, we found that
s-CD95L is an independent prognostic factor of PFS in HGSOC
(P = 0.0063). Patients with HGSOC with high level of s-CD95L
show a good prognosis, which is opposite to that found for
those with TNBC (59). This discrepancy may be due to differ-
ences in tumor load, disease history (metastasis for TNBC and
carcinomatosis for HGSOC), and different roles played by
s-CD9Y5L. In TNBC, s-CD95L triggers a promotile signal in
tumor cells, whereas in HGSOC it seems to contribute to the
immune landscape through molecular mechanisms that
remain to be elucidated.

Although we observed a correlation between expression of
m-CDI5L (assessed by IHC) in the tumor and serum s-CD95L
levels in patients with HGSOC, the 8 patients lacking m-CD95L
in the tumor still express s-CD95L in serum. This discrepancy
could be due to intratumor heterogeneity; further studies are
required to assess m-CD95L expression in a cohort from
whom multiple biopsies are obtained from anatomically dis-
tinct sites. Another hypothesis could be that the membrane-
bound ligand would already have been stripped from the
endothelial cell surface.

Motz and colleagues showed that m-CD95L on endothelial
cells in ovarian cancer selectively killed cytotoxic CD8 T

Risk of recurrence

Data HR (95% CI)

1.03 (0.52-2.06)
0.89 (0.42-1.86)
150 (0.63-3.56)

Age > 65 years
Serum Cal25 level (UI/mL) <1,200
Stage FIGO IV (vs. lllc)
Involved nodes
No 1
Yes 2.08 (0.90-4.82)
Not removed 3.80 (1.48-9.75)
Residual disease after surgery 5.74 (2.40-13.74)
Neoadjuvant chemotherapy 1.29 (0.60-13.74)
5-CD95L < 516 pg/mL 3.44 (1.29-9.15)

CD3 > 6,000 0.32 (0.15-3.76)
CD8 > 750 0.45 (0.20-1.01)
Granzyme B >1,200 1.62 (0.81-3.24)
CD4 > 803 0.51 (0.25-1.05)
IL17 > 740 1.58 (0.75-3.33)
Foxp3 > 700 0.46 (0.21-1.05)
CD163 > 5,500 0.56 (0.27-113)
PD-L1>1,000 0.36 (0.12-1.02)
CD20 > 1,060 0.39 (0.19-0.82)

Membrane CDI5L expression 0.64 (0.31-1.89)

Risk of death
P HR (95% CI) P
0.9332 1.09 (0.52-2.06) 0.8419
07519 0.85 (0.35-2.56) 07321
0.3583 197 (0.77-5.05) 0.2645
0.0209 1 0.0072

2.85 (0.90-9.00)

7.03 (2.05-24.12)
<0.0001 6.31(2.40-13.74) 0.0002
0.2937 269 (0.90-8.04) 0.0762
0.0135 4.45 (1.03-19.10) 0.0449
0.0040 0.28 (0.11-0.70) 0.0061
0.0532 0.35 (0.37-1.68) 0.0242
01733 2.52 (1.08-5.92) 0.0335
0.0670 0.42 (0.18-0.99) 0.0468
02318 114 (0.47-2.81) 0.7687
0.0639 0.76 (0.31-1.86) 0.5506
01048 0.62 (0.27-1.43) 02577
0.0550 0.37 (0.09-1.60) 0.1858
0.0134 0.33 (0.13-0.82) 0.0174
0.2842 0.56 (0.23-1.38) 0.2061

NOTE: P < 0.05 in bold.

www.aacrjournals.org

Mol Cancer Res; 17(12) December 2019

Downloaded from mcr.aacrjournals.org on January 13, 2020. © 2019 American Association for Cancer Research.

Page 73 sur 156

2545



Published OnlineFirst September 19, 2019; DOI: 10.1158/1541-7786. MCR-19-0449

De La Motte Rouge et al.

Table 4. Multivariate analysis of risk of recurrence
Risk of recurrence

Data HR (95% CI) P
Residual disease after surgery 6.16 (2.27-16.67) 0.0003
CD3 > 6,000 0.34 (0.15-0.79) 0.0124
Granzyme B <1,200 2.63 (1.16-5.95) 0.0207
s-CDI5L <516 pg/mL 3.54 (1.13-11.11) 0.0301
NOTE: P < 0.05 in bold.
Table 5. Multivariate analysis of risk of death

Risk of death
Data HR (95% IC) P
Residual disease after surgery 9.99 (2.61-38.19) 0.0035
CD3 > 6,000 0.27 (0.10-0.71) 0.0082
CD8 > 6,000 0.33 (0.12-0.87) 0.0252

prognosis. An s-CDI5L level > 516 pg/mL is a cut-off value for
assessing tumor immune infiltration in patients with HGSOC and
could be used to select patients for inclusion in clinical trials that
evaluate checkpoint inhibitor treatment responses, such as inhi-
bitors that block PD-1/PD-L1.
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lymphocytes, without affecting FoxP3 * regulatory Tlymphocytes;
they postulated that CD95L expression on tumor endothelial cells
is a poor prognostic factor due to this mechanism, which gen-
erates a tolerogenic microenvironment (41). Our data suggest that
the mechanism proposed by Motz and colleagues is not complete
and that the CD95/CD95L system plays a more complex role in
cancer. Indeed, we showed that s-CD95L is a good prognostic
factor because it could contribute to drive antitumor immune
responses; however, data obtained with m-CD95L confirm the
results of Motz and colleagues, in that a higher number of FoxP3
I cells are accumulated in tumors of patients with endothelial
expression of m-CD95L as compared with those in which CD95L
is not detected. The metalloprotease that cleaves m-CD95L to
generate s-CD95L is the missing link that prevents us from
presenting a more complete overview of HGSOC prognosis based
onthe CD95/C95L system. Nevertheless, our findings support the
utility of s-CD95L as a biomarker for selecting patients with
HGSOC for checkpoint inhibitor treatment trial.

Conclusion

Serum concentration of s-CD95L. is associated with an
increased number of tumor-infiltrating FoxP3 T cells and a better
prognosis in women with HGSOC. s-CD95I. levels correlate with
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Article 2 - le cycle congélation-décongeélation des cellules de cancers du sein
triple négatifs modifie les profils CD24 / CD44 des cellules tumorales et le
pourcentage de cellules immunitaires infiltrant la tumeur. BMC Res Notes. 2018
Jun 20;11(1):401 (242)

Introduction

Dans les cancers du sein triple négatifs, un niveau sérique élevé de CD95L est corrélé
a un risque de rechute élevé (84). Pour étudier le role du systeme CD95/CD95L sur
les cancers du sein triple négatifs, notamment sur l'infiltrat immunitaire et les cellules
souches tumorales, nous avons proposé que des échantillons de tumeurs triple
négatives prélevées chez des patientes au moment de la chirurgie soit dissociées puis
analysées par cytométrie de flux a I'état frais notamment pour CD45+ (identification
des cellules immunitaires) et CD45- CD24/CD44 (identification des cellules souches
possédant une signature CD45-CD24LowCD44High). L’échantillon tumoral non utilisé
était congelé selon des procédures standard et conservé a - 150°C.

Afin de vérifier si I'’échantillon n’était pas modifié par la cryoconservation, nous avons
procédé a une décongélation puis ré-analysé par cytométrie de flux (n=15 patientes)
les cellules provenant des tumeurs dissociées. Au moment de la décongélation, il est
noté 25% de cellules mortes, provenant principalement des cellules CD45- (cellules
tumorales). La principale population de cellules affectée est celle CD45-
CD24'°%CD44'°% avec pour conséquence un enrichissement en cellules
CD24°wCD44Migh correspondant aux cellules souches. Afin de vérifier si ces cellules
étaient modifiées par la congélation, des procédures de culture cellulaire pour la
culture de cellules sphéroides (isolement de cellules souches) ont été conduites a
partir d’échantillon frais et congelé/décongelé pour 3 patientes, puis une analyse
génomique transcriptomique réalisée sur les cellules tumorales et du
microenvironnement. L'analyse de I'ontologie génétique a révélé que le processus de
congélation / décongélation a conduit a la modification de I'expression de 274 génes
(fold change> 2, P <0,05); la plupart d'entre eux étaient associés a la transition
épithéliale & mésenchymateuse (EMT), tissus morphogenese et jonction et adhésion
cellulaires. Parmi ceux-ci, 224 genes (82%) considérablement sous exprimés dans les
cellules issues de la congélation /décongélation par rapport a ceux issues des tumeurs

fraiches. Ces résultats suggerent que soit la cryoconservation épargne les cellules
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souches présentant les plus profils mésenchymateux deédifférenciés ou favorise une

reprogrammation de la transition épithéliale mésenchymateuse.

Résultats et conclusion

Nous avons identifi€ un nouveau probléme pour l'analyse de données issues
d'échantillons de tumeurs congelées. Nos résultats suggerent qu'il sera difficile
d'identifier des signatures robustes transposables en routine clinique si elles sont
mises au point apres un processus de congélation/décongélation. Nous déconseillons
fortement ['utilisation d’échantillon de tumeur congelés dissociés pour une
caractérisation précise de la population cellulaire car la décongélation crée un
déséquilibre dans la proportion de sous-populations de cellules immunitaires et
tumorales. De plus, parce que les signatures transcriptomiques de mammosphéeres
dérivées d'échantillons congelés / décongelés ne sont pas représentatives de celles
issues des cellules souches prélevées a I'état frais, cela excluant leur utilisation pour
l'identification de nouveaux facteurs pronostics et / ou cibles thérapeutiques. Nous
suggérons fortement que les futures études impliquant des cellules tumorales
dissociées soient effectuées uniquement sur des tumeurs fraiches, jusqu’a ce que soit
développées par les biobanques tumorales des méthodes validées préservant
I'nétérogénéité tumorale lors des processus de congelation/décongelation des cellules

vivantes isolées de tumeurs réséquées.
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Abstract

in terms of quantitative and qualitative profiling.

for prognostic/predictive markers.

Introduction

Personalized medicine necessitates identification of bio-
markers that are accurate, sensitive, and disease-specific.
This is particularly true for cancer, which is a disease
characterized by marked tumor heterogeneity. Although
thousands of biomarkers have been described, few have
translated successfully to the clinic. Biomarkers are cru-
cial not only for tumor diagnosis and prognosis, but
also for better stratification of patients, which reduces
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B BMC

Objective: The use of novel methods to characterize living tumor cells relies on well-conceived biobanks. Herein, we
raised the question of whether the composition of fresh and freeze/thawed dissociated tumor samples is comparable

Results: Breast cancer is a heterogeneous disease, encompassing luminal A and B, basal/triple-negative breast
cancer (TNBC), and ERBB2-like tumors. We examined living cells dissociated from TNBC and found that a classical
freeze/thaw protocol leads to a marked reduction in the number of CD45~CD44"°¥CD24" tumor cells. This, in turn,
changed the percentage of tumor cells with certain CD44/CD24 expression patterns and changed the percentage of
tumor-infiltrating immune cells. These cryopreservation-driven alterations in cellular phenotype make it impossible
to compare fresh and frozen samples from the same patient directly. Moreover, the freeze/thaw process changed the
transcriptomic signatures of triple-negative cancer stem cells in such a manner that hierarchical clustering no longer
ranked them according to expected inter-individual differences. Overall, this study suggests that all analyses of living
tumor cells should be conducted only using freshly dissociated tumors if we are to generate a robust scoring system

Keywords: Triple negative breast cancer, Immune infiltrate, Living biobank, Frozen

concerns related to over-treatment of indolent cancers
and under-treatment of aggressive cancers.

Among women, breast cancer is the most common
cause of cancer, and the second leading cause of can-
cer death after lung cancer [1, 2]. Triple-negative breast
cancer (TNBC) represents 15-20% of all breast cancer
cases. It comprises a heterogeneous tumor subset that
lacks expression of estrogen and progesterone receptors
and does not overexpress HER2. As a group, TNBCs are
aggressive and prognoses and clinical outcomes are poor
[1]. The low percentage of tumor-infiltrating lympho-
cytes (TILs) [3] and accumulation of cancer stem cells
(CSCs) [4] mean that TNBCs often show drug resistance,
recurrence, and metastasis [5, 6]. Therefore, exhaustive
characterization of tumor-infiltrating immune cells and

©The Auther(s) 2018. This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International License
(htipi//creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license,

and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/

publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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tumor cell heterogeneity is crucial if we are to identify
new prognostic and predictive biomarkers and therapeu-
tic targets.

Most, if not all, genomic and proteomic studies are per-
formed using flash-frozen tumor tissues; hopefully, such
tissues will yield transcriptomic and/or protein signa-
tures that can be used to develop a personalized medicine
approach. However, the complexity and heterogeneity of
TNBC tumors mean that clinicians have yet to achieve
this goal. We hypothesized that the use of novel methods
to exhaustively characterize dissociated and living tumor
cells may move us a step closer. For instance, multipa-
rameter flow cytometry (i.e., cyTOF, single cell sequenc-
ing) can reveal detailed signatures that are unique to cells
inside a tumor (e.g., immune, stromal, and tumor cells)
and, by so-doing, identify new markers associated with
relapse, and/or targets for a new generation of therapeu-
tic drugs. Accordingly, laboratories will come to rely on
well-conceived biobanks to develop dissociated cancer
tissues.

Main text

Methods and patients

Patients

Patients (n=15) were diagnosed and treated at the
Centre Eugéne Marquis between 2017 and 2018. None
showed evidence of relapse at the time of diagnosis and
none received chemotherapy, endocrine therapy, or radi-
ation therapy prior to surgery. Treatment decisions and
follow-up processes were based solely on international
recommendations.

Tumor samples

Triple-negative breast tumors were collected by a pathol-
ogist after resection by a surgeon and immediately placed
in RPMI medium. The dissociation process initiated
within 2 h after surgical resection. Tumors were disso-
ciated using the tumor dissociation kit (Human) (Milte-
nyi Biotec GmbH), which is optimized to deliver a high
yield of tumor cells and TILs while preserving important
cell surface epitopes. TNBC pieces were weighed and
cut into small pieces (<2 mm?), which were then treated
with dissociation kit (Human) in a gentleMACS Dissocia-
tor, according to the manufacturer’s recommendations.
Briefly, tumors were mechanically dissociated in the gen-
tleMACS dissociator for 36 s and then incubated at 37 °C
for 30 min under continuous rotation. Next, a cycle of
mechanical—chemical-mechanical dissociation was per-
formed and dissociated cells were resuspended in RPMIL.
Macroscopic pieces were removed using a Corning® cell
strainer (70 um). Tumor cells were then washed twice in
RPMI (20 ml) and counted using a hemocytometer.
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Flow cytometry

Tumor cells (50,000 cells) were suspended in PBS supple-
mented with 2% BSA, 2% FCS, and FcR block (Miltenyi
Biotec GmbH) at 4 °C for 20 min. Cells were then stained
for 30 min at 4 °C with anti-CD24 PE (clone ML5, BD
Biosciences), anti-CD44 APC (clone G44-26, BD Bio-
sciences), and anti-CD45 PE-Vio770 (clone 5B1, Miltenyi
Biotec GmbH) antibodies. Isotypic antibodies were used
as a control for each fluorochrome (obtained from the
same manufacturers). Cells were then washed twice in
PBS supplemented with 2% BSA and 2% FCS and resus-
pended in PBS. To assess cell viability, cells were incu-
bated with 7-AAD (BD Biosciences) for 10 min prior to
cytometry analysis. Data were acquired using a Novo-
cyte cytometer (ACEA Biosciences) and analyzed using
Flow]Jo or Novoexpress software.

Cryopreservation and storage

The freezing process was carried out using standardized
freezing procedures, following the guidelines issued by
the “Haute Autorité de Santé’ the government agency
regulating the French healthcare system, for human tis-
sue and cell samples biobanking. Freshly dissociated
tumor cells were frozen in 1 ml of human serum albumin
(HSA) Vialebex® (LEB BIOMEDICAMENTS, Les Ullis,
France) supplemented with 10% DMSO (Sigma Aldrich).
Each vial contained 2-5 x 10° cells (depending on the
tumor dissociation yield). Briefly, freshly dissociated cell
pellets were resuspended in 500 pl of pre-cooled HSA.
Then, 500 pl of pre-cooled HSA containing 20% DMSO
solution was added drop by drop to the cell suspension.
The suspension was then homogenized and transferred
to a cryotube. To ensure a standardized and controlled
rate of freezing (— 1 °C/min), cryotubes were first placed
in a CoolCell® LX Cell Freezing Container (BioCision) at
—80 °C. After 24 h, cells were transferred to a freezer set
at — 150 °C. All freezers were monitored; no critical tem-
perature variations were recorded during storage.

For thawing, cells were placed in a water bath at 37 °C
and then transferred to RPMI (40 ml) at RT to allow com-
plete thawing. After a second wash in 20 ml of RPMI, the
cells were counted using a hemocytometer. Cell viability
was assessed using Trypan Blue.

Generation of mammospheres

Matched freshly dissociated and thawed tumor cells
from the same patient were treated in the same way.
Cells (1.5 x 10°) were seeded in 2 ml of Mammocult
medium (StemCell Technologies) supplemented with
heparin (4 pg/ml; Stem Cell Technologies), hydrocor-
tisone (480 ng/ml; Stem Cell Technologies), penicillin
(100 units/ml), and streptomycin (100 pg/ml) (Gibco) in
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ultra-low binding 6-well plates (Corning). After 15 days
at 37 °C/5% CO,, mammospheres were collected and
passed through a cell strainer (40 pm) to separate sus-
pended cells from mammospheres. Next, mammos-
pheres were dissociated with trypsin/EDTA (0.05%
trypsin; Gibco) for 5 min. Dissociated cells were washed
twice in PBS and stained as described above. RNA
extracted from mammospheres using the NucleoSpin
RNA XS extraction kit (Macherey—Nagel), according to
the manufacturer’s recommendations.

Microarray analysis

RNA quality was assessed using an RNA6000 nano chip
(Agilent). For each condition (fresh or freeze/thawed),
9 ng of RNA was reverse transcribed using the Ovation
PicoSL WTA System V2 (Nugen, Leek, The Nether-
lands). Fragmented cDNAs were hybridized to GeneChip
Human Gene 2.0 ST microarrays (Affymetrix), which
were scanned by a GeneChip Scanner 3000 7G (Affym-
etrix). Raw data and quality-control metrics were gen-
erated using Expression Console software (Affymetrix).
Probes were mapped using Brainarray V23 CDF files
(http://brainarray.mbni.med.umich.edu/) and normal-
ized by robust multi-array averaging with R software.
Statistical analyses were performed using the limma R
package; genes showing a twofold change in expression
and a P value of 0.05 were considered significant. Gene
Ontology terms enrichment analyses were performed
using the ToppGene Suite (Chen ], Bardes EE, Aronow
BJ, Jegga AG 2009. ToppGene Suite for gene list enrich-
ment analysis and candidate gene prioritization. Nucleic
Acids Research https://doi.org/10.1093/nar/gkp427).
Hierarchical clustering was performed using Morpheus
Matrix visualization and analysis software (https://softw
are.broadinstitute.org/morpheus/).

Accession numbers
Raw and normalized data have been deposited to the
GEO database accession ID GSE114359.

Results

We raised the question of whether the composition of
fresh and freeze/thawed samples from the same patients
was sufficiently similar in terms of quantitative and quali-
tative profiling and asked whether both could be used to
investigate TILs (CD45-positive cells) and the pheno-
type (CD45"¢4CD24"CD44'8Y) of CSCs. To address
this, we used multiparameter flow cytometry to com-
pare the phenotypes of 15 freshly dissociated TNBCs
and their matched cryopreserved counterparts. Briefly,
to minimize mortality due to sample processing time,
the pathologist collected samples in RPMI medium and
the dissociation process was started within a maximum
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of 120 min after surgical resection. Fresh TNBCs were
dissociated using the Miltenyi Tumor dissociation kit
(Human); 0.8 million cells were analyzed. In paral-
lel, we cultured 1.5 x 10° cells in serum-free medium in
low-attachment plates to isolate spheroids, which are
enriched in CSCs (see “Methods and patients” section).
The remaining cells were frozen using a standardized
procedure following the French “Haute Authorité de
Santé” guidelines to biobanks and kept for 2 weeks in a
freezer at — 150 °C. The cells were then thawed and ana-
lyzed immediately by flow cytometry; spheroids were
also generated. Total RNA was isolated from fresh and
thawed spheroids and the transcriptomic signatures
compared (see Additional file 1: Figure S1).

Cell viability was assessed by 7-AAD staining. The
results showed that the freezing/thawing procedure for
dissociated TNBC cells yielded 25.4% dead cells, with
five dissociated tumor samples showing a drop in abso-
lute numbers of 10% or less, and four tumors showing
more than 50% dead cells (Fig. 1a) after thawing. The
reasons for this were unknown since all samples were
treated in a similar manner. Strikingly, most of the cells
that died following the freezing/thawing process origi-
nated from the CD45— population (Fig. 1b), which in
turn impacted the percentage of tumor-infiltrating leuko-
cytes (i.e., CD45+ cells; Fig. 1b). Of note, the percentage
of tumor cells with a CD45-CD24°VCD44" phenotype
fell markedly after thawing (Fig. 1c, d). Two hypotheses
may explain these losses: either these cells are highly sen-
sitive to freezing/thawing, or they are reprogrammed to
exhibit a different CD24/CD44 phenotype. The percent-
age of dead cells observed in Fig. 1a and the short delay
between thawing and immunophenotyping are not com-
patible with the latter hypothesis, strongly suggesting
that CD45-CD24"CD44" cells do not tolerate the
freeze/thaw process well. Loss of this population resulted
mainly in artificial enrichment of the CD24™i8hCD44lo¥
cell population and, albeit to a lesser extent, the
CD24'%CD44Me" and CD24"e"CD44Mis" populations
(Fig. 1d). Because the CD24'°CD44Mie" lineage was
enriched after the freeze/thaw cycle, and this cell subset
seems to correspond to stem/progenitor cancer cells [5,
6], we next wondered whether the transcriptomic sig-
nature of these enriched CSCs varied after the freezing/
thawing process. To compare the transcriptome of CSCs
derived from fresh and frozen samples, we used stringent
cell culture procedures to culture spheroid cells. Com-
pared with the bulk of dissociated tumor cells, spheroids
were enriched for CD24°¥CD44Migh cells (Fig. 2a). Next,
we examined freshly dissociated TNBC cells from three
different TNBC patients, along with the cells from the
same patients frozen immediately after dissociation and
cryopreserved for 15 days before thawing. Both sets of
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Fig. 1 Flow cytometry analysis of freshly dissociated and frozen tumor samples. a Left panels viability of fresh (upper) or freeze/thawed (lower)
tumor cells was assessed using the non-permeant fluorescent DNA marker 7-ADD. The gate shows the percentage of living cells. Right panels
percentage of dead cells observed after thawing 15 TNBCs. b Leucocytes and non-immune cells (mainly tumor cells) within the dissociated tumor
cell population were analyzed by flow cytometry after staining with an anti-CD45 mAb. The percentage of CD45+ (leukocytes) and CD45— (tumor
cells) before and after freezing is depicted. Statistical differences were evaluated using the Mann-Whitney U test. ¢ Two examples of fresh and
freeze/thawed dissociated tumor cells. Expression of CD44 and CD24 by CD45— tumor cells was evaluated. d Comparison of the proportion of
CD45~— tumor cells showing CD24 and CD44 before and after the freeze/thaw process. P values were calculated using a paired Student’s ¢ test
(n=15). Density plot showing the percentage of living tumor cells expressing CD24 and CD44 before and after cryopreservation

cells were cultured for 15 days in serum-free medium in
low-adherence plates to select CSCs (CD44Me"CD24'o")
and the transcriptomic signatures were compared
(Fig. 2b). Unexpectedly, unsupervised hierarchical clus-
tering of these tumor cells ranked tumors according to
whether they had been subjected to freeze/thaw treat-
ment and not according to their inter-individual dif-
ferences; this shows that freeze/thawing the cells had
a deleterious effect in their transcriptomic signatures.
Gene Ontology terms enrichment analysis revealed that
the freeze/thaw process drove deregulation of 274 genes
(-fold change >2, P<0.05); most of these were associated
to epithelial to mesenchymal transition (EMT), tissues
morphogenesis and cell junction and adhesion (Fig. 2c).
Of these, 224 genes (82%) in freeze/thaw spheroids were
significantly down-regulated when compared with those
in fresh spheroids( Table 1). Because these genes play a

role in organization of cell junctions and are lost during
freeze/thaw of CSCs, we suggest that cryopreservation
either spares breast cancer stem cells showing the most
dedifferentiated mesenchymal profiles or favors EMT
reprogramming (Fig. 2c and Additional file 2: Table S1).

Discussion

Although one study did examine the impact of cryo-
preservation on gametes and embryos, this study appears
to be the first to examine phenotypic changes caused by
freeze/thawing living cells isolated from cancer patients
[71.

Although molecular oncology has opened new ave-
nues to classifying human cancers from a molecular
standpoint, a number of issues associated with het-
erogeneous genomic platforms limit their ability to
identifying signatures capable of predicting biological
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Fig. 2 Transcriptomic signatures of fresh and freeze/thawed CSCs. a Flow cytometry analysis of freshly dissociated tumor cells and spheroids
derived from the tumor after 15 days of culture in low serum/low adherence conditions. The dot plot is representative of data obtained from all

15 tumors. b Heatmap showing RNA expression by spheroids derived from fresh or frozen tumor cells from three different patients. Hierarchical
clustering was performed on Robust Multi-Array Average (rma)-normalized expression data using the One minus Pearson’s correlation method.

¢ Overall, 274 genes showed differential expression in spheroids isolated from fresh and frozen tumors. Network representation of GO terms
(biological process) significantly enriched in the 224 genes downregulated in freeze/thawed mammospheres as compared to fresh ones. Similar go

behavior and/or identifying new molecular targets for
more effective and less toxic therapeutic interventions
[8]. We identified a novel issue using data meta-analysis
based on profiling of fresh and frozen tumor samples;
our findings suggest that it will be difficult to identify
robust signatures transposable to patients if freeze/
thawed dissociated cancer tissues are used.

We strongly discourage the use of frozen dissoci-
ated tumor sample for accurate cell population char-
acterization, as thawing creates a disequilibrium in the
proportion of immune and tumor cell subpopulations.
In addition, because the transcriptomic signatures of
mammospheres derived from frozen/thawed samples
are not representative of those of initial CSCs, this
study rules out their use for identification of new prog-
nostic and/or therapeutic targets. We strongly suggest
that future studies involving dissociated tumor cells

should be conducted using fresh tumors only; in paral-
lel, tumor biobanks should develop validate methods of
freezing living cells isolated from resected tumors that
preserves tumor heterogeneity. In this way, we may be
able to generate robust scoring systems for prognos-
tic, predictive, and therapeutic markers. Such a system
is an unmet clinical need with respect to patients with
TNBC.

Limitations

Although, the freeze—thaw shock seems mainly to
affect immune cells, a more detailed analysis would be
required to further investigate whether some minor
immune subsets could be affected by this stress and
thereby, could also alter the conclusions drawn from
analyses performed using freeze/thaw living cells.
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Additional file 1: Figure S1. Flowchart showing the TNBC dissociation
and spheroid protocols.

Additional file 2: Table S1. Gene ontology enrichment associated with
the freeze/thaw process in TNBCs.
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Article 3 — Maintien du CD95 sur les cellules de cancers du sein triple négatifs
pour éviter [l'activité anti-tumorale des cellules NK. Submitted. bioRxiv
2021.02.12.431011; doi: https://doi.org/10.1101/2021.02.12.431011

Introduction

Aprés délétion spécifique du CD95 dans des cancers de I'ovaire ou de cancer du foie
induit chimiquement, il a été démontré dans des modeles murins qu'il existe une
réduction de la croissance tumorale tres importante, voir une absence complete de
tumeur (223,228). D’ailleurs, dans les tumeurs résiduelles, I'expression de CD95 est
présente, indiquant un échappement au mécanisme utilisé pour supprimer
'expression de CD95, et montrant ainsi I'importance de cette molécule pour la
croissance tumorale in vivo. Dans les cancers du sein triple négatifs, CD95 est
fortement exprimé a la surface des cellules tumorales, alors qu'il existe normalement
une induction de I'apoptose via le CD95L par les cellules immunitaires.

Le but de I'étude rapportée ici est de comprendre le mécanisme par lequel CD95 est
indispensable a la croissance tumorale. L’hypothése évaluée concerne le réle
potentiellement important de la présence de CD95 dans la régulation de
I'environnement immunitaire tumoral. Ainsi, dans cette étude, il a été testé la capacité
des cellules tumorales sauvages ou délétées de CD95 a modeler le systéme
immunitaire infiltrant la tumeur. Pour cela, nous avons étudié la croissance tumorale
in vitro et in vivo dans un modéle de tumeur du sein triple négative murine (4T1), en
présence ou non de l'expression de CD95, et en analysant I'environnement
immunitaires chez des souris immunodéficientes et immunocompétentes apres

implantation des cellules tumorales 4T1.

Résultats et conclusion

Nous avons montré in vitro que la délétion de CD95 dans les cellules tumorales 4T1
n'affecte pas la croissance tumorale, mais diminue la capacité a former des cellules
souches. In vivo chez des souris immunodéficientes, les cellules 4T1 déficientes en
CD95 ont une croissance plus rapide que les cellules exprimant CD95 mais ne font
pas de métastase, ceci étant probablement associé au réle de CD95 dans le maintien
du caractere souche de ces cellules. De maniére surprenante, la croissance des

cellules 4T1 déficientes en CD95 est trés limitée par a rapport a celle des cellules
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exprimant CD95 dans les souris immunocompétentes suggérant que I’élimination de
CD95 dans les cellules 4T1 favorise leur élimination par le systeme immunitaire. La
suppression du CD95 entraine une infiltration par des cellules immunitaires
antitumorale (CD4+, CD8+, B cells) et une diminution de linfiltration par les cellules
myéloides suppressive (MDSC) qui augmentent la tolérance du cancer. L’étude plus
fine de la réponse antitumorale grace a des déplétions spécifiques des sous-
population immunitaires (CD4+, CD8+, MDSC, NK) montre que ce sont principalement
les cellules NK (et a un moindre degré les cellules T CD8 +) qui sont responsables de
la croissance réduite des tumeurs CD95 K.O.

En résumé, nos données soulignent que le maintien de I'expression de CD95 sur les
cellules tumorales permet de limiter la réponse anti-tumorale NK dans un modéle de
tumeur triple négative. L’élimination de CD95 va au contraire entrainer une destruction
tumorale par le systeme immunitaire, suggérant que le CD95 pourrait agir comme un
nouveau checkpoint immunitaire. La génération d'antagonistes ciblant le CD95
pourrait s'Taccompagner d’effets thérapeutiques similaires aux traitements ciblant PD1

[/ CTLA-4, voir méme renforcer leur efficacité.
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Abstract

The apoptosis inducing receptor CD95/Fas has multiple tumorigenic activities. Stimulation by its
cognate ligand CD95L on many cancer cells increases their growth, motility, ability to invade
and/or their cancer stemness. Using genetically engineered mouse models of ovarian and liver
cancer, we previously reported that deletion of CD95 in the tumor cells strongly reduced their
ability to grow in vivo [1, 2]. Using a combination of immune-deficient and immune-competent
mouse models, we now establish that loss of CD95 in metastatic triple negative breast cancer cells
prevents tumor growth by modulating the immune landscape. CD95 deficient but not wild-type
tumors barely grow in an immune-competent environment and show an increase in immune
infiltrates into the tumor. This growth reduction is caused by NK cells and does not involve CD8*
T cells. On the other hand, in immune compromised mice CD95 k.o. cells are not growth inhibited,
but they fail to form metastases. In summary, we demonstrate that in addition to its tumor and
metastasis promoting activities, CD95 expression by tumor cells can exert immune suppressive
activities providing a new target for immune therapy.
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Introduction

CD95/Fas is a well characterized death receptor that in permissive cells or when crosslinked in
cancer cells in vitro mediates induction of apoptosis when stimulated by its cognate ligand CD95L
[3-5]. It is now well established that CD95 also has multiple nonapoptotic functions [6-8]. Many
of these activities are tumor promoting (reviewed in [9, 10]). We previously demonstrated that
neither a low grade serous nor an endometrial ovarian cancer, nor a chemically (DEN) induced
liver cancer efficiently grew in mice after tissue specific deletion of CD95 in the ovaries or the
liver, respectively [1, 2]. In fact, in all three models either no tumors formed or their numbers and
sizes were severely reduced. Interestingly, all tested DEN-induced liver cancer nodules or low
grade ovarian cancer that formed in mice still expressed CD95 [2] indicating that these tumors
were escapers caused by the inefficiency of Cre recombination used to delete CD95 and pointing
out a pivotal role of CD95 in cancer cell survival in vivo. However, it was not clear whether this
activity of CD95 was cell autonomous or required cells of the tumor microenvironment.

Among women, breast cancer (BC) is the most common cause of cancer, and the second
leading cause of cancer death [11]. BC is a heterogeneous disease whose molecular classification
has been significantly improved to distinguish luminal A and B expressing hormonal receptors
including estrogen (ER) and/or progesterone receptors (PR), basal/triple negative breast cancer
(TNBC), and human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)-like tumors. This molecular
taxonomy is clinically relevant with basal/ TNBC patients presenting the poorest clinical outcome
with no targeted therapies available as compared to other molecular subtypes. TNBCs progress
rapidly and generate metastases that remain the major cause of cancer-related mortality in these
patients [12]. TNBC presents a major intratumoral heterogeneity that contributes to therapy failure
and disease progression. The origin of this cellular heterogeneity is mainly explained by several
subpopulations of self-renewing breast cancer stem cells (CSCs) sustaining the long-term
oligoclonal maintenance of the neoplasm [13]. We recently reported that engaging CD95 on ER
positive BC cells contributes to CSC survival [ 14, 15]. Although CD95L-expressing immune cells
edit tumor cells by sparing cancer cells expressing low CD95 level at their plasma membrane [16],
CD95 is highly expressed on TNBC [17] and the function of this receptor in these cancers remained
unknown.

Myeloid derived suppressor cells (MDSCs) were initially identified in human and mouse
cancers due to their potent immunosuppressive activity [18, 19]. MDSCs are a heterogeneous
population of immature myeloid cells that include monocytic (M-MDSC,
CD45*CD11b*Gr1Miehy6CMieh) and granulocytic (G-MDSC, CD45*CD11b*Gr1'ie"Ly6G*) subsets
both of which have been shown to exert immune-suppressive activities. Within tumors, additional
myeloid cells referred to as tumor-associated macrophages (TAM) display immunosuppressive
activity [20].

The presence of these cells inside the tumor seems to favor not only tumor cell survival but
also angiogenesis and metastases [21] suggesting that inhibitors of MDSC recruitment inside
tumors might represent an attractive therapeutic option [22]. To examine the role of CD95 in a
TNBC model, we generated two independent sets of CD95 knockout 4T1 clones using different
methods and on different continents. Only in immune competent mice, the deletion of CD95
caused a dramatic loss of tumor growth. This was accompanied by an increased T-cell infiltration
(CD4+ and CD8* T cells) and a reduction in G-MDSCs inside the tumors. A substantial increase
in many other immune cells including natural killer (NK) cells was detected in the k.o. tumors as
compared to control cancer cells. Most notably, depletion of tumor-infiltrating macrophages
(TAM), CD8* and CD4+* T-cells did not restore tumor growth of the k.o. cells while elimination of
NK cells did. Our data point at a novel role of CD95 as a general immune suppressive receptor
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that advanced cancer cells maintain to avoid destruction by multiple immune cells and more
specifically, 4T1 tumor cells keep CD95 expression to prevent a NK-driven anti-tumor response.

Results

Knock-out of CD95 does not affect the growth or stemness of 4T1 cells in vitro

We previously demonstrated that different cancers in vivo can barely grow without CD95
expression [1, 2]. In contrast, knocking out CD95 in either an ovarian cancer or a BC cell line did
not substantially reduce growth of cancer cells in vitro [23]. We were therefore wondering whether
the tumor microenvironment and/or a functional immune system was required for CD95
expressing tumor cells to grow in vivo or whether they were responsible for the destruction of
CD95 deficient tumor cells. Based on our genetically engineered mouse models (GEMMs) in
which either tumors did not form or tumors that formed still expressed CD95 due to Cre
recombination inefficiency, we concluded that this question could not conclusively be addressed
in a CD95 k.o. GEMM. We therefore used CRISPR/Cas9 gene editing to delete CD95 in the
aggressive murine TNBC cell line 4T1 that could be grown in syngeneic Balb/c mice [24]. We
generated single cell clones with a complete biallelic knockout of CD95. To increase the rigor of
the study and to eliminate any possibility of clonal effects or effects of Cas9 expression two sets
of k.o. clones were generated starting with different 4T1 lines and using different strategies to
generate CDO5 deficiency. The U-clones (generated in the US, all experiments in light blue boxes)
involved the use of stable expression of GFP-Cas9 and a two guide (sg)RNA system to delete exon
9 of murine CD95 (Fig. S1A). On the other hand, the F-clones (generated in France, all
experiments in yellow boxes) were generated by transfecting both Cas9 and a sgRNA-plasmid
resulting in a frame shift mutation around the CD95 transcriptional start site (Fig. S1B). Two U-
clones were confirmed to not contain CD95-exon 9 anymore (Fig. S1C). They had reduced total
CD95 mRNA expression (Fig. S1D), expressed little or no detectable CD95 on their cell surface
(Fig. S1E), and neither of the two k.o. clones had a consistent up or downregulation of CD95L
mRNA when compared to either parental cells or a Cas9 control clone (Fig. S1F). Similarly, two
k.o. F-clones were selected and expressed no detectable surface CD95 (Fig. S1G). Similar to the
human cell lines in which we had deleted CD95, none of the four 4T1 CD95 k.o. clones showed
growth reduction in vitro or major cell cycle changes when compared to their wt counterparts (Fig.
S1H-J).

We had recently reported for a number of ER positive BC cell lines that chronic stimulation
through CD95 induced cancer stemness through induction of a type I interferon response which
resulted in activation of STATT1 [14, 15]. Stemness could also be increased by treating cells directly
with type I interferons. In contrast, in the TNBC cell line 4T1 prolonged stimulation through CD95
or addition of TFNf did not cause a substantial upregulation of CSC driving transcription factors,
STATI or its major target gene PLSCR1 (Fig. S2A). While the stemness marker BMI1 was
induced, the two E-box binding proteins ZEB1 and ZEB2 were not. Treatment of 4T1 cells with
either LzZCD95L or IFNP did also not substantially affect cell growth (Fig. S2B) and it did not
increase the ability of the cells to form spheres (Fig. S2C). It also did not result in an increase in
ALDHI activity (Fig. S2D) or upregulation of CD44 (Fig. S2E). Finally, treatment of 4T1 cells
with LzCD95L did not induce a substantial amount of apoptosis (Fig. S2F). These data suggest
that cell signaling through CD95 in 4T1 cells is severely impaired despite the fact that these cells
express substantial amounts of surface CD95. Although we did not see a significant and
reproducible change in the expression of some of the stemness markers in the CD95 k.o. U-clones
(Fig. S3A), both CD95 k.o. U- and F-clones displayed a reduced ability to form spheres when

Page 106 sur 156



5

compared to control cells (Fig. S3B, and C). In summary, the stimulation of CD95 in 4T1 TNBC
cells did not result in a major change in in vitro growth or cancer stemness suggesting that CD95
on these cells has low signaling competence. On the other hand, although the stemness markers
were not dramatically affected by CD95 loss in 4T1 cells, the loss of this receptor was associated
with a slight but significant reduction in the ability of the cells to form spheres, suggesting that the
presence of CD95 could alter some tumor features.

CD95-deficient 4T1 cells grow faster in immune deficient mice than wt cells but do not form
lung metastases
To determine whether the lack of CD95 expression would affect growth of 4T1 cells in vivo, we
carried out an orthotopic graft of luciferase-expressing Cas9 control, or a mixture of the two CD95
k.o. U-clones into the mammary fat pad of NSG mice (Fig. 1A). After a lag phase of about 14 days
the k.o. U-cells grew more rapidly than wt cells in the NSG mice. When the two k.o. clones and
the two wt controls were injected individually tumor weight and volume was similar at two weeks
in the mice (Fig. 1B, C). The two F-k.o. clones generally grew more rapidly than wt cells (Fig.
1D), suggesting that in immune deficient mice, cells without CD95 had a growth advantage. This
was not due to a difference in the expression the stemness markers ALDH1 or CD44 (Fig. 1E).
NSG mice are devoid of lymphocytes and NK cells, but do contain macrophages [25]. While the
number of intratumor G-MDSCs was the same in wt and ko tumors (Fig. 1F), we observed a
different distribution of F4/80 or CD163-expressing macrophages in CD95 k.o. as compared to wt
tumors (Fig. S4). Whereas F4/80 or CD163-expressing macrophages infiltrated wt tumors, these
cells remained at the tumor periphery in CD95 k.o. tumors, pointing at a modulation of the immune
landscape even in NSG mice.

4T1 cells are aggressively growing cancer cells that form lung metastases in implanted mice
[26]. While injection of wt 4T1 cells into NSG mice caused multiple lung metastases (Fig. 1G, H),
barely any lung metastases were detected in mice with implanted CD95 k.o. cells (Fig. 1G, H).
Interesting, this occurred despite the fact that the primary CD95 k.o. tumors grew larger than the
wt tumors in these mice. Reduced numbers of lung metastases were also seen in NSG mice injected
with the F-clones, however, the difference between wt and CD95 ko cells was not as dramatic
(data not shown). These data are consistent with the known activity of CD95 to increase motility
and invasiveness of breast cancer cells [27, 28] and could also be associated with the somewhat
reduced capacity of CD95-deficient 4T1 cells to form spheroids as compared to wt counterparts
(Fig. S3B and C).

CD95 deficient 4T1 cells barely grow in immune competent mice compared to wt cells and
show reduced markers of stemness

We next wondered whether the loss of CD95 by tumor cells could impair tumor growth by
modulating immune infiltrates. To evaluate this possibility, we orthotopically grafted 4T1 cells
into syngeneic Balb/c mice. CD95 k.0.4T]1 cells grew much less than wt cells which only stopped
growing when reaching a certain size and becoming necrotic (Fig. 2A). The Cas9 control, or a
mixture of the two CD95 k.o. U-clones expressed luciferase (Fig. 2A). To exclude an immune
effect linked to the fact that CD95 wt and k.o. clones expressed the xeno-antigen luciferase [29],
we performed the experiment with unlabeled parental cells and compared the growth of parental
cells with that of the vCas9 and the two CD95 k.o. U-clones individually (Fig. 2B, C). Tumors
were harvested after two weeks of growth in the mice. Consistent with the above results, both the
parental and unmodified 4T1 cells as well as the Cas9 expressing wt cells grew much faster than
the two CD95 k.o. clones as monitored by both tumor volume and tumor weight (Fig. 2B, C). In
fact, the k.o. cells barely grew in these mice. This behavior of CD95 k.o. cells was confirmed by
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the orthotopic xenograft of the F-clones into Balb/c mice (Fig. 2D). Tumor growth of the two k.o.
clones was less efficient than that of the parental cells or of a wt clone (Fig. 2D). In contrast to the
tumors grown in NSG mice, ex vivo isolated CD95 k.o. U-clone tumor cells from the Balb/c mice
showed a clear reduction of the stemness markers ALDH1 and CD44 when compared to wt tumors
(Fig. 2E). Unexpectedly, these data suggest that the loss of the death receptor CD95 reduces tumor
growth in mice that have a functional immune system.

A differential analysis of gene expression changes identifies a general immune activation
inside the CD95 k.o. tumors in immune competent mice

To get insights into what is causing the suppression of tumor growth after deletion of CD95, we
subjected two 4T1 wt controls (wt and vCas9 expressing) and the two CD95 k.o. U-clones to an
RNAseq analysis under three different conditions: cells grown in vitro, cells grown in NSG and
cells grown in Balb/c mice. As the goal was to identify altered genes in the tumors between wt and
k.o. tumor specifically in the Balb/c mice, we performed a differential gene expression analysis
using DESeq2 (Table S1). The number of significantly expressed genes across all samples was
13,083 and the numbers of genes differentially expressed (padj <0.05) between wt and k.o. cells
was 496 (cell lines), 485 (NSG mice), and 620 (Balb/c mice). This amounted to 1090 differentially
expressed unique genes. We performed k-means clustering with 6 clusters (determined by elbow
plot) and plotted a heat map of adjusted expression to identify trends and unique groups (Fig. 3A).
The top most significant GO terms are listed for each cluster. Interestingly, genes in the top two
clusters were most highly deregulated specifically in the tumors grown in Balb/c mice when
compared to either in vitro grown cells or grown in NSG mice. Genes in cluster 1 were upregulated
in the k.o. tumors and genes in cluster 2 were downregulated. These changes could either be caused
by gene expression changes in the tumor cells or more likely caused by infiltrating immune cells.
Most importantly, due to the way the data were analyzed these changes did not reflect the
difference between NSG and Balb/c mice but rather the difference between wt and CD95 k.o.
tumors in the context of immune competent mice. To identify the function of the most highly
deregulated genes, we ranked all deregulated genes across all 6 clusters according to the greatest
fold difference in the k.o./wt ratio between Balb/c and NSG mice (Table S2) and subjected this
list to a GO analysis (Fig. 3B). 10 of the 22 most significantly enriched GOs in the Balb/c mouse
tumors were related to immune function and activation of specific immune cell subsets. This result
pointed at a general increase in immune cell infiltration and activity in tumors lacking CD95.

Deletion of CD95 causes an increase in infiltration of most immune cells into the tumor while
infiltration of G-MDSC:s is reduced

Based on the results of the differential gene expression analysis of CD95 k.o. cells, we subjected
U-clones grown as tumors in Balb/c mice to immunohistochemistry analysis (Fig. 4A).
Macrophages (F4/80 staining) were found mostly at the periphery of the tumors and they were
more abundant in CD95 k.o. tumors (Fig. 4B). T cells (CD4*, CD8* and regulatory T cells [Tregs
- FOXP3 staining]) infiltrated k.o. tumors more readily compared to wt tumors. This was
pronounced for CD8* T cells which were abundant and showed the most homogenous staining
inside the CD95 k.o. tumors, while very few CD8* T cells were detected inside wt tumors (Fig.
4A, B). We also detected an increase in phospho-STAT1 in small islets inside the k.o. tumors
consistent with an increase in immune infiltration. Tumor vessel density (CD31 staining) was
similar between wt and k.o. tumors (Fig. 4A). These results suggested that CD95 expression in
cancer cells could prevent immune cells including cytotoxic killer cells from infiltrating the tumors
but had no effect on tumor vascularization, at least not in this rapidly growing tumor model. The
IHC analysis of the U-tumors was followed up by a detailed multi-parameter flow cytometry

Page 108 sur 156



7

analysis of the tumor infiltrate inside the F-clones grown in Balb/c mice (Fig. 4C). This analysis
independently confirmed that a large number of different immune cells had preferentially
infiltrated the CD95 k.o. tumors including macrophages (CD45*CD11b*F4/80%), both M1
(CD45*CD11b*F4/80*CD38*) and M2 (CD45*CD11b*F4/80*CD38") macrophages [30], and all
types of T cells as evidenced by an increase in CD3*, CD4* and CD8* cells (Fig.4C). Interestingly,
while the number of M-MDSCs was increased, the number of G-MDSCs was reduced in the k.o.
tumors (Fig. 4C). To independently confirm this finding, we stained the U-clone tumors for Ly6G
to detect G-MDSCs and confirmed the staining to be strongly reduced in the k.o. tumors (Fig. 4D
and 4E, left panel). These findings indicate that in TNBC cells, CD95 expression can prevent
tumor infiltration of many cytotoxic immune cells including CD8* T-cells.

NK but not CD8* or CD4* T cells are responsible for the reduced growth of CD95 k.o. tumors
Multiple studies have shown that tumor infiltrating lymphocytes (TILs) (mostly CD8* T cells)
have a strong prognostic impact on women affected by TNBC [31, 32]. A major reduction in
disease and distant recurrences was reported for TNBC patients having high amounts of TILs [33].
We therefore wondered to what degree infiltrating CD8* T cells detected in the k.o. tumors were
responsible for the reduced tumor growth. To address this question, we depleted CD8* T cells in
Balb/c mice by repeated injection of a neutralizing anti-CD8 mAb (Fig. S5A). Staining for CD8*
T cells in the spleen of depleted mice was undetectable while that of CD4* T cells remained
unaffected (Fig.5A, B).4T]1 cells (U-clones) when grown in vivo resulted in a substantial increase
in spleen size and weight as compared to CD95 k.o. counterparts (Fig. 5C). Of note, the reduced
growth of CD95 k.o. cells compared to wt cells in vivo was not affected by the CD8* T-cell
depletion despite the fact that CD8 infiltration was substantially reduced in the CD95 k.o. tumors
upon CD8 depletion (Fig. S6). CDS8 depletion had some effect on tumor growth in general as both
wt and k.o. tumors grew slightly larger in the depleted mice (Fig. SD). Consistent with that
observation, when areas of the tumors were quantified for TUNEL staining that did not show overt
cell death or necrosis (viable tumor tissue), CD8* T-cell-depleted tumors (both CD95 k.o. and wt
4T1 cells) experienced less TUNEL staining than untreated tumors but no difference was observed
in fold change between CD95 k.o. and wt tumors (Fig. SE, right panel). These data suggested that
although increased TIL infiltration into the k.o. tumors did not explain the strongly reduced tumor
growth after deletion of CD95, CD8* T cells did seem to contribute to the increased cell death seen
in the 4T1 cells in general.

In a similar experiment, we confirmed that depletion of CD4* T cells also did not have a
significant effect on the reduced growth of CD95 ko tumors (Fig. SSB and S7A, B). Because of
the differences in the amounts of M-MDSCs observed in wt and ko tumors (Fig. 4C), we treated
mice with an antibody to neutralize CSF1-R which has been shown to prevent the recruitment of
tumor-infiltrating myeloid cells including macrophages and M-MDSCs [34, 35] (Fig. S5C). This
experiment was also carried out because among all the CSF ligand and CSF receptor genes in our
differential gene expression analysis, CSF1-R was the most highly deregulated gene between the
two CD95 k.o. clones and the wt cells, both in vitro and when grown as tumors in Balb/c mice (but
not in NSG mice) (Table S3). Targeting CSF1-R had no effect on tumor growth of either wt or
CD95 ko tumors despite this antibody treatment leading to the decrease in tumor-associated
macrophages (TAMs) and M-MDSCs and an increase in CD4* and CD8* T-cells (Fig. STC-E).

Finally, to test whether NK cells could be responsible for the reduced growth of CD95 k.o.
tumors in Balb/c mice, we compared side-by-side the growth of wt and k.o. tumors in NOD-SCID
IL2Rgamma™" (NSG), NOD-SCID and Balb/c mice. NOD-SCID mice differ from their NSG
counterparts mainly in the presence of NK cells [36, 37]. Interestingly, the growth reduction of the
CD95 k.o. tumors in NOD-SCID mice was similar to the one seen in Balb/c mice and reversed to
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the situation in NSG mice (Fig. SF). Consistent with this finding, CD95 k.o. tumors exhibited a
significantly higher number of tumor-infiltrating NK cells as compared to wt tumors in NOD-
SCID mice (Fig. 5G). This was also seen in on the mRNA level in a NanoString analysis of wt
and k.o. tumors grown in Balb/c mice (data not hsown). Finally, depletion of NK cells in Balb/c
mice by repeated injections of an anti-Asialo GM1 Ab (Fig. S5D), significantly minimized the
growth difference between wt and k.o. tumors (Fig. SH).

In summary, our data emphasized that in a mouse model of TNBC, the expression of CD95 on
tumor cells regulated the global immune landscape. When CD95 was lost in the tumor cells while
the total number of immune cells was reduced (as evidenced by the strong reduction in spleen size),
the percentage of tumor-infiltrating lymphocytes and NK cells increased and was responsible for
the anti-tumor response.
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Discussion

We previously reported that deletion of CD95 in vivo strongly reduced tumor formation and
growth in three different mouse tumor models [1, 2]. In all cases, endogenous CD95 was deleted
using Cre recombinase. In two of these models, one involving DEN induced liver cancer and one
low grade ovarian cancer, we determined that most if not all tumor nodules that grew in these
CD95 k.o. mice still expressed CD95 [1, 2] due to inefficient deletion by Cre. In the current work,
we therefore used a syngeneic orthotopic cell line model that allowed us to selectively and
completely delete CD95 in all cancer cells and assess its effect on tumor growth. We chose BC as
a model because we had previously identified CD95 as a driver of cancer stemness in the context
of BC [14, 15, 38]. We found that although the loss of CD95 in TNBC cells did not substantially
affect cancer cell survival in an immune-depressed mouse model, when introduced into immune
competent mice CD95 k.o. tumors barely grew.

A recent analysis of a cohort of 667 BC patients revealed that CD95 expression increases with
advancing grade of disease [17]. In fact, ER-negative BC has almost twice as much CD95
expression as ER-positive BC and TNBC more than twice as much expression. The TNBC 4T1
cell line is part of a series of five BC cell lines that were isolated from mice after sequential growth
and differ in their metastatic potential [39]. 4T1 is the most aggressive of these cell lines.
Consistent with the data on human TNBC, 4T1 cells have the highest expression of CD95 mRNA
of all five isolates (data not shown).

It was previously shown that CD95 signal-mediated inflammation is involved in promoting
progression of 4T1 TNBC cells [40] through recruitment of MDSCs which have been reported to
drive the growth of 4T1 tumors [41,42]. We now demonstrate that the complete deletion of CD95
in 4T1 cells results in tumors that barely grow in immune competent mice but have no impairment
to grow in immune deficient mice. Our differential analysis of genes upregulated in the k.o. tumors
suggested a fundamental recruitment of immune cells with antitumor activity as multiple RNAs
were detected consistent with both leukocyte and neutrophil degranulation (see Fig. 3B). The
strongly decreased recruitment of G-MDSCs together with the increase in CD8* T and NK cells in
the CD95 k.o. tumors we then observed, left two possibilities to explain the dependence of tumor
cells on CD95 to grow in vivo: 1) Wt tumors grow more because MDSCs are driving their growth
and the increased infiltration of CD8* T cells in k.o. tumors might be the result of the absence of
MDSCs. 2) The reduced growth of k.o. tumors might be due to an increased recruitment of TILs.
Interestingly, a good prognostic score was shown to be associated with CD8* TILs in ER-negative
disease with high CD95 expression [17] suggesting that CTLs attack high CD95-expressing tumor
cells. However, we now demonstrate that although CD8* CTLs exert a general anti-tumor effect
in the 4T1 model, the loss of CD95 in these TNBC cells is associated with the recruitment of NK
cells that reduced tumor growth, ruling out that it is only the MDSCs that drive the growth of wt
cells. This finding is consistent with a report showing that treatment of mice with IL-21, a cytokine
involved in the NK cell proliferation and activation [43], enhances 4T1 tumor rejection [44]. Not
much is known about the role of NK cells in TNBC but molecular signatures associated with NK
cells has been shown to be predictive of relapse free survival in breast cancer patients including
TNBC patients [45].

In conclusion, we can now separate different observations on the apoptosis independent and
cancer relevant functions of CD95 into at least four activities. 1) CD95 drives metastasis formation
in a cell autonomous fashion. This observation is consistent with multiple reports demonstrating
increased motility or invasiveness of tumor cells upon CD95 stimulation [27, 28, 40, 46-53].
Interestingly, we found that 4T1 cells only form metastases when CD95 is expressed, suggesting
that it is indeed a metastatic driver. This activity does not require lymphocytes as this feature was
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also found in NSG mice. 2) Stimulation of CD95 on cancer cells increases their proliferation. We
reported evidence of increased CD95 driven proliferation of cancer cells and in fact stimulating
apoptosis resistant cancer cells through CD95 increases their growth rate [54-56]. 3) CD95
stimulation increases cancer stemness [38, 57]. We previously showed that chronic stimulation of
CD95 on multiple cancer cell lines including ER* BC induces production of type I interferons,
which through activation Type I IFN receptors and activation of STATI drives cancer stemness
[14, 15]. 4). In the present study, we uncover a novel and unexpected activity of CD95 as an
immune suppressive receptor that seems to prevent infiltration of multiple immune cells into the
tumor.

We do not believe that the findings on the role of CD95 as a suppressor of tumor immune
infiltration is limited to the 4T1 TNBC model. Our data provide an explanation for a long standing
enigma of why in GEMM s of endometrioid, low grade ovarian cancer, or liver cancer tumors could
not efficiently grow in vivo after knock-out of CD95 [1, 2]. In addition, in the model of low grade
ovarian cancer, we noticed that the deletion of CD95 in the tumors in the ovaries led to a massive
amount of hemorrhage, necrotic cell death and an increase in infiltration of proinflammatory
immune cells [2]. We had interpreted this result as a requirement for CD95 for the cancer cells to
survive but in this mouse model, we could not determine whether the increase in inflammation we
observed was the cause or the consequence of dying tumor cells. Our data now suggest that it was
the deletion of CD95 on the developing tumor cells that triggered massive influx of immune cells.

An open question is whether CD95L is required for the immune suppressive activities of CD95.
The inability of 4T1 cells to significantly respond to even prolonged CD9S5 stimulation suggests
an activity of CD95 that is independent of its stimulation by CD95L. We can exclude 4T1 cells as
a source of CD95L as we did not find a single read derived from CD95L in our analysis of the
parental cells, the wt or CD95 k.o. U clones (out of 85 million reads in the RNA seq analysis in
Fig. 3, data not shown), consistent with published data [58]. Our data provide support to the idea
to not only target CD95L to block the tumor promoting activities of CD95L [59-61] but also to
target the CD95 receptor directly.

In summary, this study reveals that CD95 expression on tumor cells impairs the immune attack
and when removed enhances the destruction of tumors by the immune system, suggesting that
CD95 is an immune checkpoint regulator, and the generation of CD95-targeting antagonists could
mimic or add to the therapeutic effects of anti-PD1/CTLA4 drugs.
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Materials and Methods

Cell Line and Reagents

The mouse breast cancer cell line to generate the U-clones 4T1 was purchased from the ATCC
and cultured in RPMI 1640 medium (Mediatech Inc) containing 10% heat-inactivated fetal bovine
serum (FBS) (Sigma-Aldrich), 1% L-glutamine (Mediatech Inc) and 1% penicillin/streptomycin
(Mediatech Inc). The 4T1 cell line to generate the F-clones was purchased from ATCC (Molsheim
Cedex, France) and cultured in RPMI supplemented with 8% heat-inactivated FCS (v/v) and 2
mM L-glutamine at 37°C/5% CO,. IENf (11415-1) (used at 1000U/ml) was purchased from pbl
Assay Science. Leucine zipper tagged CD95L (LzCD95L) was used to induce apoptosis at 100
ng/ml as described before unless otherwise specified (Qadir et al., 2017). Propidium iodide
(#P4864), bovine serum albumin (BSA), EdU flow cytometry kit 488, puromycin, G418 and
hydrocortisone were purchased from Sigma-Aldrich. Blasticidin was purchased from InvivoGen.
Reagents used for flow cytometry, anti-CD44-APC conjugated (17-0441-82), Isotype Rat IgG2b
control (17-4031-82), PE conjugated-anti-CD95 (2-0951-83) and PE conjugated Isotype control
(12-4714-82) were from eBioscience. The Aldefluor kit (Stem Cell Technologies) was used for
the staining and quantification of ALDHI activity by flow cytometry. Gates were based on the
analysis of cells treated with the specific inhibiting reagent DEAB as a negative control following
the instructions by the manufacturer. For the immune histochemistry (IHC) of tumor slides
samples the following primary antibodies were used F4/80 (eBioscience™ # 14-4801), CD4
(eBioscience™ #14-9766-82), CD8 (eBioscience™ #14-0195-82), pSTAT1 (Cell Signaling
#9167), CD31 (Santa Cruz #sc-1506), Ly6G (BD Bioscience #551459), CD11b (Abcam
#ab133357), FOXP3 (eBioscience™ #14-5773-82), and NKp46 R&D Systems, AF2225). The
secondary antibodies Biotin-SP-AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) (#711-065-152) and
Biotin-SP-AffiniPure Donkey Anti-Rat IgG (H+L) (#712-065-153) were from Jackson
ImmunoResearch Laboratories.

CRISPR/Cas9 Mediated Deletion of CD95

Generation of the CD95 k.o. U-clones: In order to generate CD95 k.o. 4T1 clones, first stably
expressing lentiCas9-Blast-4T1 cell (vCas9-4T1) lines were established. The lentiCas9-Blast virus
was obtained from the viral core facility of Northwestern University. 4T1 cells (10%/well) were
plated in 6 well plates and on the next day cells were infected with the indicated lentiCas9-Blast
virus supernatants with polybrene (final concentration: 8 pg/ml). Culture supernatants were
replaced with fresh medium containing antibiotics 48 hours after transduction. Uninfected cells
were eliminated by a selection medium RPM1-1640 including 4 pg/ml Blasticidin. The two guide
RNAs for exon 9 deletion of CD95 gene GCCGGGTTCACATCTGCGCTAGG and
CTTGAGGAATCTGATGACCGTGG were designed using the CRISPR design tool available at
crispr.mit.edu. The 19-20nt crisprRNA (crRNA) complementary to the target of interest and 67nt
transactivating crRNA (tracrRNA), which served as a bridge between the cas9 protein and the
crRNA, were ordered from IDT. vCas9-4T1 cells were transfected with crRNA and tracrRNA
according the manufactures protocol using TransIT-X2 transfecting reagent (Mirus) in 12 well
plates. 3 days after transfection cells were subjected to cell sorting at 1 cell per well directly into
96-well plates. After two to three weeks, single cell clones were expanded and subjected to
genotyping and single cell cloning. Deletions in clones were verified by genomic PCR using
external and internal primers pairs. To detect the Exon 9 specific deletion in the CD95 gene,
external primers were 5-GGAACAGACCAAGCTTCCGA-3" (For. primer) and 5’-
TCCAGAACACAGCCATGGTT-3’ (Rev. primer), and two internal reverse primers were 5°-
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TTGAGTAAATACATCCCGAGAATTG-3’ (For. primer) and 5-
AGCAAGACAACAGAGCAATAGAAAT-3’(Rev. primer) (product size 790bp) and 5’-
ATGCATGACAGCATCCAAGA-3’ (For. primer) and 5’-TGCTGGCAAAGAGAACACAC-
3’(Rev primer) (product size 338bp). After screening clones, Sanger sequencing was performed to
confirm the proper deletion had occurred.

Generation of the CD95 k.o. F-clones: The following sgRNA sequences were cloned within
PX459-V2 plasmid and then transfected with lipofectamine 3000 in 4T1 to generate cell lines
deficient for CD95 according to manufacturer’s instructions. sgRNA sequences target mouse
CD9s: 5’CACCGCTGCAGACATGCTGTGGATC3’ (Fwd),
5’AAACGATCCACAGCATGTCTGCAGC3’ (Rev). After transfection and puromycin selection
for 48h, genome-edited cells were cloned by limited dilution and CD95-deficient cells were
selected by flow cytometry.

FACS analysis

For CD95 surface-staining cell pellets of about 10° cells were resuspended in 100 ml of PBS on
ice. After resuspension, 5 ul of either anti-CD95 primary antibody or matching isotype control
were added. Cells were incubated on ice at 4°C, in the dark, for 30 min, washed twice with PBS,
and percent CD95 positive cells were determined by Becton Dickinson LSR Fortessa at the Flow
Cytometry Core Facility of the Northwestern University. ALDHI activity was quantified as
previously described (Ceppi et al., 2014). For CD44 staining, cells were washed twice with PBS
and stained with primary antibody or isotype control for 30 min at 4°C in the dark, washed twice
with PBS and CD44-APC positive cells were quantified. For the analysis if ex vivo tumor, wt and
CD95 k.o. 4T1 tumors were extracted and minced with sterile razor blades and incubated for 2 h
in the presence of Collagenase (1,000 units per sample) in sterile Epicult media (Stem Cell
Technology). Cells were washed with sterile filtered PBS supplemented with 1% bovine serum
albumin (PBS-BSA 1%) and filtered through a 40 um nylon mesh (BD Biosciences). For the
detection of ALDHI1 or CD44, cells were stained as describe above. Data were analyzed using
FlowJo version 8.8.6 (Treestar Inc).

To analyze immune cells infiltrating F-clone in Balb/c mice, tumors were harvested,
dissociated on gentleMACS using the Tumor dissociation kit (Miltenyi Biotec) and cells (250,000
cells) were stained with the following antibody panels. T lymphocytes-infiltrating tumors were
identified using an antibody panel consisting of CCR4-BV421, CXCR5-BV605, CD8-BV650,
CXCR3-BV711, CDA45-BV785, CD4-AF488, CD3-PerCP/Cy5.5, CCR6-PE/Dazzle594
antibodies and Zombie NIR for cell viability. MDSC and macrophage-infiltrating tumors were
stained using CD11b-BV510, F4/80-BV605, CD45-BV785, Grl-PE/Dazzle594, Ly6C-PE/Cy7,
Ly6G-APC antibodies and Zombie NIR for cell viability. M1/M2 cells and Treg cells were
monitored in permeabilized cells using FoxP3-BV421, CD11b-BV510, F4/80-BV605, CD45-
BV785, CD4-AF488, CD3-PerCP/Cy5.5, CD38-PE-Dazzle594, CD25-PE/Cy7, and Zombie NIR
for cell viability. All antibodies used for tumor-infiltrating immune cells came from Biolegend
(San Diego, CA, USA). Data were acquired using a Novocyte cytometer (ACEA Biosciences) and
analyzed using Novoexpress software.

Sphere forming assays

The single cell sphere formation assay was performed as previously described (Qadir et. al 2017),
In brief, cells were pre-treated with LzCD95L, IFNf, or received no treatment for 6 days. Cell
suspensions were passed through a 40um sterile cell strainer (Fisher Scientific) to obtain single
cells. The strained cell suspension was serially diluted in Mammocult media (Stem Cell
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Technology) and seeded at 1 cell/well in ultra-low adherence round bottom 96-well plates
(Corning) in triplicate. The cells were cultured in Mammocult media supplemented with 4 pg/ml
Heparin (Stem Cell Technology), 0.5 pg/ml hydrocortisone and 10% Mammocult Proliferation
Supplement (Stem Cell Technology). After 6-7 days, cultures of U-clones were scanned using
IncuCyte Zoom and spheres were counted. For F-clones, spheroids were counted manually. To
assess the differences between parental and CD95 k.o. 4T1 cells, the cells were seeded without
any treatment.

Cell growth/proliferation assay

To monitor cell proliferation in parental, vCas9, CD95 k.o. #54 and CD95 k.o. #69 4T1 cells, cells
were seeded at 1000 cells/well in 96 well plates. Cell growth was monitored in quadruplicate
samples at various time points in an IncuCyte Zoom using a confluency mask. To monitor
proliferation of 4T1 parental cells with LzCD95L or IFNf, 1000 cells/well were plated in 96 well,
with media containing LzCD95L or IFNf or no treatment and cell growth was monitored over
time.

For F-clones, EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine) proliferation assay (Sigma-Aldrich) was
carried out according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 4T1 cells were incubated for 1h
with 10uM of the thymidine analog EdU, then washed and fixed with PFA (4%) for 15 min. DNA
synthesis (S phase) is associated with EdU incorporation. Finally, iFluor-488, is added and a 'click'
chemistry reaction allows its covalent cross-linking to the EAU. Cell proliferation (EdU positive
cells) was quantified using the Novocyte flow cytometer.

Cell death assays and cell cycle analysis

To quantify cell death, 50,000 cells were plated in 12 well plates in triplicate and then either left
untreated or treated with different concentration of LzCD95L for 24 hr. The total cell pellet
consisting of live and dead cells was either re-suspended in lysis buffer (0.1% sodium citrate, pH
7.4,0.05% Triton X-100, 50 pg/ml propidium iodide), and after incubating for 2-4 hours in the
dark at 4°C, percent cell death was quantified by flow cytometry or cells were re-suspended in
media and an equal volume of Trypan blue solution (Lonza) was added. Both living and dead
(blue) cells were counted on a hemocytometer under a light microscope. To perform cell cycle
analysis, 600,000 cells were plated in 6 well plates in triplicate. After 16-20 hours (at ~80%
confluence), plates were gently rinsed with PBS and trypsinized to obtain cell pellets. Cell pellets
were then washed (resuspended in 2.5 ml PBS, centrifuged at 500 x g for 5 minutes, and then
decanted) and resuspended in 500 pl lysis buffer (see above) and kept on ice and protected from
light. Immediately before FACS analysis, samples were spiked with 1:500 DAPI solution as a
counterstain to assess cell viability (with corresponding no DAPI controls). Samples were then
analyzed on a BD FacsAria SORP 6-Laser Cell sorter at the RHLCCC Flow Cytometry Core
Facility. Subsequent data were analyzed using FlowJo 10 software.

Real-time PCR

Real-time PCR was performed as described recently (Qadir et. al 2017). In brief, total RNA was
extracted using QIAzol Lysis reagent (Qiagen Sciences) and RNA concentration was measured
using a NanoDrop 2000. 1-2 pg of total RNA was used to generate cDNA using the High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Gene expression in mouse cells was
quantified using specific primers from Life technologies for mGAPDH (Mm99999915_g1),
Exon9 specific mCD95 (Mm01204974_m1), Exon 1-2 specific mCD95 (Mm00433237_m1),
mCD95L (Mm00438864_m1) mSTAT1 (MmO01257286_m1), mPLSCR1 (MmO01228223_gl),
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mBMI1, (MmO03053308_g1), mZEB1 (Mm00495564_m1) and mZEB2 (Mm00497196_m1) using
of the comparative AACT method and expressed as fold differences.

Growth of 4T1 cells in NGS and Balb/c mice

U-clones: 4T1 vCas9 (wt) and CD95 k.o. clones #54 and #69 were infected with pFU-L2G
luciferase lentivirus as previously described (Ceppi et al., 2014). Then cells (1x10°) of wtor a 1:1
mixture of the CD95 k.o. clones were injected in 100 Wl PBS and Matrigel (Cat#3432-010-01,
Trevigen) (1:1 ratio) into the fourth mammary fat pad at the base of the nipple into female NOD-
scid-gamma (NSG) mice and Balb/c mice (Jackson lab) according to the Northwestern University
Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC)-approved protocol. Growth of tumors was
monitored weekly by using an IVIS Spectrum in vivo imaging system and luminescence was
quantified at the regions of interest (ROI = the same area for each mouse encompassing the entire
mammary gland) using the Living Image software. For some experiments L2G luciferase (Luc-
neo) infected cells were further infected with NucLight Red Lentivirus Reagent (EF-1 alpha
promoter, Puromycin selection, Essen Bioscience) and the stable cells were individually injected
into the fourth mammary. Wild-type and k.o. cells were injected into the same mouse. In other
experiments 4T1 CD95 k.o. #54 cells (1x10%) (Luc-neo/Nuc-red) and CD95 k.o. #69 cells (Luc-
neo/Nuc-red) were injected into same mouse. To grow F-clones in vivo:. 5x10* cells in PBS were
injected in the fourth mammary fat pad at the base of the nipple into female Balb/c (Charles River,
France). From Day 6, tumor volume was measured with a set of calipers and calculated by using
the following formula: volume = (lengthxwidth2)/2. A colony of immunocompromised NSG mice
(NOD/SCID/IL2rynull) was maintained in house under aseptic sterile conditions. The study was
conducted under EU and French animal welfare regulations for animal use in experimentation
(European Directive 2010/63/EU and French decree and orders of February 1st, 2013) and
approved by local ethics committee (Agreement no. #16487-2018082108541206 v3). After two
weeks of injection, tumor volume was measured with a set of calipers and calculated by using the
following formula: volume = (lengthxwidth?)/2.

Depletion of immune cells in mice

To deplete CD8 T cells mice (5 mice/group) were injected i.p. with 200 pg of either anti-mouse
CD8 mAb (clone 53-6.7, BioXCell) or IgG2a isotype control (2A3, BioXCell) both in 100 pl. To
deplete CD4 T cells mice (5 mice/group) were injected i.p. with 200 pg of either anti-mouse CD4
mAb (GK1.5, BioXCell) or IgG2b isotype control (2.43, BioXCell) both in 100 pl. To deplete NK
cells mice (5 mice/group) were injected i.p. with 50 pg of either anti-Asialo GM1 rabbit polyclonal
antibody (ThermoFisher) or polyclonal rabbit IgG (ThermoFisher) both in 100 pl. To inhibit
CSF1-R mice (5 mice/group) were injected i.p. with 20 mg/kg of either anti-mouse CSF1-R mAb
(clone AFS98, BioXcell) or control rat IgG2a (BioXcell) both in 100 pl. Injection frequencies are
shown in Fig. S5.

Immunohistochemistry analysis

Tumors were fixed in 10% Normal Buffered Formalin (VWR, Cat.No.: 16004-128) for 24 hrs, and
further processed by the Northwestern University Mouse Histology & Phenotyping Laboratory
(MHPL) (paraffin embedding, sectioning at 4 um, slide preparation, and staining). Tissue sections
of each specimen were stained using hematoxylin and Eosin (H&E) staining. The expression of
F4/80,CD4,CDS8, pSTAT1,CD31, FOXP3, Ly6G, CD11b, and NKp46 was determined in tumor
and/or spleen slides. Paraffin sections were dewaxed and blocked with 5% BSA. The sections were
then incubated with the relevant antibodies at 4°C overnight. The sections were washed with PBS.
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For immunohistochemical analysis, sections were incubated with donkey anti-rabbit or donkey
anti-rat antibody. Slides were examined and representative fields were photographed at 5x or 20x
magnification using a Leica DM4000 B microscope. The immune-positive cells and staining
intensities were quantified in a circle that was placed in each staining at the same position in a
tumor of the 5x images. For each tumor and condition 8 fields were counted.

IHC quantification

All stained slides on standard size (26 mm x 76 mm) were scanned using NanoZoomer 2.0-HT
(020234 by Olympus America Inc.) with scanning mode of x20 (0.46 ym/pixel) either automatic
or semi-automatic set up under SOP (MICR 1.1.03) at the department of Pathology and RHLCCC
Core Facility of Northwestern University. The digital images were then stored as high definition
and were analyzed with NDP (NanoZoomer Digital Pathology, Hamamatsu Inc.) View software
(https://www .hamamatsu.com/us/en/product/type/U12388-01/index.html) ~ for  quantification
analysis. For identification of individual nuclei in the tissue, we trained a Cell Classifier in the
Visiopharm Image analysis Suite (VIS, Horsholm, Denmark) by manually annotating exemplar
nuclei that were positive and negative for DAB (DAB+ and DAB-, respectively). Once the Cell
Classifier was trained, we applied the trained Cell Classifier to all images to generate counts of
DAB+ and DAB- nuclei and calculate a percent positive index. Three sets of tumors and one set
of spleens were analyzed for Ly6G, CD11b and TUNEL staining; in set 1 the entire tumor of
multiple slides from 4T1 wt and CD95 k.o. in BALB/c mice were scanned, average percent
positive cells for Ly6G and CD11 were determined. In set 2, either the entire tumor or 3 selected
independent fields from pure tumor in multiple slides were quantified as average percent positive
cells for TUNEL stain from 4T1 wt and CD95 k.o. in BALB/c mice treated with IgG or anti-CD8
Ab. Set 3 included the quantification of Ly6G staining in the entire tumor of multiple slides from
4T1 wt and CD95 k.o. tumors in NSG mice. Set 4 was the quantification of CD8, CD4, or NKp46
positive cells in spleens of depleted mice.

RNA-seq library construction from cell lines grown in vitro

Total RNAs from cells were extracted using TRIzol (Invitrogen 15596018). mRNAs were enriched
using Oligo d(T)25 Magnetic Beads (NEB S1419S) following manufacturer’s protocol. mRNAs
were then fragmented at 94 °C in 10mM MgCI2 buffer. Fragmented RNAs were end-repaired by
T4 PNK (NEB M0201S) and poly(A)-tailed by E. coli Poly(A) Polymerase (NEB M0276S). The
poly(A) tailed RNA fragments were reverse transcribed to cDNA using custom-designed oligo(dT)
and locked nucleic acid (LNA) based on SMART-seq2 method [62]. The cDNAs were then PCR
amplified using KAPA HiFi HotStart master mix (KK2601). 200-400 bp fragments of the library
were cut from gels for Illumina Hiseq sequencing.

RNA-seq library construction from tumors grown in vivo

For the RNA sequencing wt and CD95 k.o. 4T1 tumors were isolated from NGS and Balb/c mice
and tumor tissues were store in RNA later solution until further use. For RNA isolation tumor
tissue was lysed using Qiazol and total RNA was isolated using the miRNeasy Mini Kit (Qiagen,
Cat.No# 74004) following the manufacturer’s instructions. An on-column digestion step using the
RNAse-free DNAse Set (Qiagen, Cat.No# 79254) was included for all RNA-Seq samples. RNA
libraries were generated and sequenced (Genomics Core at Northwestern University). The quality
of reads, in FASTQ format, was evaluated using FastQC. Reads were trimmed to remove [llumina
adapters from the 3" ends using cutadapt [63]. Trimmed reads were aligned to the mouse genome
(m38/mm10) using STAR [64]. Read counts for each gene were calculated using htseq-count [65]
in conjunction with a gene annotation file for m38 obtained from Ensembl
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(http://useast.ensembl.org/index.html). Normalization and differential expression were calculated
using DESeq2 that employs the Wald test [66]. The cutoff for determining significantly
differentially expressed genes was an FDR-adjusted p-value less than 0.05 using the Benjamini-
Hochberg method.

RNA-seq and gene ontology data analysis

We used the first end of the sequencing reads for the analyses. The raw reads were filtered to
remove low-quality reads using FASTQ Quality Filter from FASTX-Toolkit v0.0.14
(RRID:SCR_005534). High-quality reads were then mapped to the mouse reference genome
(mm10) using STAR v2.6.0 (RRID:SCR_015899) with the following options to generate BAM
files, count files, and read coverage tracks: --outSAMtype BAM SortedByCoordinate --
quantMode TranscriptomeSAM GeneCounts —outWigType bedGraph —outWigNorm RPM. The
transcriptomic BAM file was used to quantify gene expression using RSEM v1.3.0
(RRID:SCR_013027). Differential gene expression analysis was carried out on the gene counts
using DESeq2 (RRID:SCR_015687). Gene expression (log2(TPM + 1)) was normalized to the
mean of the corresponding control samples and significantly differentially expressed genes
(DESeq?2 adjusted p-value < 0.05) were clustered into 6 groups using k-means clustering. Gene
ontology analysis was performed for each cluster using the TopGO package (RRID:SCR_014798).
Heatmaps were created with the pheatmap package v1.0.12 (RRID:SCR_016418). All analyses
were carried out using R v3.6.3 (RRID:SCR_001905). The GO enrichment analyses shown in Fig.
3B was performed using the GOrilla gene ontology analysis tool at http:/cbl-
gorilla.cs.technion.ac.il using default settings and a p-value cut-off of 10°.

Statistical methods
All experiments were performed in triplicate. The results were expressed as mean + SD and
analyzed by the Student's two-tailed t test or by ANOVA (Prism8). Statistical significance was
defined as p < 0.05.

Data availability. Sequencing data have been deposited in the National Cancer for Biotechnology
Information Gene Expression Omnibus with accession number GSE154676 (for the RNAseq
analysis of the cell lines) and GSE154682 (for the RNAseq data of the tumors grown in mice).

Acknowledgement

U-clones: We would like to thank Shanshan Zhang for performing slide scanning and signal
quantification and Michelle von Locquenghien for help with the generation of the 4T1 CD95 k.o.
clones. F-clones: We would like to thank the IHC facility (Dr Alain Fautrel and Roselyne Viel,
Rennes, France) for performing 4T1 tissue staining, slide scanning and signal quantification. This
mouse study in NSG mice benefited from the help of Remy Castellano and Emmanuelle Josselin
(Marseille, France). This work was funded by grant R35CA 197450 to M.E.P, by INCa (PLBIO18-
059), Ligue Contre le Cancer and Fondation de France (Price Jean Valade) for P.L. and by Lynn
Sage Cancer Research Foundation and Lynn Sage Scholar fund for Z.J.

Author contributions

ASQ.,JPG.,CG,ECJ,AB., VL, T.M-R,PL.,ZJ. and M.E.P. planned the experiments.
ASQ.,JPG.,,.CL,HB.,ES.,AC.,]JV.,MJS.,MM., A EM,and B.B. performed experiments
or analyzed data. P.L. and M.E.P. directed the study and wrote the manuscript.

Conflict of interest

Page 118 sur 156



The authors declare that they have no conflict of interest.

Page 119 sur 156

17



Figure 1

1500 10

© =

S 1E+09 —o— 4T1 60 __p=0.94 80 _ p=0.24

g —e- 4T1CD95 ko T A
X 8E+08 E

o 13 60

I ~1000 -

< 2 % g6
 GE+08 E =1 g 2

S ° = 40 ‘@

2 S < o 24
3 4E+08 g 6. eel] <

$ 26408 S 2 2
£

o

> ANOVA p =0.0078

2 0E+00 L ey S [} 0

20 10 15 20 wT CD95 ko wr CD95 ko CD95 ko
Days after tumor cell inoculation
60
0.03 =0.46 =0.0003
800 . 800 L . Y  PRO000S,
s p=0.23 % p=0.98 g‘g
{1 e 3T 40

£ o0 m | E . g ~
= ° o )
2 L] E g%

© 400 S 400 s °

& J 2 £z

] ° QU * ° = % 23 20

£ 200- . 22001 |® = E S
[~ ' 3 L

= H
e e o0 e $e®
0 °®
Parental vCas9 #54 #69 Parental vCas9 #54 #69 WT CD95 ko
WT CD95 ko WT CD95 ko

Page 120 sur 156




Average total flux - background >

w)

Tumor volume (mm?3)

=3

m

+

=3

o
'

—e— 4T1
—o— 4Tl CD95 ko

. necrotic

ANOVA p = 0.0006

THELE L E Lt LT L]
5 10

Days after tumor cell inoculation

600
—— 4T1
—o— 4T1 CD95 ko
= Par.
400 | wiea
4007 — ko#10
200+
200 1
0
0
ANOVA p = 0.0003
0 T T T T
0 5 10 15 20

Days after tumor cell inoculation

Figure 2

B C 600
500 p=0.0003
5 © p=0.00007
400 £
E E 400
-
= o
2 300 B
] E
. E
E 200 5 200
2 £
100 =
Parental vCas9 #54 #69 Parental vCas9 #54 #69
WT CD95 ko WT CD95 ko
=0.045 =0.0008
0] ==
204
I 3
3 104 8
10
0 0
WT CD95 ko WT CD95 ko

Page 121 sur 156



Top GO Terms by Cluster
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Figure 5
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Figure legends

Figure 1. Deletion of CD95 in 4T1 cells does not inhibit tumor growth in NSG mice but blocks

lung metastasis.

A Wild-type (cCas9) or CD95 k.0. 4T1 (mixture of clones #54 and #69) cells (10°) were injected
into the fat pad of NSG mice. Bioluminescence of tumors was quantificd at the indicated times
after injection of cells. p-value was calculated using two-way ANOVA.

B, C Equal numbers of WT (Parental or vCas9) or CD95 k.o. (#54 or #69) 4T1 cells were
transplanted into the mammary fat pad of NSG mice, and tumor weight (B) and tumor volume
(C) was measured after two weeks. Data are presented as means = SEM; n = 5 tumors for each
group.

D Wild-type (mixture of clones #3 and #4) or CD95 k.0.4T1 (mixture of clones #10 and #12) cells
(10%) were injected into the mammary fat pad of NSG mice and tumor volume was measured
using a caliper. p-value was calculated using ANOVA.

E ALDHI1 activity and CD44 surface staining of single cells suspensions of tumors isolated from
NSG mice.

F IHC quantification of Ly6G positive cells in the wt and CD95 k.o. tumors monitored in B.

G Equal numbers of WT (Parental or vCas9) or CD95 k.o. (1:1 mixture of #54 or #69) 4T1 cells
were transplanted into the mammary fat pad of NSG mice, and tumor nodules of the primary
tumor on the surface of the lungs were counted two weeks after transplantation. Data arce
presented as means + SEM; n = 5 tumors in each group.

H The appearance of representative lungs analyzed in G.

Experiments involving U-clones are in a light blue box and experiments involving F-clones are in

a light yellow box, respectively.

Figure 2. Deletion of CD95 in 4T1 cells inhibits tumor growth and cancer stemness in Balb/c

mice.

A Luciferase expressing wild-type (cCas9) or CD95 k.o. 4T1 (mixture of two k.o. clones) cells
(105) were injected into the fat pad of Balb/c mice (5 mice per group). Bioluminescence of
tumors was quantified at the indicated times after injection of cells. p-value was calculated using
ANOVA.

B, C Equal numbers of unmodified WT (Parental or vCas9) or CD95 k.o. (#54 or #69) 4T1 cells
were transplanted into the mammary fat pad of Balb/c mice, and tumor weight (B) and tumor
volume (C) was measured after two weeks. Data are presented as means + SEM; n = 5 tumors
for each group.

D Parental, wt (#3) and two CD95 k.o. (#10 and #12) 4T1 cells (10° cells) were injected into the
mammary fat pad of Balb/c mice (8 mice per group) and tumor volume was measured using a
caliper. p-value was calculated using two-way ANOVA. Insert shows the growth of the
individual tumors.

E ALDHI activity and CD44 surface staining of single cells suspensions of tumors isolated from
BALB/c mice.

Figure 3. Identification of genes selectively upregulated in the CD95 k.o. tumors grown in

immunocompetent mice.

A Heatmap of control-normalized gene expression for significantly differentially expressed genes
adjusted for the average expression in the respective control samples (DESeq2 adjusted P-value
< 0.05). Genes were clustered using k-means with 6 clusters. The most enriched gene ontology
terms for each cluster are shown to the left.
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B GOrilla analysis of a ranked list of the genes differentially expressed in the CD95 k.o. versus
the wt cells shown in A. Data were ranked according to the highest difference between the fold
upregulation of genes in k.o. versus wt tumors in Balb/c and NSG mice. GO terms associated
with immune infiltration and activation arc shown in red. Experiments were performed with the
U-clones.

Figure 4. CD95 loss in TNBC cells increases general immune cell infiltration with only G-

MDSCs being reduced when compared to wt tumors.

A WT or CD95 k.o. 4T1 cells were injected into the mammary fat pad of BALB/c mice. Mice
were sacrificed when tumors reached maximum allowed size or signs of ulceration were
cvident. Representative tumor scctions of onc mouse grafted with wt (1965) and two mice
grafted with k.o. cancer cells (1955, 1958) stained with hematoxylin and cosin (H&E) or with
antibody specific for mouse macrophages (F4/80), T-cells (CD4, CD8, FOXP3), endothelial
cells (CD31), or pSTATL. Representative images of the immuno-histochemical analysis and
H&E staining are shown.

B The staining intensity of F4/80, CD4, CD8, pSTAT1, CD31and FOXP3 was quantified. Each
bar represents the mean = SEM (n = 8). p-valuc *<0.05, **<0.001; ***<0.0001; ns, not
significant.

C After 21 days, tumors grown in Fig. 2D were resected and dissociated. Tumor-infiltrating cells
including macrophages (CD45*CD11b*F4/80*); whole CD3* T-cell population, CD3+CD4+,
CD3+CD8*  T-cells and  Treg (CD3+CD4+*CD25"e"FoxP3+),  subsets; M1,
(CD45+*CD11b*F4/80*CD38*), M2 (CD45+*CD11b*F4/80*CD38); M-MDSC
(CD45*CD11b*Ly6C*Ly6G-) and G-MDCS (CD45+*CD11b*Ly6C'*Ly6G*) were quantified
by multiparameter flow cytometry with the indicated combination of markers.

D Representative tumor sections of two mice injected with wt (1963, 1949) and two mice injected
with k.o. cancer cells (1955, 1958) (all at 5x) stained for Ly6G.

E IHC quantification of Ly6G positive cells (left, examples shown in D) and CD11b (right) in the
wt and CD95 k.o. tumors shown in B. Scale bars = 50 pm.

Figure 5: Depletion of NK cells but not of CD8* T cells reverse the growth defect of CD95

k.o. cells in immune competent mice.

A Representative THC images (10x) of spleens from mice treated with either isotype matched
control antibody or anti-CDS8 as indicated in A and stained for CD4+ or CD8* T cells. Scale bar
=50 pm.

B Quantification of CD4 and CD8 T cells in the spleen of mice treated with cither IgG or anti-
CDS. Values labeled by a dot correspond to the images shown in A.

C Top, Representative images of spleens of treated mice. Bottom, average spleen weight of treated
mice (n=3). Scale bar = 1 cm.

D Tumor weight (left) and tumor volume (right) in anti-CD8-treated mice (n=5) 16 days after
tumor injection.

E THC quantification of TUNEL staining of sections of wt and k.o. tumors in mice treated as in D.

F Tumor growth of a mix of wt4T1 cells and a CD95 k.o. clone #4 in three different mouse strains.
p-valucs were calculated using two-way ANOVA.

G [HC quantification of NKp46 positive NK cells in the wt and CD95 k.o. tumors grown in NOD-
SCID mice shown in F.

H Tumor weight (left) and tumor volume (right) in anti-Asialo GM1-treated mice (n=5) 16 days
after tumor injection.
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4. Discussion

Dans les cancers du sein triple négatifs localisés, il avait été montré qu’un taux élevé
de sCD95L présentait un caractere pronostic négatif. Etant donné les similitudes entre
ces cancers et les cancers de I'ovaire séreux de haut grade, nous avions postulé que
des résultats similaires pourraient étre observé dans ce dernier modéle. Nous avons
été surpris de constater au contraire un effet inverse dans les cancers de I'ovaire
séreux de haut grade. Plusieurs hypothéses peuvent étre formulées pour expliquer
cette contradiction. D’un point de vue clinique, déja, il faut noter que les situations sont
assez différentes : en effet, d'un c6té, nous avons des cancers du sein de faible
volume, localisé et de 'autre des cancers de 'ovaire avancés, avec un volume tumoral
tres élevé. Donc la cinétique tumorale pourrait expliqguer en partie les différences
observées. Dans la littérature, le caractére pronostic de sCD95L dans les cancers n’a
pas fait 'objet de nombreuses études. Il semble exister une corrélation du niveau de
sCD95L avec le stade tumoral, mais a stades équivalents, les résultats quant au
caractere pronostic du niveau sCD95L sont variables. A noter cependant que le niveau
sCD95L semble dans la majorité des études plus élevé chez les patients atteints de
cancer que chez des volontaires sains.

Les effets de la signalisation CD95/CD95L semblent différents également au niveau
biologique. Ainsi, dans les cancers de I'ovaire séreux de haut grade, nous n’avons pas
montré d’'impact direct sur les cellules tumorales, contrairement a ce qui a été retrouvé
pour les cancers du sein triple négatifs, ou la signalisation semble aussi jouer un role
sur les cellules souches tumorales. Nos données dans les cancers de I'ovaire restent
a confirmer dans d’autres études, mais il semble que la voie de signalisation
CD95/CD95L est principalement impliquée dans le contréle de la réponse immune

pour les cancers de I'ovaire séreux de haut grade.

Au-dela ces aspects sur le pronostic, la voie de signalisation CD95/CD95L dans les
cancers de l'ovaire séreux de haut grade et dans les cancers du sein triple négatifs
joue un rdle important dans la régulation du systéeme immunitaire et de la réponse
antitumorale. Au-dela de la modulation de la réponse immune par induction ou non de
I'apoptose des cellules immunitaires effectrices, la présence de CD95 dans les cellules

tumorales semble jouer un rdle dans la modulation de la composition de l'infiltrat
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immunitaire, et une modification de son équilibre entre tolérance et activité
antitumorale. Ces données sont importantes car ce sont deux tumeurs pour lesquelles
le systeme immunitaire joue un réle majeur dans le contréle tumoral et la progression
de la maladie. Ainsi, l'infiltrat immunitaire lymphocytaire T, mais également B, est
corrélé a un meilleur pronostic que ce soit dans les cancers du sein triple négatifs ou
les cancers de l'ovaire séreux de haut grade. Cependant, la plupart des stratégies
thérapeutiques ayant visé a restaurer un contréle immunitaire antitumoral n’ont pas
démontré d’efficacité notable en clinique dans les cancers du sein triple négatifs et les
cancers séreux de haut grade. C’est notamment le cas des approches thérapeutiques
ciblant PD1/PD-L1 qui globalement bénéficient de maniere marginale a une minorité
de patientes dans ces 2 types de cancer, contrairement a ce qui est observé pour
d’autres cancers comme les mélanomes, les cancers bronchiques ou les cancers du
rein. Les données négatives avec 'immunothérapie anti-PD1/PD-L1 dans les cancers
du sein triple négatifs et les cancers de I'ovaire séreux de haut grade ne doivent
cependant pas nous faire abandonner la piste de la modulation de la réponse immune.
Il est possible, voir probable en effet qu’il faille actionner et jouer sur plusieurs voies
contrélant I'activation du systéme immunitaire simultanément. A ce titre, la mise en
évidence de l'importance potentielle de la voie CD95/CD95L dans les cancers du sein
triple négatifs et les cancers de 'ovaire séreux de haut grade pour le recrutement de
différentes cellules du systeme immunitaire offre la possibilité d’explorer de nouvelles

pistes thérapeutiques potentielles.

5. Perspectives et conclusion

Nos données dans les cancers de l'ovaire séreux de haut grade nécessitent d'étre
confirmées sur d’autres séries pour étayer nos hypotheses. Pour les cancers de
l'ovaire séreux de haut grade, il est retrouvé fréequemment des anomalies de la
réparation par recombinaison homologue (50% des cas environ), dont 20 a 30 % sont
expliquées par des mutations BRCA. Le lien entre ces anomalies et la réponse
immunitaire a fait 'objet d’études, car des données suggéraient que la présence

d’anomalie HR pourraient entrainer une modulation de la réponse anti-tumorale,
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notamment via la production de néoantigenes tumoraux et une augmentation de la
charge mutationnelle. Les premiéres études réalisées allaient plutdt dans le sens d’un
lien mais les études les plus récentes n'ont pas confirmé cette hypothése. Il serait
néanmoins intéressant de vérifier s’il existe des différences d’activation CD95/CD95L
pour les cancers de l'ovaire séreux de haut grade présentant une anomalie HRD ou
BRCA par rapport aux cancers HRP. Par ailleurs, il serait aussi intéressant d’étudier
si la voie de signalisation CD95-CD95L peut étre impactée par les traitements
d'immunothérapie. En effet, nous avons montré qu’un niveau élevé de sCD95L est
corrélé a un infiltrat immunitaire plus important dans les cancers de I'ovaire séreux de
haut grade. La caractérisation plus fine de cet infiltrat immunitaire, est une voie a
explorer. Cependant, contrairement a ce que nous avons mis en oeuvre pour les
cancers du sein triple négatifs, il n’est pas évident de collecter des échantillons de
tumeurs fraiches, car d'une part la plupart des patientes sont traitées par
chimiothérapie néoadjuvante, et nous ne disposons donc uniquement que de biopsies
partiellement représentatives de la situation et d’autre part, le volume tumoral est trés
important du fait du stade avancé de la maladie.

Dans les cancers séreux de haut grade de l'ovaire, il a également été montré que la
chimiothérapie peut moduler la réponse immune. L’étude d’'une corrélation de linfiltrat
immunitaire aprés chimiothérapie et de l'effet sur la voie CD95/CD95L pourrait
apporter une meilleure compréhension sur le réle de cette voie. Par ailleurs, pour les
cancers de l'ovaire séreux de haut grade, alors que l'efficacité de 'immunothérapie
ciblant la voie anti-PD1/PD-L1 concerne une minorité de patientes, une question qui
se pose est celle de biomarqueurs pouvant prédire la réponse au traitement
d'immunothérapie. Ainsi, il pourrait étre intéressant d’étudier la corrélation entre niveau
sCD95L avant traitement et réponse a I'immunothérapie. Ayant participé a I'essai
INEOV évaluant 'ajout d’un traitement par immunothérapie anti-PD-L1 (durvalumab)
+/- anti-CTLA-4 (tremelimumab), nous pourrions évaluer I'impact de ces traitements
selon le niveau sCD95L, afin de vérifier s’il existe une corrélation permettant d’identifier
les patientes susceptibles de répondre de maniéere plus importante a cette approche

thérapeutique.

Dans les cancers du sein triple négatifs localisés, il semble important de pouvoir
continuer a étudier le role CD95/CD95L. Cependant, la collection pour étude que nous

Page 134 sur 156



avons menée chez les patientes ne peut se poursuivre, car du fait d’'une modification
des approches thérapeutiques, 'immense majorité des patientes sont maintenant
traitées par chimiothérapie avant d’étre opéré. Etant donné I'importance potentielle de
la voie CD95/CD95L dans la résistance au traitement, il pourrait cependant étre
intéressant d’étudier le réle de cette voie chez les patientes ne présentant pas une
réponse compléte histologique a la chimiothérapie. Ce type d’étude n ‘est pas facile a
mener, car nécessite une organisation sans faille entre chirurgiens,
anatomopathologistes et chercheurs, pour analyser en temps réel les cellules étant

donné I'impact de la congélation sur la viabilité cellulaire.

Pour conclure, nous avons montré que la voie CD95/CD95L semble jouer un role
important dans les cancers du sein triple négatifs et de I'ovaire séreux de haut grade.
Contrairement a nos hypothéses initiales, I'action exercé semble différente entre ces
2 types tumoraux proches sur le plan moléculaire. Cependant, dans les 2 cas, cette
action semble s’exercer notamment via une modulation de la réponse immunitaire
antitumorale, ouvrant des perspectives potentielles pour mieux comprendre le réle du
systeme immunitaire dans ces tumeurs et peut étre proposer de nouvelles approches

thérapeutiques.
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Réle de CD95/CD95L dans les cancers du sein triple négatifs et de I'ovaire

Mots clés : Cancers du sein triple négatifs ; Organes génitaux femelles — Cancer ; Antigenes CD95

Résumé : Les cancers du sein triple négatifs et les
cancers de l'ovaire séreux de haut grade partagent
des caractéristiques biologiques communes, et le
systeme immunitaire joue un réle important dans le
contrle de [I'évolution tumorale dans ces 2
maladies. Initialement caractérisée par son role
dans Il'apopotose des cellules immunitaires, la
signalisation activée par linteraction CD95/CD95L
et son ligand soluble sCD95L est impliquée dans de
nombreux rdles biologiques au-dela de I'apoptose,
notamment dans les processus d’oncogénése.
Notre équipe avait montré le réle pronostic négatif
du sCD95L, favorisant I'invasion tumorale et les
métastases chez les patientes atteintes de cancer
du sein triple négatif.

Dans les cancers de I'ovaire, le niveau de sCD95L
est un facteur pronostic positif corrélé a linfiltrat
immunitaire, soulevant [I'hypothése d’une
régulation de cet infiltrat par la signalisation
CD95/CD95L. Dans les cancers du sein triple
négatifs, la signalisation CD95 impacte la réponse
immune anti-tumorale. Ces travaux montrent
gu’une meilleure compréhension des mécanismes
biologiques activés par la voie CD95/CD95L dans
les cancers de l'ovaire séreux de haut grade et
dans les cancers du sein triple négatif pourrait
permettre de mieux sélectionner les patientes pour
des traitements modulant la réponse immune. Le
ciblage de cette voie pourrait permettre
d’améliorer la prise en charge thérapeutiques.

Role of CD95/CD95L in triple negative breast and ovarian cancers

Keywords : Triple negative breast cancer; Ovarian cancer; CD95 antigens

Abstract : Triple-negative breast cancer and high-

grade serous ovarian cancer share common
biological features, and the immune system plays
an important role in controlling tumor progression in
both diseases. Initially characterized by its role in

immune cell apoptosis, the signaling activated by

the CD95/CD95L interaction and its soluble ligand
sCD95L is involved in many biological roles beyond

apoptosis, notably in oncogenesis processes. Our
team had shown the negative prognostic role of
sCD95L, promoting tumor invasion and metastasis

in patients with triple negative breast cancer. In

ovarian cancer, the level of sCD95L is a positive

prognostic factor correlated with the immune
infiltrate, raising the hypothesis that this infiltrate is
regulated by CD95/CD95L signaling. In triple-

negative breast cancer, CD95 signaling impacts the

anti-tumor immune response.

This work shows that a better understanding of the
biological mechanisms activated by the
CD95/CD95L pathway in high-grade serous
ovarian cancer and in triple-negative breast cancer
could allow better selection of patients for
treatments modulating the immune response.
Targeting this pathway could lead to improved
therapeutic management..



