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PREAMBULE 

Il apparaît de plus en plus clairement que le développement d’une tumeur est 

intimement associé à sa vascularisation, le sang apportant l’oxygène et les nutriments 

nécessaires à la prolifération des cellules tumorales tout en permettant l'accès aux cellules du 

système immunitaire susceptibles de contrer leur développement. Au cours de la 

tumorigenèse, le processus d'angiogenèse est étroitement lié à des modifications importantes 

du microenvironnement tumoral, ce qui conditionne l’infiltration et l’activité des cellules 

immunes. Son contrôle est une stratégie pour limiter la croissance tumorale. Ce qui reste mal 

connu, c’est le rôle que les cellules tumorales vont exercer sur les cellules endothéliales qui se 

retrouvent dans l’écosystème et quelles seront les contributions de leurs dialogues dans des 

modifications phénotypiques possibles. Cela inclut l'émergence de sous-populations de 

cellules endothéliales tumorales (TECs) potentiellement impliquées dans les dysfonctions 

immunitaires associées aux modifications du microenvironnement tumoral (TME). L’objectif 

de ma thèse était donc de mieux comprendre les relations entre cellules tumorales 

pulmonaires, cellules endothéliales et cellules immunitaires dans le cancer bronchique non à 

petites cellules (CBNPC) étudié au laboratoire. 

L’introduction de mon manuscrit rappellera brièvement, dans une première partie, la 

structuration et les fonctions de l’endothélium vasculaire en condition physiologique, en 

faisant un focus sur les spécificités pulmonaires et les singularités de son système immunitaire. 

Je ferai ensuite une revue de la littérature sur les cancers pulmonaires qui intéressent plus 

particulièrement le laboratoire et sur lesquels nous nous sommes focalisés au cours de ma 

thèse. J’aborderai les principaux traitements actuellement proposés. Dans cette deuxième 

partie, j’évoquerai également les facteurs principaux qui concourent aux processus de 

tumorigenèse pour mettre en lumière l’intérêt croissant qui est porté sur l’impact que 

l’inflammation et l’infiltration immunitaire ont dans la pathogenèse tumorale. Enfin, mon 

chapitre 3 d’introduction sera consacré au microenvironnement tumoral (TME) en portant 

une attention particulière aux cellules endothéliales tumorales (TECs). J’y ferai un état des 

lieux des connaissances sur les mécanismes de l'angiogenèse induite dans les tumeurs, sur les 

spécificités des TECs et sur ce qui est actuellement connu de leurs interrelations avec le TME.  
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Sur cette base, j’exposerai ma problématique de recherche et les objectifs de mes 

travaux de thèse. La partie Résultats présentera les deux parties des travaux réalisés 1) sur les 

cellules endothéliales tumorales, partenaires de l’immunosuppression  2) sur l’étude des 

modulations du compartiment vasculaire par les cellules tumorales de cancers pulmonaires et 

son impact sur le microenvironnement immunitaire. Je terminerai par une discussion générale 

sur les apports de cette étude dans la compréhension des interrelations entre TEC et TME et 

sur les effets des reprogrammations phénotypiques sur l’immunorégulation qui s’établit dans 

le TME,  pouvant ouvrir de nouvelles pistes thérapeutiques.  
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L’ENDOTHELIUM VASCULAIRE EN CONDITION PHYSIOLOGIQUE 

CELLULE ENDOTHELIALE ET RESEAU VASCULAIRE 

Les cellules endothéliales (ECs) pourraient être considérées comme les gardiennes 

essentielles de notre système circulatoire. Nichées le long des parois internes des vaisseaux 

sanguins et lymphatiques, ces cellules jouent un rôle clé dans le maintien de l’intégrité et de 

la fonctionnalité du réseau vasculaire. Leur capacité à réguler la perméabilité des vaisseaux, à 

réagir face aux signaux inflammatoires et à moduler la dilatation des vaisseaux est cruciale 

pour assurer une circulation sanguine optimale. L'intérêt porté aux ECs est relativement 

récent car ce n’est qu’en 1980 que Robert Furchgott, Louis Ignarro et John V Zawadzki ont 

découvert que l’endothélium n’était pas une surface inerte mais qu’il jouait un rôle essentiel 

dans la régulation du tonus vasculaire1. Cette découverte sera d’ailleurs récompensée par un 

prix Nobel décerné à Furchgott, Ignarro et Murad en 1998. Leurs travaux ont ouvert la voie à 

de nouvelles approches thérapeutiques, notamment dans le traitement de l’hypertension 

artérielle et des maladies cardiovasculaires. Aujourd’hui considérées comme une réelle 

interface pour de multiples processus physiologiques, les ECs sont au cœur d’innombrables 

études. En comprenant mieux leurs mécanismes d’action, d’activation, de communication et 

leurs interactions avec de nombreux autres acteurs cellulaires, nous pouvons envisager de 

nouvelles perspectives pour prévenir et traiter des pathologies liées ou impactées par leur 

dysfonctionnement comme ça peut être le cas dans le cancer. 

ORGANISATION DU SYSTEME VASCULAIRE 

L’arbre vasculaire est un réseau complexe assurant la propulsion du sang dans 

l’organisme et permettant l’approvisionnement des organes et des tissus en nutriments et 

oxygène nécessaires à leur bon fonctionnement. Il joue un rôle important dans de nombreuses 

autres fonctions physiologiques en contribuant, entre autres, à l’homéostasie, à la régulation 

de la température, au trafic cellulaire et à l'élimination des déchets métaboliques. Ce système 

vasculaire est un réseau fermé s’organisant en deux systèmes circulatoires principaux : le 

réseau systémique et le réseau pulmonaire. La circulation systémique a pour rôle d’acheminer 

le sang oxygéné du cœur vers les autres organes par le réseau artériel, puis de ramener le sang 

veineux pauvre en oxygène (PaO2 de 70 à 75 mmHg) et riche en dioxyde de carbone, vers le 

cœur via le réseau veineux. La circulation pulmonaire prend alors le relais, avec pour fonction 

d’amener le sang veineux au contact de la zone alvéolaire afin de le réoxygéner complètement 
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(PaO2 de 80 à 100 mmHg), puis de le renvoyer vers le cœur par les veines pulmonaires. D’après 

le dogme scientifique introduit par Schack August Steenberg Krogh (1874 à 1949) dans son 

livre2, le corps d’un adulte renfermerait une longueur cumulée du réseau vasculaire estimée 

d’environ 90.000 km ce qui correspond à un peu plus de deux fois la circonférence de la terre3.  

Cependant, bien que cette affirmation se perpétue dans de nombreux ouvrages, elle 

semble remise en cause par des données plus contemporaines qui estiment une longueur 

totale du réseau vasculaire autour de 9 000 à 19 000 km d’après David C Poole et Timothy I 

Mush4, soit une distance qui représenterait seulement un trajet Nantes-La Réunion à vol 

d’oiseau. Le réseau vasculaire ne se résume pas uniquement au système sanguin et englobe 

également le système lymphatique dont je ne parlerai que très peu dans cette introduction. 

En excluant les vaisseaux lymphatiques, le système vasculaire sanguin se subdivise donc en 

trois types de vaisseaux, chacun ayant une taille et une structure différente leur permettant 

d’assurer des fonctions spécifiques.  

Le long de l’arbre vasculaire, l’ensemble des plus gros vaisseaux (caractérisés par un 

diamètre > 0.5mm), tels que les artères et les veines, est généralement appelé 

macrovasculature et participe au mouvement du sang vers ou loin des organes. Les artères, 

devant supporter des pressions élevées et un débit sanguin conséquent induit par les 

contractions du cœur, sont des vaisseaux épais et élastiques dont la paroi est composée de 

trois tuniques : l’intima, la média et l’adventice (Figure 1). Les veines quant à elles, subissent 

une pression plus faible du sang dû au flux modéré qui les traverse. Leurs parois sont 

considérablement plus fines et leur diamètre plus grand (1 cm en moyenne) permet à une plus 

grande quantité de sang de circuler. De nombreuses veines sont dotées de valvules qui 

empêchent le reflux sanguin et facilitent la circulation unidirectionnelle du sang vers le cœur.  

Les artères se ramifient progressivement pour former les artérioles qui possèdent les 

mêmes trois tuniques que les gros vaisseaux mais avec un diamètre et une épaisseur réduits 

(environ 0,1 mm). La jonction entre les artérioles et les veinules se fait au niveau des 

capillaires, siège de la microcirculation et des échanges métaboliques et gazeux entre le sang 

et les tissus. La paroi des capillaires est constituée d’un endothélium entouré d’une membrane 

basale perméable aux substances de faible poids moléculaire. Cet endothélium est formé 

d’ECs tapissant la face interne des vaisseaux sanguins. Les ECs assurent ainsi l’intégrité des 

vaisseaux et sont les premières actrices des échanges dans les capillaires.  
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Figure 1 : Caractéristiques générales du système vasculaire. Dans les veines et les artères, la tunica intima est constituée de 
l’endothélium et de la membrane basale qui l’entoure. La tunica media est composée de cellules musculaires lisses dont la 
densité est plus importante dans les artères et les artérioles que chez les veines où la pression du flux sanguin est moindre. 
Cette couche de cellules musculaires est entourée d’une membrane élastique joignant la tunica externe aussi appelée 
adventice composée quant à elle de fibroblastes et de fibres élastiques. Les échanges de gaz, nutriments et « déchets » entre 
le sang et les tissus ont lieu au niveau des capillaires plus perméables.   

Il existe deux catégories de capillaires, les continus et les discontinus, dont la nature 

plus ou moins étanche et les jonctions entre ECs sont adaptées aux besoins et caractéristiques 

des organes ou des tissus environnants5. Les capillaires continus présentent une barrière 

endothéliale plutôt imperméable. Les ECs y sont jointives et structurées grâce à un ensemble 

de jonctions. Les jonctions serrées entre ECs assurent la barrière physique et sont 

principalement constituées de protéines telles que les claudines, les occludines et les 

protéines de zonula occludens (ZO-1, ZO-2). Les jonctions adhérentes jouent un rôle 

fondamental dans la cohésion cellulaire, reliant les cellules entre elles via des protéines 

comme la VE-cadhérine et le PECAM-1. Enfin, les jonctions communicantes, également 

connues sous le nom de gap-junctions, facilitent le passage de petites molécules et d'ions 

entre les cellules adjacentes, favorisant ainsi la coordination des fonctions vasculaires. Les 

propriétés de l’endothélium dépendent en partie des niveaux régulés d’expression des 

protéines de jonction dans les ECs qui le composent. 
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Les capillaires continus imperméables sont retrouvés dans les tissus et organes ayant 

un besoin métabolique élevé, tels que les tissus musculaires, le cerveau ou les poumons. Les 

capillaires discontinus regroupent les capillaires fenestrés et sinusoïdaux. Les fenestrés sont 

fréquents dans les organes impliqués dans l’absorption comme l’intestin ou les reins. Les ECs 

y présentent la particularité d’être espacées par des pores de 80 à 100 nm recouverts d’une 

membrane plus fine ce qui accroît la perméabilité de l’endothélium par rapport aux capillaires 

continus. Les capillaires sinusoïdaux présents dans le foie, la rate et la moelle osseuse sont 

très perméables, permettant le passage de grosses protéines et même de cellules entières6. 

Ces échanges sont possibles grâce aux espaces entres les ECs et en raison d’une membrane 

basale irrégulière et parfois même absente de ces capillaires.   

Les échanges cellulaires, comme la diapédèse des leucocytes circulants, se produisent 

principalement en aval des capillaires, au niveau des veinules post-capillaires. Les vaisseaux 

connus sous le nom de veinules endothéliales hautes (HEV) sont notamment décrits comme 

étant spécialisés dans l'extravasation des lymphocytes du sang vers un organe lymphoïde 

secondaire. Une étude menée par Girard et al. a confirmé que ces HEV constituent des sites 

de migration pour les lymphocytes depuis la circulation sanguine vers les ganglions 

lymphatiques7. Les études qui ont précédé ont localisé ces HEV dans l’ensemble des organes 

lymphoïdes secondaires, hormis la rate, mais également dans les structures lymphoïdes 

tertiaires ou à proximité d’un site d’inflammation chronique comme le tissu tumoral. Les HEV 

se distinguent des autres types de vaisseaux en raison des ECs qui les composent (HEC). Ces 

HECs, ont la particularité d’exprimer à leur surface l’épitope 6-sulfo-sialyl Lewis X et d’avoir un 

phénotype cuboïdal unique, en opposition à l’épithélium pavimenteux conventionnel8. Elles 

sont dotées d’une grande plasticité cellulaire. Leur développement, maturation et maintien 

au sein des ganglions lymphatiques sont régulés par l’activation du récepteur de la 

lymphotoxine β (LTβR) ainsi que par la voie non canonique de l’activation de NF-ϰB9,10. Ces 

HECs caractérisent le réseau lymphatique, un système complexe constitué de vaisseaux, de 

ganglions et d’organes qui a pour fonction de drainer la lymphe provenant de l'espace 

interstitiel des tissus vers le système sanguin. Le réseau lymphatique joue un rôle fondamental 

dans le nettoyage et la filtration du sang. Il exerce de plus une fonction immunitaire 

essentielle, agissant comme centre de production et de maturation des cellules immunitaires, 

tout en facilitant leur transport à travers tout l'organisme.     
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FORMATION ET STRUCTURE DES VAISSEAUX  

L’un des aspects les plus intéressants de la biologie vasculaire réside dans la 

compréhension des processus impliqués dans la formation des vaisseaux sanguins et leur 

contribution à la construction et la maintenance du réseau vasculaire. Alors que la 

vasculogenèse qualifie l'émergence des vaisseaux sanguins à partir des cellules souches 

endothéliales primitives, l’angiogenèse quant à elle, caractérise la formation de nouveaux 

vaisseaux à partir de vaisseaux préexistants. La vasculogenèse définit ainsi le processus de 

formation de novo des vaisseaux qui se déroule principalement lors de la phase initiale de la 

mise en place du système vasculaire chez les vertébrés11. Au cours du processus, les cellules 

souches endothéliales se différencient en ECs puis se regroupent pour former le tronc 

vasculaire primitif qui, en se ramifiant, donne un réseau vasculaire fonctionnel. Contrairement 

aux deux exemples précédents, le processus d’artériogenèse ne crée pas de nouveaux 

vaisseaux mais permet la croissance, le remodelage et la maturation des artères. De ce fait, il 

joue un rôle essentiel dans l’optimisation de la circulation sanguine et permet de protéger et 

sécuriser l'approvisionnement en sang des tissus si une artère principale est obstruée12. 

Angiogenèse 

L’angiogenèse est un processus biologique défini comme la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux préexistants13. Elle est mise en place afin d’irriguer 

des zones non vascularisées et/ou subissant une pression hypoxique. Ce processus 

principalement retrouvé lors de la croissance des organes et du développement embryonnaire 

n’est présent chez l’adulte sain que lors de la réparation tissulaire, dans l’endomètre lors des 

cycles menstruels14, ou lors de la grossesse15. L’angiogenèse est étroitement régulée par un 

équilibre subtil entre des facteurs pro-angiogéniques, qui favorisent la croissance des 

vaisseaux, et des facteurs anti-angiogéniques qui inhibent ce processus. Ainsi différents 

mécanismes d’angiogenèse ont été décrits : l’angiogenèse germinative ou par 

bourgeonnement (sprouting), l’angiogenèse par intussusception ou angiogenèse fractionnée 

et enfin l’angiogenèse coalescente16.  

En cas de déséquilibre, une angiogenèse excessive peut survenir, souvent en 

corrélation avec des pathologies graves telles que les maladies cardiovasculaires17, les 

maladies inflammatoires18 et divers type de cancer19.  Dans le domaine de la cancérologie, 

plusieurs mécanismes de l’angiogenèse pathologique ont été identifiés, notamment 
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l’angiogenèse germinative tumorale, la cooptation (aussi désignée sous les termes 

d’angiotropisme ou d’invasion périvasculaire) ainsi que le mimétisme vasculaire. Ces 

processus, qui illustrent les stratégies adoptées par la tumeur pour survivre et se développer 

dans son milieu, seront analysés en profondeur dans le chapitre 3 de cette introduction où les 

ECs en contexte tumoral sont mises à l’honneur.    

Dans un cadre physiologique, l’angiogenèse germinative, la plus largement étudiée, 

constitue un processus complexe qui se déroule en plusieurs étapes (Figure 2A) . En réponse 

à un signal local, il se produit tout d’abord une vasodilatation des vaisseaux sanguins existants. 

Cela s’accompagne d’une augmentation de la perméabilité vasculaire en raison d’un 

affaiblissement des jonctions adhérentes. En parallèle, différents facteurs comme le Vascular 

endothelial growth factor (VEGF) vont stimuler la différenciation de EC en cellule de front (tip 

cell)20. Les membres de la famille VEGF (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E et PlGF) et 

la biologie de leurs voies de signalisation a été largement étudiés par la communauté 

scientifique21,22. La transduction du signal VEGF-A lié à son récepteur VEGFR-2 entraîne une 

augmentation transcriptionnelle du gène Delta-Like-4 (DLL4). DLL4 active à son tour le 

récepteur Notch des ECs avoisinantes qui n’ont pas été directement stimulées par le VEGF-A.  

Cette activation de la voie Notch réprime l’expression de VEGFR2 et favorise celle de VEGFR1 

dans les cellules de soutien (appelées stalk cells), les rendant moins sensibles aux signaux pro-

angiogéniques suscités par les membres de la famille VEGF23.  

La seconde étape du processus implique la dégradation de la membrane basale des 

vaisseaux sanguins existants par l’intermédiaire de métalloprotéinases matricielles (MMPs) 

produites par les ECs. À la suite de sa stimulation, la cellule de front initie un bourgeonnement 

latéral à partir du vaisseau existant et subit par la suite des modifications morphologiques et 

fonctionnelles. Cette expansion dirigée par les cellules de front est alimentée par la 

prolifération des cellules de soutien, régulée par le signal Notch. Lorsque deux cellules de front 

se rencontrent via des prolongements cytoplasmiques appelés filopodes, elles réduisent leur 

activité invasive et établissent des connexions stables entre elles, c’est l’anastomose. Cette 

fusion marque la phase finale du processus d’angiogenèse. Elle est caractérisée par la mise en 

place de la perfusion du nouveau vaisseau et par sa maturation, grâce au recrutement de 

cellules de soutien telles que les péricytes, de cellules musculaires lisses et la formation d’une 

nouvelle matrice extracellulaire.  
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Figure 2: Angiogenèse physiologique. L’angiogenèse par bourgeonnement commence avec la stimulation par le facteur de 
croissance endothélial vasculaire (VEGF) entraîne l'activation des récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 sur les cellules endothéliales 
(A1). La cellule endothéliale ayant reçu le signal se différencie en cellule de front et par l’intermédiaire de la voie DLL4/Notch 
va induire l’inhibition des cellules voisines pour bloquer leur différenciation. L'invasion tissulaire est facilitée par la dégradation 
de la membrane basale par les métalloprotéinases matricielles (MMPs) produites, permettant aux cellules endothéliales de 
migrer (A2). L'anastomose se produit lorsque les cellules de front se rejoignent pour former de nouveaux vaisseaux, poussées 
par les cellules de soutien (A3). La perfusion est établie dans le nouveau vaisseau formé et la couverture matriciel et péricytaire 
se forme, marquant la fin de l'angiogenèse par bourgeonnement (A4). L'angiogenèse intussusceptive décrit le phénomène ou 
un vaisseau se divise en deux sans créer de nouveaux vaisseaux (B). L’angiogenèse coalescente décrit le phénomène de fusion 
des capillaires permettant d'accroître l’apport sanguin sans créer de nouveaux vaisseaux (C). 

Une fois la vascularisation restaurée, les facteurs pro-angiogéniques diminuent et les 

ECs retournent à un état phénotypique quiescent. A noter que ce dogme dans le domaine de 

l’angiogenèse a été revisité à la suite de plusieurs découvertes récentes. Par exemple, 

contrairement à ce qui avait été initialement envisagé, l’angiogenèse par bourgeonnement 

n’est pas induite par une seule cellule de front, mais se produit à l’issue de nombreux 

réarrangements et compétitions24. De même, il serait réducteur de n’impliquer que la voie 

VEGF/DLL4 dans un processus qui s’avère complexe. Récemment il a été montré dans le 

modèle Zebrafish que des processus de mécano-sensing (via Piezo1) étaient à l'œuvre pour 

permettre aux cellules de front de “sentir” leur environnement et s’y mouvoir. 

Contrairement à l’angiogenèse germinative, l’angiogenèse par intussusception est un 

mécanisme non germinal qui décrit l'élargissement et la division d’un vaisseau déjà formé 
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pour créer deux néo-vaisseaux25. Ce mécanisme permet une expansion rapide du réseau 

capillaire tout en conservant une perfusion essentielle au fonctionnement tissulaire (Figure 

2B). Un des avantages de ce processus de croissance, par rapport à l’angiogenèse germinative, 

réside dans le fait que le volume et la surface du système vasculaire peuvent augmenter de 

manière significative en peu de temps, sans nécessiter une prolifération importante des ECs 

ni une dégradation étendue de la matrice extracellulaire environnante. Le processus 

d’angiogenèse par coalescence est un phénomène nouvellement décrit puisqu’il a été 

rapporté en 2022, et représente un mécanisme au cours duquel les capillaires fusionnent pour 

augmenter l’apport sanguin dans les tissus concernés (Figure 2C). 

Cellules de soutien 

L'angiogenèse permet la mise en place d’un endothélium qui, bien que jouant un rôle 

majeur dans le futur fonctionnement du système vasculaire, n'agit pas en solitaire. Des 

cellules spécialisées appelées péricytes y seront des collaborateurs discrets mais 

indispensables des ECs. Les péricytes sont des cellules contractiles qui viennent entourer les 

vaisseaux sanguins, en établissant un contact étroit avec les ECs. Leur présence contribue à 

renforcer la paroi vasculaire, à réguler la perméabilité des vaisseaux et à maintenir la stabilité 

et l’intégrité du réseau. On leur a également attribué des fonctions dans la formation de 

nouveaux vaisseaux et dans la cicatrisation des tissus. Des altérations dans les intéractions 

entre les ECs et les péricytes sont observées dans diverses pathologies, comme les maladies 

vasculaires, les troubles du système nerveux central, ainsi que certains types de cancer. Je 

n'approfondirais pas ici le rôle des péricytes et leur interaction avec les ECs dans cette 

introduction, toutefois, il convient de souligner que Li et al. traitent de ce sujet dans leur revue, 

qui se focalise sur l'implication des ECs et des péricytes dans l'angiogenèse, en insistant sur 

l'importance de la communication intercellulaire26. 

Plasticité endothéliale 

Chez l’adulte sain, les ECs sont en majorité quiescentes et polarisées. Leur membrane 

luminale est directement exposée aux composants sanguins et aux cellules circulantes, tandis 

que leur surface basolatérale est séparée des tissus environnants par une membrane basale 

glycoprotéique, sécrétée et ancrée à la membrane cellulaire. Bien que les ECs adoptent des 

formes variées le long du réseau vasculaire, elles se caractérisent en général par leur aspect 

fin et légèrement étiré, avec des dimensions comprises entre 30 et 50 µm de long, 10 à 30 µm 
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de large et une épaisseur oscillant de 0,1 à 10 µm. Ces cellules sont alignées le long de l’axe 

du vaisseau, dans la paroi vasculaire afin de minimiser les forces de cisaillement exercées par 

le flux sanguin27. La plasticité remarquable des ECs engendre, en fonction des contextes, 

l'apparition de multiples états et des phénotypes distincts.  

C’est à la fin des années 1980, que Pober a introduit le concept d'activation 

endothéliale, défini comme « des modifications quantitatives dans l'expression de gènes 

spécifiques, se traduisant par des protéines qui confèrent aux cellules endothéliales de 

nouvelles capacités leurs permettant de remplir de nouvelles fonctions »28. Le terme cellules 

endothéliales «activées» s’applique donc aux cellules réagissant aux stimuli, d’une part dû aux 

VEGFs durant l'angiogenèse, d’autre part dû aux signaux pro-inflammatoires en période 

d'inflammation. Sous l'effet d'une stimulation inflammatoire, les ECs activées sur-expriment 

des molécules HLA, ainsi que des molécules d'adhésion (ICAM-1, VCAM-1) et sécrètent des 

cytokines telles que l'IL-6 et l'IL-8. Elles peuvent développer des fonctions pro-thrombotiques, 

ce qui conduit à l'émergence d'un phénotype pro-immunogène29,30. Il est essentiel de 

souligner que les ECs activées retrouvent un état de repos une fois que le facteur de stress 

ayant provoqué leur activation est éliminé. 

Les ECs peuvent également être soumises à un processus de transition endothélio-

mésenchymateuse (EndoMT), au cours duquel, elles acquièrent un phénotype fibroblastique 

et mésenchymateux. Ce remaniement phénotypique se manifeste par la disparition des 

marqueurs caractéristiques des ECs, tels que PECAM-1 (CD31), la VE-cadhérine et le facteur 

de von Willebrand (vWF), et par l’acquisition de marqueurs mésenchymateux, notamment α-

SMA, la vimentine, la N-cadhérine et FSP1. Il existe différents états dans l’engagement de 

l’EndoMT, conduisant à des transitions EndoMT dites partielles31,32. Les variations 

phénotypiques des ECs conduisent à une remarquable hétérogénéité au sein de la population 

endothéliale dans l'organisme humain. Aird fut le pionnier dans la caractérisation de cette 

diversité cellulaire phénotypique33. L'hétérogénéité structurale des ECs se manifeste par des 

variations dans plusieurs aspects, incluant la morphologie cellulaire (taille, épaisseur et 

position du noyau), le profil d'expression génique, la synthèse de constituants de la matrice 

extracellulaire, notamment les composants de la membrane basale, ainsi que les 

caractéristiques de la surface cellulaire. De plus, ces variations s'étendent à l'expression des 
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jonctions serrées, des jonctions adhérentes et aux différents types prédominants de jonctions 

intercellulaires. 

HETEROGENEITE ORGANOTYPIQUE ET VARIABILITES FONCTIONNELLES 

En fonction du microenvironnement et/ou de leur emplacement dans un vaisseau ou 

un organe, les ECs ont des propriétés fonctionnelles et des caractéristiques moléculaires 

différentes. Chaque organe dispose de son propre réseau capillaire afin de répondre de 

manière adaptée à des besoins spécifiques, qu’ils soient systémiques ou locaux. Par exemple, 

comme évoqué précédemment, l’endothélium rénal fenestré est important pour la filtration 

moléculaire nécessaire à la fonction rénale, tandis que l’endothélium formant la barrière 

hématoencéphalique est caractérisé par son étanchéité et la présence de nombreuses 

jonctions serrées, limitant ainsi la transmigration cellulaire29. 

Outre les variations structurelles dues aux jonctions cellulaires, les ECs peuvent 

présenter des particularités métaboliques induites par leur fonction. Ainsi les ECs du cœur, un 

organe réputé pour sa forte demande énergétique, se caractérisent par une expression élevée 

de transporteurs d’acides gras CD36 et FABP4. Les acides gras sont métabolisés pour produire 

de l’ATP permettant la contraction du myocarde34. Dans le cerveau, c’est le transporteur du 

glucose GLUT1 qui est plus abondant à la membrane des ECs afin de répondre aux besoins 

métaboliques importants des neurones35. Les ECs des capillaires ne se limitent d’ailleurs pas à 

un simple rôle de transport passif de l’oxygène ou des nutriments. Certaines études ont 

montré qu’en produisant des facteurs de croissance spécifiques aux tissus, appelés facteurs 

angiocrines, elles favorisent le développement et la régénération des organes chez les adultes. 

C’est le cas des cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques qui stimulent la prolifération 

des hépatocytes36 ou des ECs de capillaires pulmonaires qui libèrent MMP14 

(métalloprotéinase matricielle 14), laquelle favorise la régénération des alvéoles après une 

pneumonectomie37.  

Cette variabilité n’est pas limitée aux organes mais peut également s’appliquer à la 

nature du vaisseau sanguin dont l’endothélium tapisse la paroi. Par exemple, les processus de 

transcytose permettant le transfert de molécules à travers l’endothélium sont variables en 

fonction du type de vaisseau. Dans l’endothélium capillaire, la densité des cavéoles est 

nettement plus élevée que dans les artères ou les veines38. La densité des cavéoles peut 

également varier selon les organes, comme c’est le cas avec la barrière hémato-encéphalique 
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où elle est considérablement réduite39. Il existe également des différences morphologiques 

dans la taille et l'épaisseur des ECs. Celles des artères présentent une épaisseur de 1µm par 

rapport à celle des capillaires et des veines qui font entre 0,1 et 0,2 µm40. Pour compléter ces 

études fonctionnelles, des analyses transcriptomiques et épigénétiques ont été menées sur 

des ECs de souris issues de divers tissus, ainsi que sur des ECs humaines dérivées du cœur, des 

poumons du foie et des reins41,42. Ces études ont mis en évidence les profils d’expression 

spécifique des ECs pour chaque organe, sans toutefois approfondir l'hétérogénéité 

intravasculaire.  

En parallèle, un atlas dédié aux EC a souligné la diversité des sous-types des ECs 

présentes au sein d’un même lit vasculaire dans les tissus sains de souris43. Alors que des 

marqueurs communs aux ECs des vaisseaux artériels, veineux et lymphatiques ont été 

identifiés, suggérant une certaine stabilité du phénotype, les ECs capillaires ont montré une 

variabilité dépendante de la nature du tissu. Ces constatations concordent avec le caractère 

plastique des ECs, leur permettant de s’adapter aux besoins physiologiques spécifiques de leur 

environnement. Les gènes exprimés dans les ECs peuvent être catégorisés en fonction de leur 

mode d’expression constitutive ou inductible et s’ils sont exprimés dans tout l’endothélium 

ou dans des sous-populations d’ECs. Il est notable que très peu de gènes spécifiques aux ECs, 

parmi lesquels figurent CDH5 (VE-cadhérine) et ROBO4, sont exprimés de manière constitutive 

dans l’arbre vasculaire. En revanche, un exemple de gène qui est induit de manière spécifique 

dans les ECs est la E-selectine, dont l’expression est observée uniquement dans l’endothélium 

activé et non dans un état « de repos »44. 

Cette micro-hétérogénéité subsiste au sein du même endothélium et influence de 

manière significative les interactions au sein d’un organe donné. Dans la partie ci-après je 

détaillerai cette hétérogénéité au sein de l’appareil respiratoire, participant activement à la 

régulation de la perfusion et de l'oxygénation tissulaire45,46. 
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LE SYSTEME VASCULAIRE PULMONAIRE 

FONCTIONS GENERALES ET ORGANISATION 

Au centre du système respiratoire se trouve l’organe-chef d’orchestre : le poumon. 

Bien que sa fonction principale reste la même chez tous les mammifères, sa morphologie varie 

selon les espèces. L’être humain possède deux poumons, séparés par le médiastin. Le poumon 

gauche, plus petit que le droit, est divisé en deux lobes (supérieur et inférieur) pour laisser la 

place au cœur dans la cage thoracique. Le poumon droit quant à lui, est divisé en 3 lobes : 

supérieur, médial et inférieur. Les poumons sont entourés par la plèvre, une membrane 

élastique qui permet aux poumons de changer de volume lors de la respiration. L’air inhalé, 

riche en dioxygène, subit un processus de conditionnement tout au long de son trajet dans les 

voies aériennes supérieures (comme les fosses nasales, la bouche et le larynx). Ce 

conditionnement vise à optimiser les échanges gazeux mais aussi purifier l’air de particules 

polluantes ou potentiellement pathogènes.  

Les voies aériennes inférieures débutent avec la trachée suivie des bronches qui se 

divisent en deux, une pour chaque poumon. Les bronches se ramifient en bronchioles qui 

aboutissent aux alvéoles, où se déroulent les échanges gazeux. Les poumons d’un humain 

renferment environ 600 millions d’alvéoles, dont les parois internes sont parcourues par un 

réseau dense de capillaires. En effet, 85 à 95 % de la surface alvéolaire est recouverte par ces 

capillaires pulmonaires, ce qui fait du poumon l’un des organes les plus vascularisés du corps 

humain. La surface totale d’échange entre l’air et ces capillaires équivaut à environ 150m2 , 

soit la superficie d’un petit court de tennis.  

Il est important de faire la différence entre la circulation pulmonaire et la circulation 

bronchique qui appartient à la circulation systémique. La circulation bronchique a pour 

fonction d’oxygéner le tissu pulmonaire (plèvre et bronches) en apportant du sang artériel 

entièrement oxygéné par les artères bronchiques. En distinction et comme décrit 

précédemment, le sang permettant les échanges gazeux au niveau des capillaires pulmonaires 

est pauvre en oxygène. Il est acheminé grâce à la circulation pulmonaire depuis le cœur via les 

artères pulmonaires. Ces artères se ramifient en artérioles pulmonaires qui aboutissent aux 

capillaires pulmonaires recouvrant les alvéoles.   
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Figure 3 : Physiologie pulmonaire. Le sang désoxygéné, riche en dioxyde de carbone (CO₂), est transporté via l'artère 
pulmonaire vers les alvéoles situé aux extrémités des bronchioles, où se déroulent les échanges gazeux. L'oxygène (O₂) de l'air 
inhalé diffuse à travers la barrière alvéolo-capillaire pour oxygéner le sang, qui retourne ensuite au cœur par les veines 
pulmonaires. En parallèle, la vascularisation bronchique assure la nutrition des structures pulmonaires, avec des échanges au 
niveau des capillaires bronchiques pour maintenir l'équilibre métabolique local. 

En raison de la différence de fonction de ces deux réseaux vasculaires, les ECs qui les 

composent présentent des caractéristiques distinctes. Les ECs de la vascularisation 

bronchique sont plus perméables, plus sensibles à l'inflammation et possèdent une capacité 

d'angiogenèse beaucoup plus prononcée que les ECs de la vascularisation pulmonaire47. Cette 

diversité de types cellulaires au sein de l’endothélium pulmonaire reflète l’adaptation 

complexe de ce tissu aux fonctions respiratoires et circulatoires spécifiques des poumons. 

HETEROGENEITE ENDOTHELIALE PULMONAIRE  

La diversité phénotypique des ECs est particulièrement illustrée par l’hétérogénéité 

endothéliale pulmonaire. Les ECs situées le long de l’axe artériel-capillaire-veineux présentent 

notamment des distinctions anatomiques48. Par exemple, les ECs endothéliales de l’artère 

pulmonaire sont alignées dans le sens du flux sanguin contrairement aux ECs capillaires qui ne 

présentent pas un tel alignement car ne subissant pas la même pression du débit sanguin. 

Ainsi, une première distinction est faite entre les cellules endothéliales microvasculaires 

pulmonaires (PMVEC) et les cellules endothéliales artérielles pulmonaires (PAEC). 

Initialement, les ECs utilisées pour caractériser ces sous-populations provenaient de diverses 

sources animales telles que les bovins, les souris et autres rongeurs. Par exemple, dans une 

de leurs études, King et son équipe ont prélevé deux types de cellules vasculaires pulmonaires 
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chez des rats et ils ont observé des différences notables en termes de capacité de 

prolifération, d’angiogenèse et de fonctionnalité lorsque les cellules étaient cultivées dans des 

conditions identiques48. Il a été observé que les cellules endothéliales des microvaisseaux 

créent une barrière plus étanche aux protéines que leur homologues des macrovaisseaux49.  

En 2012, Comhair et al. ont décrit en détail des populations pures de PAECs et de 

PMVECs humaines, en utilisant des techniques d’imagerie par microscopie électronique ou 

par contraste de phase pour confirmer la morphologie de ces ECs et en détectant la présence 

de marqueurs spécifiques. Cette étude a permis d’assurer la validité de ce modèle pour l’étude 

de la biologie des ECs pulmonaires dans des contextes physiologiques ou de pathologies 

pulmonaires50. Les études qui ont suivi ont permis de confirmer une grande diversité 

phénotypique. Par exemple, les PAECs et les PMVECs se lient à différentes lectines, à la fois in 

vivo et in vitro. La lectine G. simplicifolia semble spécifique aux microvaisseaux, tandis que la 

lectine H. pomatia est associée aux macrovaisseaux48. De plus, en fonction de leurs rôles, il a 

été observé que l’enzyme eNOS, qui produit l’oxyde nitrique crucial pour la régulation du 

tonus vasculaire, est plus abondante dans les PAECs que dans les PMVEC. D’un point de vue 

métabolique, les PMVECs en état quiescent produisent principalement de l’ATP par le biais de 

la glycolyse aérobie, un processus bioénergétique connu pour la conversion du glucose en 

lactate en présence d’oxygène51. Ce phénotype diffère de celui des PAECs, qui s’appuient 

davantage sur la phosphorylation oxydative pour la production d’énergie52. Des différences 

ont également été observées aux niveaux transcriptionnel et épigénétique avec des profils de 

méthylation de l’ADN des PAECs et des PMVECs différents53, ce qui pourrait contribuer à 

expliquer certaines variations dans les fonctions et propriétés des différents types de ECs.  

Récemment, des analyses par séquençage de l’ARN à l’échelle de la cellule unique 

(scRNAseq) ont confirmé la variabilité des ECs présents dans les poumons54  et les capillaires 

alvéolaires. Les recherches menées par Niethamer et al. 46 ont notamment révélé la présence 

de différents sous-types d’ECs dans les alvéoles de souris infectées par le virus de la grippe. 

Leur étude a démontré que ces sous-types cellulaires présentent des fonctionnalités distinctes 

qui influencent le processus de récupération pulmonaire lors de l’infection. Les avancées 

scientifiques ne s’arrêtent pas là et l’étude menée par Gillich et al.55 a permis de dresser une 

cartographie précise du poumon de souris adulte, mettant en évidence l'existence de deux 

populations moléculairement distinctes de cellules capillaires alvéolaires. Ces deux groupes 
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cellulaires sont répartis de manière homogène dans la zone d’échange gazeux, générant une 

diversité structurelle en apparence aléatoire dans le réseau capillaire alvéolaire (Figure 4) . Le 

premier type de cellule identifié, nommé « aérocyte » ou aCap (précédemment nommé 

capillaire de type 2), se caractérise par ses fonctions spécialisées dans les échanges gazeux et 

le trafic de leucocytes et semble être spécifique du poumon. Le second type de cellule, nommé 

capillaire “général” ou gCap (précédemment appelé capillaire de type 1), est spécialisé quant 

à lui dans la régulation du tonus vasculaire et agit comme une cellule souche ou progénitrice 

dans les processus d'homéostasie et de réparation capillaire.  

 
Figure 4 : Organisation des capillaires alvéolaires. Les capillaires alvéolaires sont composés de deux populations de cellules 
endothéliales. Les cellules aCap sont spécialisées dans les échanges gazeux et retrouvé dans les poumons. Les cellules gCap 
sont plus communes et permettent la régulation du tonus vasculaire et le renouvellement en cas de dommages tissulaires. 

Afin d’explorer les variations de localisation entre les différents types cellulaires, une 

analyse d’immuno-microscopie électronique a été réalisée sur des poumons ou les cellules 

aCap et gCap étaient marquées de manière distincte. Bien que les deux types cellules 

s'assemblent pour former des tubes multicellulaires, les observations ont révélé que les 

régions minces (partie où l’endothélium est étroitement apposée aux cellules alvéolaires de 

type 1 (AT1) squameuses) étaient exclusivement composées de cellules aCap, tandis que les 

cellules gCap étaient positionnées en proximité des cellules stromales dans les régions plus 

épaisses. D'un point de vue transcriptomique, les capillaires aCap se distinguent par 

l'expression du gène Car4 (CA4 chez l’Homme) qui code pour l'anhydrase carbonique 4, une 

enzyme catalysant l'hydratation réversible du dioxyde de carbone en bicarbonate et en 

protons. Une étude de 2020 a révélé que les ECs exprimant Car4 dépendent de la synthèse de 
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VEGF-A par les AT1 dans les poumons murins56. Le développement et le maintien des aCap 

requièrent donc spécifiquement le facteur de croissance VEGF-A provenant de l'épithélium 

des voies respiratoires, qui est en contact direct avec les aCap, ce qui justifie leur localisation. 

En effet, l'ablation de VEGF-A entraîne une réduction des aCap sans affecter le nombre de 

gCap. De plus, les aCap semblent jouer un rôle crucial dans la maturation pulmonaire, 

puisqu'un déficit en aCap chez les souris entraîne une hypertrophie des alvéoles. En parallèle, 

cette étude sur les capillaires pulmonaires humains a identifié des profils transcriptomiques 

mixtes regroupant les gCap et les aCap sous la dénomination de capillaires intermédiaires 

(Cap-i1, Cap-i2).Dans certaines conditions pathologiques, la distribution des populations 

capillaires est modifiée. A noter que l’analyse d’échantillon d’adénocarcinome pulmonaire 

humain a montré une diminution des aCap, accompagnée d’une augmentation d’une 

population capillaire intermédiaire. Cette observation a également été confirmée dans des 

modèles murins 55,57. 

Morphologiquement, les cellules gCap se caractérisent par une petite taille (moins de 

40µm et 4x103 µm3 de volume moyen), peu de pores (en moyenne 3 pores par cellule) et un 

faible niveau de ramification, s’étendant rarement sur plusieurs alvéoles. En comparaison, les 

cellules aCap présentent une surface quatre à cinq fois plus étendue que les cellules gCap, 

bien qu’elles soient quatre fois moins abondantes, chacune contribuant à près de la moitié de 

la surface capillaire totale. Les morphologies des deux types de cellules, notamment celles des 

cellules aCap, se distinguent nettement des configurations des cellules capillaires observées 

ailleurs dans les poumons et dans d’autres organes, ce qui témoigne de la fonction singulière 

du réseau vasculaire pulmonaire. Gillich et ses collègues 55 ont également mis en évidence la 

conservation de cette spécialisation cellulaire entre les poumons de souris et de l’homme, 

mais pas chez les reptiles tels que l’alligator ou la tortue, suggérant une acquisition 

fonctionnelle au cours de l’évolution. Parmi les attributs préservés chez la souris et l’homme, 

on peut noter les gènes impliqués dans la migration des leucocytes limités aux aCap et les 

capacités de régulation du tonus vasomoteur aux gCap. Parmi les différences interspécifiques, 

on remarquera que les gènes du CMH de classe II sont exprimés préférentiellement chez les 

gCap dans les capillaires murins alors que chez l’homme, ils sont retrouvés majoritairement 

chez les aérocytes. Ces caractéristiques réservées aux aCap soulignent leur implication dans 

l’immunomodulation pulmonaire. 
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IMMUNITE PULMONAIRE ET CELLULES ENDOTHELIALES 

Un individu de condition physique modérée inhale approximativement 20 000 litres 

d’air par périodes de 24 heures. Ce flux aérien renferme inévitablement des agents 

potentiellement nocifs. On y trouve des poussières, des résidus de combustion (particules 

fines), des microorganismes, spores de moisissures, bactéries, virus qui se déposent sur les 

surfaces des voies respiratoires et des alvéoles pulmonaires. Le système respiratoire est doté 

de mécanismes de défense vis à vis de ces intrusions, à commencer par la présence de cils et 

de mucus dans les voies respiratoires supérieures. Seules les particules d’une taille inférieure 

à 3-5 µm (appelée couramment PM 2.5) parviennent à pénétrer en profondeur dans les 

poumons.  

Afin de préserver l’intégrité des poumons face aux agents pathogènes externes 

provenant de l’air ou bien du sang, une surveillance ainsi qu’une défense rapide et efficace 

sont indispensables. Cependant, il est tout aussi crucial de limiter une inflammation continue 

qui pourrait être dommageable pour les membranes alvéocapillaires. La préservation de 

l’intégrité pulmonaire constitue un enjeu complexe et délicat qui exige un équilibre entre la 

réponse immunitaire et inflammatoire et la fonction respiratoire. Les activités 

immunorégulatrices des ECs, allant du recrutement des cellules immunitaires à la transmission 

de signaux, jouent un rôle majeur dans cet équilibre subtil.  

        LE SYSTEME IMMUNITAIRE PULMONAIRE  

Le système immunitaire pulmonaire est un ensemble hétérogène de cellules, de 

molécules et de mécanismes spécialisés dans la défense contre les agents pathogènes et les 

agressions des voies respiratoires. Les premières lignes de défense sont assurées par les 

cellules épithéliales des voies aériennes qui jouent un rôle de barrière physique contre les 

agents pathogènes. En réponse aux infections, elles sécrètent des cytokines et chimiokines 

pour recruter de nouvelles cellules immunitaires. Certaines cellules immunitaires sont 

présentes constitutivement dans les poumons. Ces cellules résidentes comprennent des 

cellules dendritiques, les macrophages alvéolaires, les lymphocytes T et B ainsi que les cellules 

NK. Au cours d’une infection ou d’une blessure, d’autres cellules peuvent être recrutées 

comme les monocytes et les granulocytes. 
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Le développement et la maturation du système immunitaire pulmonaire est un 

processus complexe et dynamique débutant dès les phases précoces de la vie intra-utérine 

pour se poursuivre bien après la naissance. En plus du recrutement progressif et de la 

maturation des cellules immunitaires dans les tissus pulmonaires, le tissu lymphoïde associé 

aux muqueuses pulmonaires se développe pour assurer une surveillance immunitaire 

continue dans les voies respiratoires. Au cours de l’enfance et de l’adolescence, le système 

immunitaire pulmonaire continue de se former et de se spécialiser, en réponse aux 

expositions environnementales et aux infections. Le développement complet du système 

immunitaire pulmonaire ne se produit généralement qu’à l’âge adulte et il est influencé par 

des facteurs génétiques, épigénétiques et environnementaux. Dans cette partie, je fais un 

petit rappel des caractéristiques des principaux acteurs des réponses immunes, utile pour 

comprendre leurs rôles plus spécifiques dans le contexte d’un poumon agressé. 

 Les cellules de l’immunité innée  

Considéré comme la première ligne de défense de l’organisme, le système immunitaire 

inné est un réseau complexe et dynamique de cellules et de molécules réagissant rapidement 

en cas d’agression. Ce système, présent dès la naissance, n’a pas de mémoire immunologique 

et répond de manière aspécifique à une large gamme de pathogènes, tels que les bactéries, 

les virus ou encore les parasites et les champignons. Il repose sur une capacité de détection 

par les cellules, de signaux de détresse cellulaire et de dangers ainsi que de motifs 

moléculaires associés aux pathogènes (DAMPs et PAMPs) grâce à des récepteurs (PRR), tels 

que les récepteurs “Toll like”. Les mécanismes de détection permettent au système de 

déclencher rapidement une réaction inflammatoire, attirant davantage de cellules 

immunitaires et établissant ainsi un environnement propice à la réparation des dommages 

tissulaires.  Les cellules spécialisées de cette première ligne de défense appartiennent aux 

familles des monocytes/macrophages, cellules dendritiques, granulocytes et NK.  Certaines de 

leurs spécificités dans le contexte pulmonaire seront évoquées ci-après avec un intérêt 

particulier pour les macrophages, type cellulaire avec lequel j’ai travaillé durant ma thèse. 
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Monocytes : 

Les monocytes sont des cellules immunitaires de la lignée myéloïde produites dans la 

moelle osseuse et présentes dans la circulation sanguine où elles représentent 2 à 10% des 

leucocytes. Les monocytes circulants sont classés en trois sous-ensembles identifiés par leurs 

cluster de différenciation (CD): le groupe "classique" CD14+CD16- représentant 85% des 

monocytes, le groupe "intermédiaire" CD14+CD16+ (5 à 10%) ou le "non-classique" CD14-

CD16+ (5 à 10%)58. Tous les monocytes humains expriment certains marqueurs comme le 

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)-II HLA-DR et l’intégrine αM (CD11b)59. Ils 

possèdent également des récepteurs spécifiques, qui leur permettent d'être recrutés vers les 

tissus en réaction à une lésion ou une infection ayant induit des signaux inflammatoires. Ces 

monocytes sont qualifiés d’inflammatoires en raison de leur capacité à produire des 

myéloperoxydases, des cathepsines, des cytokines, chimiokines et leurs récepteurs, parmi 

lesquels l’IL-1β, l’IL-6, le TGF-β, le C-C motif chemokine ligand 4 (CCL4), C-X-C motif chemokine 

ligand 2 (CXCL2) et le C-X-C motif chemokine receptor 4 (CXCR4)60. Les monocytes peuvent 

être caractérisés par leur capacité phagocytaire, qui leur permet d’ingérer et de détruire les 

agents pathogènes et les cellules mortes. Une fois recrutés, les monocytes vont avoir la 

capacité de se différencier en macrophages ou en cellules dendritiques selon le contexte58. 

Macrophages : 

Au sein des poumons, les macrophages sont la population cellulaire prédominante, 

représentant 90 à 95% des cellules immunitaires résidentes61. Ils constituent la première 

barrière de protection des voies respiratoires et interagissent principalement avec les cellules 

épithéliales des poumons pour réguler leur propriété phagocytaire. La distinction 

fonctionnelle entre les macrophages tissulaires résidents et les macrophages recrutés était 

complexe en raison de similitudes dans leurs marqueurs de surface. Des travaux récents ont 

néanmoins révélé l’existence de deux sous-populations de macrophages résidents, les 

macrophages alvéolaires et les macrophages interstitiels pulmonaires. Les macrophages 

alvéolaires semblent constituer les défenseurs de première ligne des alvéoles et des voies 

respiratoires, tandis que les macrophages interstitiels agissent comme gardiens du système 

vasculaire et le l'interstitium pulmonaire, au travers de fonctions homéostatiques, 

métaboliques et de réparation tissulaire. 
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Les macrophages alvéolaires résident sur la paroi interne de l’alvéole, où ils sont 

entourés de cellules épithéliales alvéolaires de type I et de type II, d’ECs capillaires et de 

fibroblastes interstitiels alvéolaires (Figure 5). Ces derniers fournissent un environnement 

nutritif riche en cytokines, favorable au développement des macrophages alvéolaires62. Le 

lobe supérieur héberge environ 1,4 milliard de ces cellules63. Depuis leur position exposée, les 

macrophages alvéolaires captent, phagocytent et neutralisent efficacement une grande 

variété d’agents pathogènes et de particules inhalées sans provoquer de réponse 

inflammatoire excessive susceptible d'endommager les alvéoles62. On parle alors de réaction 

immunologiquement “silencieuse”. Lorsque leur capacité phagocytaire est dépassée, les 

macrophages alvéolaires induisent une inflammation en sécrétant des chimiokines et des 

cytokines telles que les interférons de type I, le facteur de nécrose tumorale α (TNF-α) et l’IL-

1β, qui recrutent et activent les neutrophiles, les monocytes, et les cellules dendritiques64. En 

plus d’initier l’inflammation, les macrophages alvéolaires contribuent à sa résolution en 

produisant des cytokines immunorégulatrices telles que le TGF-β, l’IL-1RA et des 

prostaglandines65–67. Des études récentes ont révélé que les macrophages alvéolaires chez la 

souris et l’humain se forment avant la naissance à partir de progéniteurs foetaux circulants. 

Ces progéniteurs occupent la niche alvéolaire durant la phase de croissance périnatale et 

persiste à l’âge adulte grâce à une faible prolifération locale, même en l’absence de tout 

processus inflammatoire, sans nécessiter d’apport de monocytes circulants68.  

Les macrophages interstitiels pulmonaires, comme leur nom l’indique, sont 

principalement résidants dans l’espace interstitiel autour du faisceau bronchovasculaire 

(Figure 5). A la différence des macrophages alvéolaires, les macrophages interstitiels sont 

présents dans tout l’organisme avec une une signature transcriptionnelle similaire dans 

différents organes, suggérant une fonction ubiquitaire 69. Ces macrophages sont localisés à 

proximité d’une grande diversité de cellules non hématopoïétiques telles que les vaisseaux 

sanguins70. Leurs dialogues et interactions avec les cellules voisines contribuent au maintien 

d'un environnement propice à la régénération pulmonaire. Par exemple, il a été démontré 

dans un modèle de lésion endothéliale systémique provoquée par le lipopolysaccharide 

bactérien (LPS), que la Rspondin3 d’origine endothéliale pulmonaire induit des changements 

dans le métabolisme et l’épigénétique des macrophages interstitiels pour conduire à la 

suppression de l’inflammation pulmonaire71.  
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Divers sous-groupes de macrophages interstitiels se distinguent par leur localisation, 

leur fonction et leur durée de vie dans les poumons. Ces sous-populations ont été 

caractérisées de façon indépendante par des approches transcriptomiques et par leur 

expression différentielle du récepteur du mannose CD20672. Les macrophages interstitiels 

exprimant CD206 CMH II+lo CX3CR1lo, positionnés autour des bronches, jouent un rôle dans la 

régulation immunitaire, la cicatrisation et la réparation tissulaire et sont autosuffisants sur le 

long terme. Les macrophages interstitiels CD206 CMH II+hi CX3CR1lo sont impliqués quant à 

eux dans la présentation des antigènes. Ils sont localisés dans l'interstitium alvéolaire, et bien 

qu’ils persistent également dans les poumons sur une longue période, ils semblent être 

régulièrement renouvelés par des monocytes sanguins extravasés72. 

 

Figure 5 : Localisation des sous-populations de macrophages pulmonaires. Adapté de Osorio-Valencia et al73.Les 
macrophages sont la population cellulaire immunitaire la plus représentée dans le poumon. Elle présente une diversité de 
phénotypes induits par leur localisation. Les macrophages résidents qui regroupent les macrophages interstitiels et les 
macrophages alvéolaires et leurs homologues recrutés dérivant de monocyte circulant.   

Il existe une dernière population de macrophages pulmonaires, différente des 

macrophages résidents. Elle est recrutée rapidement pendant l’inflammation à partir de 

monocytes pour éliminer les agents pathogènes74. Ces macrophages, appelés “macrophages 

recrutés”, présentent leur propre signature transcriptomique et des fonctions uniques (Figure 

5). Alors que les macrophages alvéolaires atténuent l’inflammation pulmonaire, les 

macrophages recrutés la favorisent75,76. Au cours de la résolution de l’inflammation, la plupart 
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des macrophages dérivés de monocytes subissent une mort cellulaire programmée, tandis 

que les macrophages alvéolaires résidents survivent et persistent dans les tissus. Néanmoins, 

après deux mois d’infection, certains macrophages recrutés acquièrent un phénotype et des 

fonctions similaires à ceux des macrophages alvéolaires résidents, suggérant qu’une partie de 

la population de macrophages alvéolaires peut également être régénérée par des 

macrophages dérivés de monocytes77. 

Le domaine de la biologie des macrophages pulmonaires a été marqué par la 

complexité des cellules myéloïdes, caractérisées par une expression multiple de marqueurs se 

chevauchant et par différents états d'activation. Dans les poumons, de nombreuses fonctions 

traditionnellement attribuées aux macrophages alvéolaires et interstitiels résidents 

pourraient en réalité être le fait de monocytes ou de macrophages recrutés, présentant une 

durée de vie limitée. Avec l'émergence des technologies de transcriptomique spatiale, 

Madissoon et al ont effectué un profilage tissulaire profond des poumons et des voies 

respiratoires sains de donneurs d’organes décédés. Ils ont permis la caractérisation des types 

de cellules le long de l’axe proximal à distal de l’arbre respiratoire78. Ils ont ainsi confirmé la 

présence de plusieurs sous-populations connues, comme les macrophages     périvasculaires 

et intravasculaires (exprimant LYVE1 et MAF79) et identifié de nouvelles populations. Parmi 

elles, une population de macrophages intermédiaires exprimant des marqueurs monocytaires 

(CD14) mais aussi une population non décrite de macrophages exprimant des chimiokines 

(CXCL8, CCL4 et CCL20) nommée Macro-CCL45. Ils ont aussi mis en évidence, au sein de la 

population alvéolaire, deux nouveaux groupes de macrophages : les “macro-alv-dividing” et 

les “macro-alv-MT”. Ces derniers étant caractérisés par l’expression de métallothionéine qui 

joue un rôle dans les réponses immunitaires et les réponses au stress. 

Cellules dendritiques :  

Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules présentatrices d’antigènes, dont la 

principale fonction est d’initier, maintenir et réguler les réponses immunitaires. Elles 

surveillent constamment leur environnement et capturent des protéines qu'elles 

transforment en peptides pour les présenter aux lymphocytes T (LT) via les molécules du CMH, 

initiant ainsi la réponse immunitaire adaptative. Bien que les DC pulmonaires ne résident pas 

de façon permanente dans les tissus en raison de leur incapacité à s'auto-renouveler, elles 

peuvent persister dans les poumons jusqu'à huit semaines80. Dans les poumons, les DCs se 
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divisent en trois principaux sous-types : les DC plasmacytoïdes (pDC), les DC myéloïdes de type 

1 (cDC1), et de type 2 (cDC2). Ces sous-populations, dont les phénotypes sont régulés par des 

facteurs de transcription spécifiques, remplissent des fonctions immunologiques distinctes81. 

En cas d'inflammation, une nouvelle population dérivée de monocytes circulants (moDCs) 

peut émerger. Cependant, différencier les moDCs des DC résidentes reste un défi, surtout chez 

l'humain82,83. Il existe un lien étroit entre les DCs pulmonaires et les macrophages alvéolaires. 

Ces derniers exercent une fonction suppressive sur les activités des DC et réduisent les 

dommages tissulaires potentiellement causés par une réponse immunitaire inappropriée 

déclenchée par les DCs pulmonaires84.  

Les granulocytes : 

Les granulocytes, appartenant à la lignée myéloïde, englobent les neutrophiles, les 

éosinophiles et les basophiles. Ces cellules sont caractérisées par la présence de granules 

contenant des enzymes, des cytokines, des chimiokines et des peptides antimicrobiens, qui 

sont libérés suite à l’activation des cellules. Il semblerait que le poumon dispose de 

populations résidentes de neutrophiles et d’éosinophiles, cellules traditionnellement perçues 

comme étant exclusivement circulantes et mobilisées en réponse à des infections ou à des 

lésions tissulaires85,86. Les neutrophiles représentent la population cellulaire la plus abondante 

dans le sang circulant87 et sont les premières cellules recrutées lors d’infections ou de 

dommages aux tissus88. Ce recrutement est médié par des cytokines et chimiokines 

principalement l’IL-8 et les facteurs CXCL1/2/5/15, sécrétés par les cellules épithéliales et les 

macrophages alvéolaires89. Contrairement à la majorité des organes, les poumons abritent un 

réservoir de neutrophiles, souvent désigné sous le terme de « pool marginalisé », qui peut 

être rapidement mobilisé et maintenu dans un équilibre dynamique avec les neutrophiles 

circulant du sang 90. De leur côté, les éosinophiles constituent la population sanguine la moins 

abondante. Ils sécrètent des cytokines qui peuvent promouvoir une réponse immunitaire 

adaptative de type Th2, agir comme cellules présentatrices d’antigène91, stimuler l’activation 

des cellules dendritiques92, ce qui les positionne comme acteurs majeurs de l’inflammation 

associée aux allergies. 
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Cellules Natural killer & Cellules lymphoïdes innées : 

Les cellules tueuses naturelles (NK) sont des acteurs tissulaires importants et en 

particulier des médiateurs de l’homéostasie dans les poumons. En tant que cellules 

cytolytiques, elles sécrètent des granzymes qui facilitent la destruction de cellules infectées 

par les agents pathogènes93,94. La cartographie initiale des cellules NK à partir de tissus 

humains sains démontre que le poumon contient plusieurs populations distinctes basées sur 

les niveaux d’expression de CD56 et NKp4695. Les NK possèdent une variété de récepteurs 

activateurs et inhibiteurs qui régulent leur état fonctionnel, déterminant ainsi leur activation 

ou leur inactivation. En conditions physiologiques, ces cellules restent inactives grâce à la 

reconnaissance du CMH I exprimé par toutes les cellules du « soi », à travers leur récepteurs 

inhibiteurs tels que les killer cell Ig-like receptor (KIRs) et l’ILT2. L’activation des NK dépend 

d’un équilibre favorable entre les signaux activateurs, générés par des récepteurs comme 

NKG2C/D et les NCRs, et les signaux inhibiteurs associés à l’expression du CMH I96.  

Les cellules lymphoïdes innées (ILC) partagent de nombreuses caractéristiques 

fonctionnelles de leurs homologues T, mais n’ont pas de réarrangement somatique des 

récepteurs T cellulaire (TCR) spécifiques à l’antigène et elles peuvent être activées par des 

cytokines sécrétées localement et/ou des récepteurs activateurs (NKp44)97. Sur la base de 

leurs caractéristiques fonctionnelles, les ILCs sont réparties en trois sous-ensembles (ILC1, 

ILC2 et ILC3) qui sont à peu près analogues aux cellules Th1, Th2 et Th17/2298. 

 

Les cellules de l’immunité adaptative 

Le système immunitaire adaptatif est un réseau sophistiqué de défense, conçu pour 

protéger l’organisme contre des agents pathogènes de façon spécifique. A la différence du 

système immunitaire innée, il promeut une réponse ciblée, qui s’affûte avec le temps à travers 

chaque rencontre avec un antigène donné. Il est principalement composé de lymphocytes T 

et B, qui orchestrent respectivement l’immunité dite à médiation “cellulaire” et “humorale”. 

Leur activité est néanmoins dépendante de l’immunité innée et en particulier de l’activité des 

DC, qui jouent un rôle essentiel dans l’initiation de la réponse des lymphocytes détaillée plus 

bas. Un aspect fascinant du système immunitaire adaptatif est sa capacité à établir une 

mémoire immunologique. Après une première exposition, certaines cellules B et T deviennent 

des cellules mémoire, permettant à l’organisme de réagir plus rapidement et efficacement 

lors d'une réexposition au même antigène. Cette éducation représente la base de l’immunité 
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à long terme et se développe tout au long de la vie de l’homme, c’est d'ailleurs sur elle que 

s’appuie l’utilité et l’efficacité de la vaccination. Bien que la plupart des lymphocytes soient en 

circulation ou localisés dans les organes lymphoïdes secondaires, des populations résidentes 

de lymphocytes T et B sont également présentes dans les tissus pulmonaires.  

Les lymphocytes T: 

Les LT sont une sous population de cellules dérivées de précurseurs lymphoïdes 

produits dans la moelle osseuse. Ils vont subir un processus de maturation et de sélection au 

sein du thymus, où ils acquièrent la capacité de distinguer le soi du non-soi, avant d’être 

libérés sous une forme naïve dans la circulation sanguine. Ils rejoignent alors rapidement les 

tissus lymphoïdes secondaires où ils attendent leur éducation. Les LT se divisent en deux sous-

types principaux, les LT CD4+ et les LT CD8+, en fonction des glycoprotéines présentes à la 

surface de leur membrane. Les LT CD4+, aussi appelés LT auxiliaires ou helper (Th), exercent 

une fonction régulatrice centrale dans l’orchestration des réponses immunitaires adaptatives. 

Les LT CD8+, désignés comme LT cytotoxiques, sont importants pour la défense immunitaire 

contre les agents pathogènes intracellulaires et les cellules infectées. Leur action cytotoxique 

se déroule par divers mécanismes, incluant la sécrétion de cytokines telles que le TNF-α et 

l’interféron-γ (IFN-γ), l’exocytose de granules cytotoxiques contenant de la perforine et des 

granzymes, ainsi que l’initiation de l’interaction entre les molécules FAS et FASL.    

La réponse immunitaire des LT est spécifique de la reconnaissance d'un antigène via 

leur TCR. Les LT qui n’ont jamais été exposés à un antigène sont désignés comme “naïfs”, en 

contraste avec les LT “mémoire”, qui ont déjà rencontré un antigène spécifique.  Le TCR se 

forme durant la maturation des lymphocytes par un processus impliquant un réarrangement 

somatique connu sous le nom de recombinaison VDJ99. Environ 90% des LT ont un TCR 

constitué d’une chaîne α et d’une chaîne β, représentant les LT dit conventionnels (CD4+ et 

CD8+). Une proportion plus faible possède un TCR formé de chaîne γ et δ (LTγδ) et représente 

3 à 10 % des LT dans le sang périphérique d’un humain adulte100. Ces LTγδ ont la particularité 

de n’exprimer ni CD4, ni CD8 et sont à cheval entre l’immunité innée et adaptative. Une fois 

matures, les LT circulent dans le sang et les tissus, prêts à agir à la moindre menace. Ils sont 

retrouvés majoritairement dans les organes lymphoïdes secondaires101, tels que la rate et les 

ganglions lymphatiques mais aussi au niveau des muqueuses et en particulier celles des 

poumons. 
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Le processus d’activation des LT s’amorce avec la présentation d’un fragment 

peptidique antigénique associé à un CMH par les cellules présentatrices d’antigène (CPA), 

telles que les DC ou les macrophages. Les TCR des LT CD4+ reconnaissent des CMH de classe II 

porteurs de peptides exogènes endocytés, tandis que les LT CD8+ s’activent sur présentation 

d’un CMH de classe I chargés avec des peptides dérivés de protéines intracellulaires. Cette 

interaction est renforcée par des signaux de costimulation engendrés par des interactions 

impliquants des récepteurs membranaires tels que CD27 et CD28, ainsi que le récepteur 

inductible du facteur de nécrose tumorale induit par les glucocorticoïdes (GITR). Un certain 

nombre de molécules de costimulation essentielles à l’activation, telles que OX40 et 4-1BB 

ont également été identifiées 102. La figure 6 répertorie les principales interactions qui se 

produisent dans la «synapse immunologique» entre CPA et LT et qui aboutissent à une 

régulation fine de l’activité du LT. Cette dynamique déclenche une expansion clonale des LT, 

soutenue par la sécrétion autocrine d’IL-2. Les signaux bidirectionnels sont cruciaux pour 

permettre une activation efficace des LT, conduisant à leur prolifération et à leur 

différenciation en cellules effectrices, capables de produire des cytokines ou d’exercer une 

cytotoxicité via la libération de perforines et granzymes.  

Parmi les molécules de costimulation, OX40 appartient à la famille des récepteurs au 

TNF (TNFR) et est également désigné sous les appellations CD134 ou TNFRSF4103. Cette 

molécule a été identifiée pour la première fois sur la membrane des LT CD4+ activés chez le 

rat en 1987. Des investigations ultérieures ont démontré que OX40 est exprimé non 

seulement sur les LT CD4+ et CD8+ activés, mais aussi sur les neutrophiles et les NK. OX40 joue 

un rôle fondamental dans la costimulation lors de l’activation T, en favorisant la survie et 

l’expansion des clones dans divers modèles animaux d’auto-immunité, de maladies 

infectieuses ou de cancer104. De plus, OX40 est impliqué dans la régulation des réponses des 

LT effecteurs et mémoires103. 

Notons qu'au sein de la synapse immunologique et de la dynamique d'activation du 

LT, interviennent également des signaux de contrôle par inhibition. Cette signalisation 

contribue à une mise en place de checkpoints inhibiteurs et implique les couples Tim3/Gal-9, 

CTLA-4/CD80/86, PD-1/PDL-1. Je détaillerai par la suite certains de ces signaux qui ont une 

importance particulière dans mes résultats de thèse. 
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Figure 6 : Synapse immunologique. Une synapse immunologique est la zone d’échange et d’interaction entre une cellule 
immunitaire et une autre cellule (le plus souvent une cellule présentatrice d’antigènes). C’est au niveau de cette zone que les 
LT reconnaissent leur antigène porté par les molécules de CMH I ou II et qu’ils seront exposés à des signaux co-stimulateurs 
ou co-inhibiteurs en fonction de leur environnement et de leur état d’activation. 

Pour les LT naïfs, la phase d’activation déclenche l’initiation de leur polarisation. Les LT 

CD4+ naïfs se différencient en diverses sous-populations, incluant les sous-types Th1, Th2, Th9, 

Th17, Th22, TFH et Treg, chacun présentant une spécificité fonctionnelle distincte105 (Figure 7). 

De même, les LT CD8+ cytotoxiques subissent une polarisation vers des sous-types Tc1, Tc2 ou 

Tc17, reflétant également des profils d'activation variés. La différenciation et les fonctions des 

lymphocytes T sont influencées par le microenvironnement cytokinique, ainsi que par des 

signaux co-inhibiteurs et co-stimulateurs, sans oublier l’impact des facteurs épigénétiques. 

Ceux-ci modifient l’expression des facteurs de transcription associés à la production de 

cytokines caractéristiques des sous populations. Par conséquent, les lymphocytes T 

manifestent une grande plasticité, ce qui positionne la modulation de leur réponse comme 

une stratégie thérapeutique prometteuse dans de nombreuses pathologies comme les 

maladies auto-immunes ou le cancer.   

Lorsqu’un antigène est éliminé, la majorité des lymphocytes T effecteurs entre en 

apoptose, tandis qu’une fraction résiduelle persiste pour établir un réservoir de lymphocytes 

mémoires. Ces cellules mémoires peuvent demeurer dans l’organisme pendant de 

nombreuses années106, tout en étant capables d’éliminer efficacement les cellules présentant 

le même antigène lors d’une réexposition et sans nécessiter de réactivation par les CPA. Les 

LT mémoires se divisent en plusieurs sous-types, chacun étant défini par sa localisation et sa 
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fonctionnalité107. Les LT centraux mémoires, principalement localisés dans les structures 

lymphoïdes secondaires possèdent une forte capacité de prolifération. Les LT effecteurs 

mémoires sont caractérisés par leurs propriétés cytotoxiques élevées, ainsi que par leur 

aptitude à migrer vers les organes non lymphoïdes, y compris les tissus tumoraux. Les LT 

résidents mémoires, pour leur part, sont situés dans les tissus muqueux, où ils forment une 

barrière constamment efficace en raison de leur incapacité à circuler. Les LT souches 

mémoires sont des cellules en circulation, présentant des caractéristiques similaires à celles 

des cellules souches, comme une forte capacité d’auto-renouvellement et de prolifération.  

 

Figure 7 : Polarisation des lymphocytes auxiliaires. Adapté des Chalmin et al,108 et Rouers et al, 109. Le processus commence 
par la reconnaissance de l'antigène présenté par une CPA via le complexe MHC II et les interactions co-stimulatrices 
CD80/CD86 avec CD28 sur le LT CD4+ naïf. Selon les cytokines de l'environnement, le lymphocyte T naïf se différencie en l'une 
des sous-populations Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, TFH, Treg. Chaque sous-population est caractérisée par des facteurs de 
transcription spécifiques, sécrète des cytokines particulières et remplit des fonctions immunitaires distinctes, telles que la 
réponse aux pathogènes, l'inflammation, et la tolérance immunitaire. AHR : aryl hydrocarbon receptor ; Bcl6 : B-cell lymphoma 
6 ; Foxp3 : forkhead box P3 ; GATA3 : GATA binding protein 3 ; RORγt : retinoic acid-related orphan receptor gamma t ; T-bet 
: T-box-containing protein expressed in T cells.   

A titre d’exemple, le mécanisme par lequel la signalisation OX40-OX40L module la 

fonction des LT illustre la complexité des intéractions entre les acteurs du système 

immunitaire. Contrairement à d’autres récepteurs de costimulation constitutifs, tels que CD28 
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et CD27, OX40 n’est pas exprimé sur les LT naïfs au repos110. Son expression est induite de 

manière transitoire en réponse à la signalisation post-engagement du TCR suite à la 

reconnaissance de l’antigène. Chez les LT naïfs, cette expression peut se manifester entre 12 

heures et 5-6 jours après activation, tandis que chez les LT mémoires, l’induction est plus 

rapide et apparaît entre 1 à 4 heures après l’activation111. Bien que les LT déficients en OX40 

puissent proliférer et se différencier en LT effecteurs dans les 2 à 3 jours suivant l’engagement 

du TCR, ils présentent une survie significativement réduite après 12 à 13 jours112,113. Cela 

suggère que la signalisation OX40 n’influence pas la phase d’activation initiale, mais joue 

plutôt un rôle fondamental dans le maintien de la prolifération et de la survie durant la phase 

effectrice. De plus, les ECs exprimant OX40L peuvent interagir avec les LT activés, renforçant 

ainsi leur fonction durant cette phase effectrice114.  

Concernant les sous-ensembles de LT CD4+, les signaux OX40-OX40L peuvent, dans 

certaines conditions, favoriser fortement l’induction des cellules Th1, Th2 et Th9, tandis que, 

dans d’autres contextes, ils peuvent inhiber la génération de Tregs exprimant Foxp3115. Des 

études antérieures ont montré que la signalisation OX40-OX40L peut augmenter la réponse 

immunitaire dans ces sous-ensembles de LT à travers les voies NF-κB, MAPK, NFAT et des voies 

anti-apoptotiques dépendantes de BCL-2/XL111,116. Ces voies de signalisation contribuent à 

favoriser l’expression de molécules pro-survie et la production de cytokines, optimisant ainsi 

la génération de sous-ensembles de LT effecteurs et mémoires104. Dans des conditions 

physiologiques, l’interaction OX40-OX40L sollicitera de manière préférentielle la 

différenciation des LT CD4+ en cellules effectrices Th2117. Plusieurs études signalent qu’en 

l'absence de signaux OX40-OX40L, la prolifération clonale des cellules Th2 est compromise, 

entraînant une faible population de cellules T mémoire. Ces observations suggèrent que cette 

interaction est essentielle pour la différenciation et la polarisation des cellules Th2118,119. 

L’’interaction OX40-OX40L semble également indispensable dans la génération de 

lymphocytes T mémoire Th2 et les réponses de rappel mémoire, en soutenant l’expression 

des membres anti-apoptotiques de la famille BCL-2, tels que BCL-2, BCL-XL ou BFL118,119.  

En s’appuyant de nouveau sur l’étude réalisée par Madissoon et al., le compartiment 

CD4+ résident pulmonaire est caractérisé par des cellules naïves, des cellules effectrices 

mémoires, des cellules Treg et des cellules mémoires tissulaires. Plusieurs populations T CD8+ 

dont des cellules mémoires tissulaires sont également spécifiquement localisées au niveau de 
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l’épithélium des voies respiratoires78. Ces observations ont été corroborées par des études de 

divers modèles d’infection où il a été noté que le poumon abrite une proportion significative 

de LT mémoires120,121 et de LT naïfs 122,123. Ces données tranchent avec celles d’autres 

compartiments non lymphoïdes, qui ne contiennent pas de LT mémoires et où les LT naïfs sont 

absents, ces derniers nécessitant un signal de chimiokine pour leur entrée. 

Les lymphocytes B: 

Tout comme les LT, les LB font partie de lignée lymphoïde et se développent à partir 

de précurseurs hématopoïétiques produits dans la moelle osseuse. Leur principale fonction 

est d’assurer l’immunité humorale par la production d’anticorps spécifiques d’un antigène, 

notamment les immunoglobulines IgM, IgA, IgG et IgE. L’anticorps lié à l’antigène aura alors 

plusieurs fonctions en rapport avec sa nature. Outre cette fonction de production d’anticorps, 

les LB possèdent la capacité de présenter des antigènes aux LT, ce qui renforce leur réponse. 

Souvent cette collaboration est réciproque, puisque les LT contribuent également à la survie 

des LB naïfs activés. 

L’activation d’un LB débute par la reconnaissance d’un antigène via le récepteur des 

cellules B (BCR). S’ensuivent plusieurs phases de maturation, au cours desquelles les LB 

subissent recombinaison homologue et hypermutation somatique. Ces processus aboutissent 

à la prolifération et à la différenciation des LB en plasmocytes ou en cellules B mémoire. La 

maturation des LB se déroule dans les centres germinatifs des ganglions lymphatiques, ou, 

dans le cas des poumons, au sein des iBALTs que nous aborderons par la suite. Ici encore, à 

l'image de leur analogue T, il existe une population de LB régulateur (Breg) qui possède des 

fonctions immunosuppressives via leur production d’IL-10 ou de TGFβ. Les Bregs sont ainsi 

impliqués dans les processus de tolérance dans le cadre d’infections ou de cancer124. 

L’identification des lymphocytes B résidents dans les tissus constitue une avancée 

récente, observée initialement chez le modèle murin. Dans une étude pionnière réalisée par 

Randall et al., il a été démontré que les LB mémoires résidents, spécifiques de virus influenza, 

requièrent une reconnaissance locale de l’antigène et conservent la capacité de se différencier 

rapidement en plasmocytes lors d’une nouvelle exposition125. Des analyses transcriptomiques 

ultérieures sur les LB, qu’ils soient tissulaires ou lymphoïdes ont révélé que les LB résidents 

des poumons acquièrent une signature « résidente » distincte126 et peuvent être 

continuellement générés à partir des réponses induites dans les centres germinatifs des 



INTRODUCTION 

53 | Page 
 

organes lymphoïdes périphériques127,128. Notons qu’une analyse comparative approfondie des 

cellules B mémoires dans les tissus murins et humains à mis en évidence l’expression 

conservée de nombreux marqueurs de résidence entre les espèces129,130. 

Les structures de cohabitation B et T : 

Il est essentiel de souligner que la plupart des cellules immunitaires résidentes ne sont 

pas isolées, mais plutôt intégrées dans des structures semi-organisées qui miment les 

caractéristiques des organes lymphoïdes secondaires. En réponse à des événements 

inflammatoires ou infectieux au niveau pulmonaire, il peut se produire le développement de 

structures lymphoïdes tertiaires (TLS), dont l’organisation est semblable à celle des structures 

lymphoïdes secondaires. Progressivement, lors de la résolution de l’inflammation, les LB et LT 

se regroupent en proximité des bronches principales, donnant ainsi naissance à une structure 

que l’on désigne sous le terme de tissu lymphoïde inductible associé aux bronches (iBALT)131. 

Les iBALT se composent d’agglomérats de LT et LB, de cellules présentatrices d’antigènes (DC, 

macrophages), et d’un maillage sous-jacent de cellules stromales. La formation d’iBALT peut 

être initiée par une diversité de voies moléculaires pour activer et différencier les cellules 

stromales, lesquelles expriment des chimiokines servant de cadre structurel pour iBALT, et 

facilitant ainsi le recrutement et l’organisation des leucocytes (Figure 8).  

A l’image des organes lymphoïdes classiques, les iBALT ont la capacité de recruter des 

lymphocytes naïfs circulants, de les exposer à des antigènes locaux, en l’occurrence ceux des 

voies respiratoires, et de favoriser leur activation et leur différenciation en cellules effectrices. 

De nombreuses recherches ont exploré les mécanismes de communication et la pérennité de 

certains sous-types cellulaires au sein des iBALT. Il a été établi que les LT CD4+ auxiliaires 

résidents co-localisent avec des LB dans les iBALT, ce qui faciliterait une induction optimale 

des cellules B mémoires. Cette interaction semble dépendre de l’expression de Bcl6, puisque 

sa suppression dans les LT CD4+ avant l’infection par le virus influenza, a conduit à une 

redistribution de ces LT en dehors des zones iBALT, ainsi qu'à une altération de la production 

d’anticorps localement132. Par ailleurs, parmi les populations CD4+ auxiliaires, une sous-

population sécrétant de l’IL-21 semble déterminante pour le maintien des LT CD8+ résidents 

des poumons133. 

Outre les iBALT, il existe deux autres variantes de TLS dans les poumons : les foyers 

inflammatoires nodulaires (NIF), qui se composent d’amas de cellules myéloïdes et de LT 
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CD8+134, et les granulomes, comme ceux observés lors de l’infection par Mycobacterium 

tuberculosis. Ces granulomes se distinguent par la présence d’un noyau central constitué de 

macrophages infectés, entouré de LB et LT135. Ces variants montrent une ressemblance moins 

prononcée avec les structures lymphoïdes secondaires comparativement aux iBALT.   

 

Figure 8 : Formation des cellules immunitaires résidentes dans les poumons et des compartiments immunitaires associés. 
Lors d’une infection, les pathogènes des voies aériennes sont capturés par les cellules dendritiques (DC) qui digèrent les 
peptides antigéniques et les charges dans leur CMH (1). Les DC migrent vers les ganglions lymphatiques (2) où elles présentent 
les antigènes aux lymphocytes T (LT) CD4+ et CD8+, activant une réponse adaptative spécifique du pathogène (3). Un gradient 
de chimiokines guide les lymphocytes activés de retour vers les poumons infectés, facilitant leur infiltration dans le tissu 
pulmonaire (4). Les lymphocytes infiltrent les poumons et contribuent à l’élimination du pathogène et endiguent l’infection 
pulmonaire (5). La persistance de l'inflammation et des antigènes dans les poumons favorise la formation d'agrégats 
lymphoïdes, tels que les iBALT (induced Bronchus-Associated Lymphoid Tissue), qui hébergent des populations de LT et LB 
mémoires résidents (6) ou de GAIN (gland-associated immune niche) enrichi en plasmocytes IgA (6’). Lors de réinfections, les 
lymphocytes mémoires résidants dans les RAMD (repair associated memory depot) se réactivent rapidement, assurant une 
réponse immunitaire rapide et efficace, tout en maintenant une protection à long terme contre les pathogènes (7). 

Une fois encore, l’étude pionnière menée par Madissoon et al.78, sur les 

compartiments pulmonaires offre une nouvelle cartographie multi-omique de la structure du 

poumon humain, identifiant 80 types cellulaires distincts grâce à l'intégration de techniques 

de scRNAseq, de transcriptomique spatiale et de séquençage VDJ. Cette recherche met en 

lumière un nouveau compartiment immunitaire associé aux glandes de l'appareil respiratoire, 

désigné sous le nom de GAIN (gland-associated immune niche). La découverte de GAIN, riche 

en plasmocytes IgA ainsi qu’en LB et LT localisés dans les glandes sous muqueuses des voies 

respiratoires, suggère une voie inédite pour l’induction et la régulation des réponses 
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immunitaires locales. Des interactions cellulaires essentielles au sein du GAIN sont médiées 

par les chimiokines CCL28 et CCL20, ainsi que par les facteurs de survie des LB tels que APRIL 

et IL-6, ou encore par la présentation d’antigènes aux LT CD4+ via les CMH II, initiant des 

réponses T spécifiques de l’antigène.   

En ce qui concerne les cellules non résidentes, lors d’une inflammation consécutive 

d’une agression telle qu’une infection, un recrutement de cellules circulantes est nécessaire 

pour la mise en place d’une réponse efficace. La mobilisation, l’activation et le franchissement 

par diapédèse de l’endothélium par des cellules immunitaires circulantes sont des étapes 

finement régulées. Les ECs y jouent un rôle déterminant en particulier dans les tissus 

respiratoires. Dans les contextes inflammatoires, les ECs expriment des molécules d’adhésion 

et des chimiokines qui attirent les cellules immunitaires vers les sites infectés ou lésés.  

 

 LE RECRUTEMENT DES CELLULES IMMUNITAIRES  

La diapédèse leucocytaire se produit généralement selon un processus conservé, 

décrit par Butcher 136 et Springer137 dans les années 1990. La cascade classique du recrutement 

leucocytaire comprend les étapes de capture, roulement, arrêt, adhésion et migration 

transendothéliale (diapédèse).  Elle dépend d’une activation des ECs en deux temps, à la fois 

rapide (s’effectuant en quelques minutes) et lent (s’étalant sur plusieurs heures). L’activation 

rapide est caractérisée par son indépendance vis à vis de la transcription de nouveaux gènes, 

tandis que l’activation lente implique une expression génique138. L’activation des ECs peut être 

induite par des cytokines telles que l’IL-6, l’IL-1β et le TNF, mais aussi par des motifs 

moléculaires associés à des agents pathogènes, tels que le LPS139,140. Les stimuli principaux, 

comme l’histamine et les cytokines pro-inflammatoires proviennent des cellules sentinelles 

immunitaires qui patrouillent dans les tissus. Les ECs au repos demeurent inactives vis-à-vis 

des leucocytes tout en produisant des protéines, telles que la P-sélectine et des chimiokines 

qu’elles stockent dans des vésicules spécialisées appelées corps de Weibel-Palade et qui 

soutiendront la phase d’activation rapide141. Le recrutement des leucocytes démarre par une 

augmentation de leurs capacités d’interactions bidirectionnelles avec les ECs activées pour 

conduire à la phase d’adhésion, préalable à leur infiltration. L’activation des ECs implique ainsi 

une régulation positive de la P- et de la E-sélectine, des molécules d'adhésion ICAM-1 et 

VCAM-1 ainsi que la sécrétion de chimiokines142. 
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En condition physiologique globale 

La cascade classique de recrutement des leucocytes a été principalement établie dans 

la microcirculation du muscle crémaster par microscopie intravitale143. Dans les veinules post-

capillaires affectées par l’inflammation, des modifications hémodynamiques entraînent une 

perturbation significative du flux sanguin, ce qui favorise l’interaction des leucocytes avec la 

paroi endothéliale. La diminution du débit sanguin accroît ainsi les probabilités que les 

leucocytes entrent en contact avec les ECs. L'adhésion des leucocytes à l’endothélium activé 

s’effectue via des interactions entre la L-selectine, qui est principalement exprimée par les 

leucocytes, et les ligands sialylés présents à la surface de l’endothélium144. Ce processus est 

associé aux interactions de la glycoprotéine P-sélectine (PSGL1) avec les molécules P-sélectine 

et E-sélectine également exprimées par l’endothélium. Cet ensemble d'interactions favorise 

un attachement et un roulement des leucocytes le long de la paroi vasculaire, marquant la 

première étape du recrutement vers le site de l’inflammation145. Les étapes du recrutement 

sont illustrées dans la figure 9 ci-dessous.  

La deuxième phase du recrutement s’orchestre autour du processus d’adhésion ferme 

des leucocytes à l’endothélium activé. Cette étape est principalement médiée par les 

interactions entre la molécule de VCAM-1 présente à la surface des ECs et l’intégrine α4β1 

(également connue sous le nom de VLA-4), ainsi que de ICAM-1 et les intégrines β2, 

notamment l’antigène 1 associé à la fonction leucocytaire (LFA-1), exprimés sur la membrane 

des leucocytes. La dynamique du cytosquelette joue également un rôle clé dans ces 

interactions bidirectionnelles entre l’endothélium et les leucocytes. Le remodelage des ECs 

activées facilite l’attachement des leucocytes par la formation d’une structure d’ancrage 

enrichie en actine, qui concentre les molécules VCAM-1 et ICAM-1146. Les intégrines et les 

filaments d’actine interagissent grâce à des protéines adaptatrices variées, telles que la taline, 

qui pourraient produire des échafaudages moléculaires favorables à la génération de 

phosphatidylinositide-4,5-bisphosphate (PIP2) au sein de la membrane plasmique et à la 

polymérisation de l’actine. L’adhésion médiée par les intégrines est accentuée par 

l’engagement des récepteurs associés aux protéines G, tels que CXCR4 et le facteur dérivé des 

cellules stromales 1α (SDF1α), fixées sur les glycosaminoglycanes (GAG)147. Toutes ces 

modifications entraînent un arrêt du roulement du leucocyte sur l'endothélium et permettent 
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un point d’ancrage solide à l’origine de la dernière étape du recrutement qui consiste en 

l’extravasation de la cellule immunitaire vers le tissu ou l’organe cible.  

Durant le processus de diapédèse, dernière étape du recrutement, les leucocytes 

peuvent traverser la paroi vasculaire en empruntant soit les espaces intercellulaires entre les 

ECs (paracellulaire), soit en franchissant directement la membrane d’une EC et en passant au 

travers de son cytoplasme (transcellulaire)148–151. Bien que la migration transcellulaire ait été 

observée dans des contextes spécifiques, tels que l’inflammation au niveau de la barrière 

hémato-encéphalique et de la barrière hémato-rétinienne152, la diapédèse paracellulaire 

semble le mécanisme de transmigration le plus couramment utilisé150,151. La migration 

paracellulaire implique une modification transitoire des jonctions entre les ECs pour 

permettre le passage du leucocyte. L’ouverture de la jonction provient de la dissociation de la 

protéine VE-PTP et de la VE-cadhérine. Ce processus est déclenché par l’interaction entre 

ICAM-1 et LFA-1153 qui entraîne la phosphorylation de la VE-cadhérine, ensuite internalisée et 

souvent dégradée154. L’interaction de LFA-1 avec ICAM-1 s’accompagne de l’engagement des 

intégrines leucocytaires avec des molécules d’adhésion jonctionnelle (JAM) exprimées par les 

ECs155, ce qui facilite la migration transendothéliale. D’autres signaux sont requis, notamment 

ceux induits par la contrainte de cisaillement, ainsi que l’expression de chimiokines à la surface 

de l’endothélium147.  

La prédominance du mode de migration paracellulaire a été confirmée in vivo par des 

études d’imagerie intravitale confocale en temps réel sur des veinules musculaires de souris 

au cours d’inflammation156, ainsi que par des observations indirectes chez un modèle murin 

transgénique pour la protéine VE-cadhérine. Dans ce dernier modèle, il a été observé une 

réduction significative du recrutement de leucocytes chez des souris porteuses d’une protéine 

de fusion VE-cadhérine-α-caténine non dissociable, entraînant une incapacité à ouvrir les 

jonctions adhérentes157. En général, il semble que la balance entre les deux modes de 

migration, transcellulaire et paracellulaire, soit influencée par divers facteurs, tels que la 

localisation anatomique, les conditions hémodynamiques locales et le type de leucocytes 

impliqués158. De plus, l’imagerie en microscopie confocale de la diapédèse in vitro a révélé que 

seulement 5 à 11 % des neutrophiles, monocytes et lymphocytes migrent à travers les 

monocouches cellules endothéliales de cordon ombilical humain (HUVECs) par la voie 
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transcellulaire159. En revanche, l’utilisation de cellules endothéliales microvasculaires dans ces 

essais a augmenté jusqu’à 30 % le pourcentage de leucocytes migrant en transcellulaire160. 

 

Figure 9 : Recrutement des leucocytes. Le processus comprend cinq étapes. Il commence par la capture des leucocytes 
circulants au niveau des parois du vaisseau sanguin. Cette capture est induite par les sélectines localisées en surface des EC ce 
qui permet aux leucocytes de s’attacher à l’endothélium (1). Le leucocyte roule le long de la paroi vasculaire en étant  ralenti 
par les interactions sélectine-ligand (2). Durant le roulement, les leucocytes sont exposés à des cytokines et chimiokines qui 
activent l’expression des intégrines LFA-1 et VLA4 via une signalisation pouvant impliquer CCR7 (3). Les intégrines activées se 
lient fermement aux molécules d’adhésion VCAM-1 et ICAM-1 présentes sur l’endothélium et produisent l’arrêt du roulement 
(4). Dans la dernière étape appelée diapédèse, les leucocytes traversent l’endothélium en déplaçant les jonctions 
intercellulaires ce qui mobilise des protéines telles que PECAM1/CD31 et des JAMs, et grâce au gradient des chimiokines telles 
que CCL21 et CCL19 (5). Ce mécanisme séquentiel permet aux leucocytes de quitter la circulation sanguine et de migrer vers 
les tissus où leur action est requise. 

Il semblerait que le processus de transmigration cellulaire puisse varier selon les sites 

de recrutement. A titre d’exemple, dans la plupart des organes, les ECs doivent être stimulées 

pour exprimer la E-sélectine161. Pourtant, à la surface des tissus hématopoïétiques veinulaires, 

tels que la rate, la moelle osseuse et la peau, la E-sélectine est exprimée de manière 

constitutive 162–164 ce qui augmente leur capacité de recrutement. Cet exemple de variabilités 

d’expressions met en évidence des mécanismes de recrutement des cellules immunitaires qui 

peuvent différer selon l’organe165,166. Le recrutement varie également selon le contexte 

pathologique comme dans le cas du cancer ou le contexte inflammatoire endothéliale unique 

influence ce processus. Cette particularité sera abordée dans le chapitre 3 dans la partie 

dédiée aux ECs tumorales.  



INTRODUCTION 

59 | Page 
 

Recrutement immunitaire dans l’environnement pulmonaire 

Comme mentionné ci-dessus, les ECs sont la principale porte d'entrée des cellules 

immunitaires du sang vers les tissus. Les cellules immunitaires sont étroitement associées au 

système vasculaire et sont abondantes dans les poumons. En effet, les PAECs ont une forte 

expression constitutive de molécules d'adhésion qui permettent l'interaction avec les 

lymphocytes et les monocytes qui migrent dans la circulation sanguine. La présence basale de 

ces marqueurs peut contribuer à l'important pool intravasculaire de leucocytes dans les 

poumons. La concentration de neutrophiles dans le sang capillaire est décrite comme 20 à 60 

fois plus élevée que dans les grands vaisseaux systémiques. Cela permet un recrutement 

rapide et la mise en place d'une réponse immunitaire adaptative efficace lors d'une attaque 

bactérienne ou virale.  

Il est intéressant de noter que le recrutement des neutrophiles dans le lit capillaire 

pulmonaire n'est pas uniquement médié par l'adhésion à la sélectine mais par des 

changements dans la forme des neutrophiles90. En effet l’implication des sélectines et des 

intégrines dépend du stimulus inflammatoire166. Chez les cellules traitées au LPS d’Escherichia 

coli, les neutrophiles sont recrutés de manière dépendante des sélectines et des intégrines167. 

En revanche, le recrutement des neutrophiles chez les souris après l’administration 

intratrachéale de LPS préparés à partir de Streptococcus pneumoniae ou de Salmonella 

enteritidis est décrit comme indépendant de la sélectine168. 

Il existe une variabilité notable dans les modalités de recrutement des leucocytes au 

sein de l’hétérogénéité des ECs pulmonaires. Les ECs microvasculaires se distinguent par leur 

capacité à produire des cytokines inflammatoires telles que la CCL4 et la CXCL2. Ces protéines 

jouent un rôle clé en tant que facteurs chimiotactiques, facilitant le recrutement des 

neutrophiles dans les espaces alvéolaires en réponse à l’inflammation ou à l’infection169.  

La microarchitecture unique du tissu pulmonaire influence également le processus de 

recrutement. Il a été constaté que le processus de margination des leucocytes qui correspond 

à la première phase d’adhésion est moins marquée dans les capillaires bronchiques que dans 

ceux des poumons, ce qui pourrait être attribué au large diamètre des capillaires bronchiques 

et/ou à une pression sanguine plus élevée dans cette zone170. A l’inverse, le flux sanguin dans 

le réseau capillaire pulmonaire se caractérise par une vitesse relativement faible 171. L’influx 
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cellulaire induit par le gradient de chimiokines, incluant les monocytes et les lymphocytes, 

active également des mécanismes de signalisation dépendants du contact avec les ECs, 

pouvant moduler les réponses immunitaires innées et adaptatives. 

 

LE ROLE DES CELLULES ENDOTHELIALES DANS L’ACTIVATION/INHIBITION DU SI 

Depuis plusieurs années, de nombreuses études confirment que les ECs jouent un rôle 

immunomodulateur complexe bien au-delà de leur fonction classique dans l’allo-immunité, le 

recrutement des cellules immunitaires, la tolérance immunitaire et l’inflammation 

vasculaire138,172,173. Différents sous-types d’ECs ont ainsi été identifiés comme exerçant ces 

fonctions immunomodulatrices dans des tissus et organes divers. Par exemple, les ECs 

sinusoïdales hépatiques (LSEC) présentent des activités immunomodulatrices constitutives174, 

tandis que d'autres types de ECs montrent des phénotypes immunomodulateurs transitoires, 

induits par des conditions environnementales spécifiques.  

Certaines ECs possèdent des caractéristiques typiques des cellules immunitaires, telles 

que l’expression de récepteurs co-stimulateurs et co-inhibiteurs123. Elles ont aussi la capacité 

d'induire l'apoptose dans d'autres cellules175. Les ECs agissent également comme des APC 

semi professionnelles, jouant un rôle important dans la modulation de la réponse 

immunitaire123,175–177.  Elles disposent en effet de capacités phagocytaires, éliminant les 

déchets cellulaires circulants par efferocytose et de capacités de traitement et de présentation 

des antigènes178. Elles expriment une gamme significative de molécules costimulatrices (par 

exemple, ICAM-1, VCAM-1, CD40, LFA-3, ICOSL, 4-1BB, OX40L) et co-inhibitrices (PD-L1 et PD-

L2) (Tableau 1). 

Les EC humaines en culture peuvent activer des LT mémoires à l’aide de certaines 

molécules de costimulation qu’elles partagent avec les CPA dont les récepteurs sont exprimés 

plus fortement sur les LT mémoires que sur les LT naïfs179. Les ECs réagissent activement aux 

médiateurs inflammatoires, tels que l’IL-35180 et l’IL-17A181, en augmentant l’expression de 

molécules d’adhésion à leur surface. Cette réponse inclut la production de cytokines pro-

inflammatoires et de chimiokines attirant les cellules immunitaires182–184.  
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La molécule de co-inhibition PD-L1, 

présente à l’état d’équilibre, voit son 

expression fortement augmentée en 

présence d'inflammation, jouant un 

rôle non seulement dans la régulation 

immunitaire mais aussi dans 

l'activation de l'endothélium et la 

perméabilité aux leucocytes185.  

La littérature mentionne néanmoins 

des différences notables entre espèces 

en ce qui concerne les fonctions 

immunomodulatrices des ECs. Chez 

l’homme, les ECs microvasculaires 

expriment constitutivement le HLA de 

classe II,  ce qui leur permet de 

présenter des antigènes aux LT CD8 et 

CD4123,186. Chez la souris, cette 

expression est observée uniquement 

en conditions inflammatoires187.  

 

 

L’expression des molécules de co-stimulation, telles que CD80 et CD86, diffère également 

entre les espèces. Elles sont ainsi exprimées de manière dépendante du contexte chez la 

souris188 et rarement observées chez l’homme, même si elles peuvent être induites in vitro189–

191. Par contre, chez l’homme, la molécule de costimulation CD58 (LFA-3), qui interagit avec 

CD2 sur les LT, joue un rôle essentiel dans l’activation des LT mémoires, avec une affinité 

beaucoup plus élevée que celle observée chez la souris123. Il est important de relever que 

l'activation des ECs peut favoriser la maturation des LT CD8+ mémoires en LT cytotoxiques 

spécifiques des cibles endothéliales192, ainsi que la différenciation des Th17 en réponse à la 

production d’IL-6 par les ECs193.  

Tableau 1 | Comparaison des signaux immunitaires 
partagés par les DC et les ECs  
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L’amplification du sous-ensemble Th1 par les ECs a été observée à la fois in vitro et in 

vivo, dans des modèles d’allogreffe vasculaire194,195, tandis que la cascade du complément, via 

l'activation de l’inflammasome NLRP3 et la production d'IL-18, contribue à l'activation des 

lymphocytes T médiée par les ECs196. Au cours de la diapédèse, l’engagement de l’intégrine 

LFA-1 sur les LT va stabiliser les transcrits des gènes pro-inflammatoires, impliquant un double 

rôle pour ces molécules dans l’activation et l’adhésion des LT197. Il est également décrit que 

ICAM-1 participent à la formation d’une synapse immunologique198 entre EC et LT bien que 

l’on ne sache pas encore si ce processus peut avoir lieu au cours de la migration .  

Concernant maintenant les poumons plus spécifiquement, et comme abordé 

précédemment, les ECs alvéolaires sont impliquées dans les réponses du système 

immunitaire. Les aérocytes sont spécialisés dans les échanges gazeux et le recrutement des 

cellules immunitaires, tandis que les gCap peuvent activer les LT CD4+ par le biais du CMH-II. 

Cela suggère que ces ECs alvéolaires ont des fonctions spécifiques qui pourraient influencer la 

réponse immunitaire. Une question qui demeure est de savoir si l'interaction entre les ECs et 

les cellules immunitaires est suffisamment longue lors du recrutement pour permettre une 

immunomodulation par les ECs. Dans les poumons, l'extravasation se produit principalement 

au niveau des capillaires et des veinules post-capillaires, où le débit sanguin plus lent prolonge 

le temps d'interaction avec les ECs, ce qui pourrait favoriser cette modulation. 

Il est connu que les ECs, dans leur communication avec les macrophages, exercent une 

influence sur leur activation et leur polarisation pro-inflammatoire (M1) ou anti-inflammatoire 

(M2). Cet état de polarisation des macrophages a un impact significatif sur la réponse 

inflammatoire et les processus de réparation tissulaire et fait des ECs de nouveaux acteurs 

clés de cette réponse. Dans leur étude déjà mentionnée précédemment, Zhou et al. ont 

démontré que la réponse angiocrine induite par la Rspondin3, sécrétée par les ECs après 

stimulation par du LPS, conduisait à une expansion des macrophages interstitiels71.  

Ces macrophages, par leur action anti-inflammatoire, contribuent à la protection des 

tissus. À l'inverse, certaines cytokines produites par les ECs pulmonaires peuvent induire une 

transition vers un phénotype pro-inflammatoire des macrophages, comme SPARCL1, qui 

exacerbe la pneumonie virale en activant ces derniers199. De plus, la protéine Jagged1 (Jag1) 

exprimée par les ECs a été identifiée comme un régulateur clé de la polarisation des 
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macrophages, prévenant les lésions pulmonaires induites par les radiations via la signalisation 

Notch200.  

Les ECs régulent également les macrophages alvéolaires par le biais d'exosomes 

dérivés de l'endothélium en influençant les réponses immunitaires par la signalisation calcique 

médiée par RGS1201. Ainsi, dans le contexte pulmonaire, il est difficile de statuer sur le rôle 

précis des ECs dans l'activation ou la tolérance immunitaire, car elles participent à ces deux 

processus. Les cellules immunitaires pulmonaires interagissent avec les cellules épithéliales, 

les fibroblastes et les cellules vasculaires pour réguler l’inflammation et maintenir 

l’homéostasie locale.  

L'interaction étroite entre les diverses composantes du système immunitaire 

pulmonaire assure une réponse coordonnée et efficace face aux agressions et aux pathogènes 

tout en préservant la tolérance immunitaire et en limitant les dommages tissulaires. 

Cependant il arrive que ce contrôle soit défaillant et entraîne ou accentue le développement 

de pathologie.  

 

SYSTEME IMMUNITAIRE PULMONAIRE ET DEVELOPPEMENT DE PATHOLOGIES  

Les dysfonctionnements du système immunitaire pulmonaire sont en cause dans 

l'apparition et la progression de diverses pathologies. Par exemple, une réponse immunitaire 

disproportionnée peut déclencher une inflammation excessive, contribuant ainsi à des 

affections telles que l'asthme, la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) et la 

fibrose pulmonaire202. Dans le contexte de maladies auto-immunes comme la sarcoïdose, le 

système immunitaire pulmonaire attaque de manière erronée les tissus pulmonaires, ce qui 

entraîne inflammation et lésions203.  

Par ailleurs, l'immunosuppression ou une déficience immunitaire peuvent accroître le 

risque d'infections respiratoires sévères, en particulier chez les personnes vivant avec le 

VIH204. Le système immunitaire pulmonaire est également impliqué dans les réponses 

exacerbées associées au syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA) et à d'autres 

maladies pulmonaires graves73.  
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L'inflammation, qu'elle soit aiguë ou chronique, est influencée par divers facteurs tels 

que la durée et l'intensité des agressions, l'âge, ou la présence de pathologies comme 

l'obésité. L'inflammation chronique qui se caractérise par une activation persistante des 

cellules immunitaires et la libération de cytokines inflammatoires et d'autres médiateurs est 

connue pour favoriser la progression tumorale et la survie des cellules malignes205. En outre, 

des états inflammatoires chroniques, comme la BPCO, constituent un risque accru de 

développer un cancer du poumon. Une meilleure compréhension des rôles délétères que 

l’inflammation exerce sur la pathogénèse dans les cancers pulmonaires est devenue une 

priorité dans les recherches actuelles de stratégies thérapeutiques. 
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CANCERS PULMONAIRES 

Le cancer des poumons est la première cause de décès par cancer en France et dans le 

monde avec environ 1,8 million de décès par an et représente le cancer avec la plus haute 

incidence. En effet, presque 2,5 million de nouveaux cas ont été dépistés en 2023 au niveau 

mondial (Globocan.fr) et figure 10. La faible survie globale des patients serait due à un 

diagnostic tardif de la maladie influencé par l’apparition tardive de symptômes. En effet, les 

stades I-II représentent seulement 25% des cas au diagnostic, les stades III concernent 20% 

des patients et 55% des cas sont détectés au stade IV ou au stade métastatique.  

 

Figure 10 : Classification, mortalité et incidence du cancer des poumons. Histogramme de l’incidence et de la mortalité de 
plusieurs cancers dans le monde venant de Globocan.fr. Schéma représentant les grandes familles histologiques du cancer 
bronchopulmonaire et leurs sous classes réalisé avec Biorender. 

Le cancer des poumons, aussi nommé cancer bronchopulmonaire, est divisé en deux 

grandes familles histologiques : le cancer bronchique à petites cellules (CBPC) et le cancer 

bronchique non à petites cellules (CBNPC). Le CBPC concerne 15% des cancers du poumon et 

constitue la forme la plus agressive de ce cancer. Cette agressivité lui est attribuée par sa 

capacité à métastaser rapidement durant le processus d’oncogenèse avec 70% des patients 

CBPC présentant des métastases au moment du diagnostic206. Le CBNPC est le type 

histologique le plus représenté, avec 80 à 85 % des cas. En suivant la classification, il est 

possible de distinguer, au sein des CBNPC, les carcinomes épidermoïdes (20-30%) et les 

carcinomes non épidermoïdes regroupant les adénocarcinomes (30-50%) et les carcinomes 

indifférenciés à grandes cellules (10%).  
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Les carcinomes épidermoïdes se développent dans la région centrale du poumon 

tandis que les adénocarcinomes par exemple vont se développer en périphérie de l’organe. 

Quand le diagnostic d’un CBNPC est établi, la recherche des six altérations moléculaires pour 

lesquelles il existe des thérapies ciblées est réalisée. Elle concerne les mutations oncogéniques 

« drivers » aussi dites pilotes retrouvées dans les gènes EGFR (Epidermal Growth Factor 

Receptor), KRAS, BRAF (B-Raf proto-oncogene), HER2 ainsi que les altérations caractérisées 

des gènes ALK (anaplastic lymphoma kinase) et ROS1 que nous détaillerons par la suite. 

Aujourd’hui, avec les traitements à base d’immunothérapie, le statut de PD-L1 doit aussi être 

évalué pour adapter les traitements aux patients.  

Notre équipe de recherche étudie les cancers thoraciques comprenant le MPM et les 

cancers bronchopulmonaires avec, au vu de son incidence, un regard particulier pour le 

CBNPC. Au cours de ma thèse, je me suis donc concentrée sur ce modèle du CBNPC et le 

chapitre 2 de cette introduction lui sera intégralement consacré. 

 

ORIGINE DU DEVELOPPEMENT DES CANCERS PULMONAIRES 

Le développement du cancer se caractérise par l’apparition et le maintien de cellules 

malignes présentant des caractères anormaux. La transformation cellulaire tumorale se 

traduit par une perte du contrôle du cycle cellulaire et donc une capacité de prolifération 

incontrôlée et anarchique mais aussi une insensibilité à l’apoptose et des anomalies de 

réparation à l’ADN. Durant ce processus de carcinogenèse, ces cellules cancéreuses vont 

acquérir plusieurs propriétés communes qui ont été regroupées pour la première fois en 2000 

par Hanahan et Weinberg sous le terme de « Hallmarks of cancer »207. L’échappement à la 

surveillance immunitaire est une caractéristique récemment intégrée à cette liste. Cet 

échappement confirme toute l’importance qu’il y a à accorder aux rôles du 

microenvironnement dans l’initiation et la progression tumorale. Aujourd’hui, la dernière 

actualisation de la liste des « Hallmarks »207 en dénombre 14 avec l’ajout de certains facteurs 

comme la reprogrammation épigénétique ou encore la nature du microbiote (Figure 11). 
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Figure 11 : Hallmarks of Cancer. Adapté de Hanahan et al, 207. Les Hallmarks décrivent les caractéristiques fondamentales et 
émergentes des cellules tumorales, ainsi que les facteurs facilitant leur progression. Chaque caractéristique présentée a été 
intégrée au fil des années dans la convention « Hallmarks of Cancer ». Les changements de couleur sur le schéma indiquent 
l'évolution de ces concepts, illustrant l'historique de leur identification dans le cadre de la recherche sur le cancer.  

Le cancer est défini comme une pathologie multigénique et multifactorielle dont les 

facteurs de risques regroupent la susceptibilité héréditaire, la présence d’un état morbide 

préexistant, l’apparition de mutations spontanées avec gains de fonction ou pertes de gènes 

suppresseurs de tumeurs et en dernier les facteurs environnementaux. Des analyses de 

séquences à haut débit ont mis en évidence que le nombre de mutations somatiques varie 

selon les cancers. Ainsi, le mélanome et le cancer du poumon sont des cancers avec un nombre 

élevé de mutations (dépassant les 100 mutations par mégabase)208, tandis que les cancers 

pédiatriques présentent une fréquence mutationnelle beaucoup plus faible (environ 0,1 

mutation/Mb, soit un changement sur l'exome). De plus, une grande majorité des facteurs 

favorisant l’apparition des cancers pulmonaires est d’origine environnementale en raison de 

l’exposition quasi directe du poumon avec l’air environnant. 
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LES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX 

Le tabac est le premier facteur de risque du cancer des poumons avec plus de 9500 

éléments chimiques et plus de 80 carcinogènes énumérés dans le tabac et sa fumée209. Une 

étude réalisée entre 2007 et 2020 sur une cohorte de 2052 patients atteints de CBNPC venant 

de plusieurs centres européens a montré que la quantité de tabac ainsi que la durée du 

tabagisme étaient associées à des risques accrus de décès et ce de manière dose dépendante 

(hazard ratio, HR = 1.31 (1.01–1.71) pour plus de 40 paquets/années)210. Tous sous-types 

histologiques confondus, le cancer des poumons a une incidence plus forte dans les pays aux 

revenus élevés reflétant le niveau relatif de la consommation de tabac. Les expositions 

professionnelles, le tabagisme passif et la pollution sont les autres facteurs de risques 

environnementaux les plus cités. Parmi les expositions professionnelles, on trouve l’inhalation 

de particules toxiques ou irritantes comme la poussière générée lors de la transformation du 

bois211 ou la fumée de combustibles non transformés comme le charbon qui contient une 

quantité élevée de carcinogènes.  

Les particules toxiques les plus connues favorisant l’incidence des cancers pulmonaires 

sont l’amiante212, la silice213 ou le radon214. De nombreuses études épidémiologiques ont par 

ailleurs confirmé l’impact de la pollution sur l’incidence des cancers bronchiques, notamment 

en lien avec la présence de particules fines qui sont associées à un taux de mortalité accru. 

L’élément commun aux facteurs environnementaux les plus fréquemment incriminés est la 

capacité des particules inhalées (poussières et particules, amiante,...) à induire une 

inflammation chronique. D'ailleurs une étude pionnière de 2023 suggère que les particules 

fines pourraient induire une inflammation pulmonaire par l’intermédiaire du recrutement 

important de macrophages producteur d’IL1-β,  favorisant le développement des cellules 

mutées EGFR préexistantes215. Enfin, il est intéressant de relever que le cancer des poumons 

touche plus fréquemment les hommes que les femmes. Cependant au cours des 50 dernières 

années, l’incidence augmente chez les femmes ce qui pourrait être corrélé avec leur accès 

accru à la consommation de tabac216. 
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LES FACTEURS GENETIQUES ET SUSCEPTIBILITES HEREDITAIRES 

Le cancer des poumons fait partie des cancers présentant un nombre important de 

mutations « drivers » jouant un rôle direct dans le développement et la progression 

tumorale217. Ces altérations qui peuvent être des amplifications ou réarrangements 

chromosomiques, des mutations somatiques ou encore des instabilités des microsatellites, 

vont apporter un avantage sélectif aux cellules cancéreuses. Elles favorisent généralement la 

prolifération comme c’est le cas pour les mutations de gènes suppresseurs de tumeurs tels 

que TP53 (tumor protein p53) ou PTEN (phosphatase and tensin homolog) retrouvés dans de 

nombreux types de cancers218. Dans les cancers pulmonaires, le séquençage du génome entier 

a permis d'identifier différentes mutations des gènes EGFR, MAPK (MAP kinase), ALK, 

EML4/ALK (Echinoderm microtubule-like 4), BRAF, et ROS1. Ces altérations génomiques ne 

sont pas retrouvées systématiquement chez les patients et sont en partie responsables de 

l’hétérogénéité des réponses aux traitements. Au sein de ces mutations, les plus 

majoritairement retrouvées sont celles du gène KRAS (20-40%) suivi par les altérations du 

gène EGFR (15%) (Figure 12). 

 

Figure 12: Classification génomique des CBNPC. Adapté de Bourreau et al,219 . Diagramme rapportant l’incidence des 
mutations génétiques spécifiques dans le CBNPC. Parmi elles, les mutations KRAS, STK11, EGFR et ALK ont une prévalence plus 
élevée (>5%). 
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Durant ma thèse, j’ai pu étudier plusieurs lignées de cancer pulmonaire caractérisées 

par la diversité de leurs mutations. Parmi celles-ci, j’ai particulièrement étudié une lignée 

présentant une mutation dans KRAS, une autre avec une mutation BRAF et une dernière avec 

une mutation EGFR. Seules ces mutations seront détaillées dans cette introduction. 

Le gène KRAS fait partie de la famille des gènes RAS (sarcome du Rat) qui codent pour 

de petites protéines G impliquées dans la régulation de la prolifération cellulaire. Ces petites 

GTPases agissent dans les voies de signalisation en aval des récepteurs EGFR, MET et ALK220 

et en amont de la voie de signalisation des MAPK. Les mutations oncogènes du gène KRAS se 

produisent surtout dans l'exon 2 au codon 12, moins souvent au codon 13 (3-5%) et rarement 

dans l'exon 3 au codon 61 (<1%)221. Ces mutations aboutissent le plus souvent à une activation 

constitutive de la petite GTPase222. La dérégulation des voies dépendantes de KRAS est 

observée dans 25% des cas de CBNPC et concerne des substitutions de la glycine du codon 12 

en Cystéine, en Valine ou en Asparagine. La mutation KRAS G12C est la plus fréquente (39,4% 

des adénocarcinomes220) et est associée au statut de fumeur ou d’ancien fumeur du patient 

tandis que la mutation KRAS G12D est principalement retrouvée chez les non-fumeurs223. 

Les mutations touchant au gène BRAF concernent uniquement 1,5 à 5% des patients 

atteints de CBNPC224. Ce gène code pour une sérine/thréonine kinase appartenant à la famille 

des kinases Raf impliquées dans la signalisation MAPK225. En conditions normales, la kinase 

codée par BRAF subit une boucle de rétrocontrôle négatif au cours de la cascade d’activation, 

ce qui limite sa fonction dans le temps. Dans des conditions avec BRAF muté, le rétrocontrôle 

ne se fait pas et la voie MAPK maintenue activée conduit à une prolifération cellulaire 

incontrôlée226. Les mutations BRAF V600E représentent 50 % de ces cas225. 

L’EGFR est un récepteur membranaire à activité tyrosine kinase de type I. Il est 

impliqué dans deux voies de signalisation, la voie MAPK et la voie PI3K/AKT/mTOR. Ce 

récepteur lie différents ligands dont le facteur de croissance EGF (Epidermal Growth Factor) 

et il permet des régulations fines de la croissance, survie, migration, différenciation cellulaire 

et de l’angiogenèse. Dans le CBNPC, les mutations de l’EGFR affectent le domaine catalytique 

tyrosine kinase induisant une activation constitutive qui est indépendante de la liaison au 

ligand. Cette activation constitutive amplifie les voies de signalisation activées en aval du 

récepteur227,228.  Les mutations du gène EGFR les plus couramment retrouvées chez les 

patients atteints de CBNPC (~85%) sont : la mutation ponctuelle remplaçant une leucine par 
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une arginine dans l’exon 21 (L858R) et une délétion dans le cadre de l’exon 19 qui élimine les 

résidus 746-750 de la protéine229. Ces mutations se produisent dans 15% des CBNPC et 

principalement dans les populations de non-fumeurs, de sexe féminin et d’Asie de l’Est. La 

mutation de l'EGFR présente une fréquence élevée au sein de la population réunionnaise 

(22%), comparable à celle observée en Asie. Ce phénomène peut être attribué à l'histoire des 

migrations et au métissage ethnique sur l'île230. 

Outre les mutations « drivers », il existe des facteurs de risques génétiques contribuant 

à une susceptibilité héréditaire. De nombreuses études montrent un risque significativement 

accru de cancer du poumon dans le cas d’antécédents familiaux, en particulier chez les 

patients dont les parents ont été diagnostiqués à un jeune âge et chez ceux avec plusieurs 

membres de la famille atteints. En effet, les personnes ayant un antécédent familial au 

premier degré (parent, fratrie) de cancer pulmonaire présentent 13,65 (IC à 95 % : 2,57 à 

40,41) fois plus de risque de développer un cancer des poumons231.  

 

LES FACTEURS DE COMORBIDITES 

Certains facteurs intrinsèques propres à l’individu peuvent contribuer à la promotion 

des cancers pulmonaires. Par exemple, et comme abordé dans le chapitre précédent, les 

maladies qui s'accompagnent d’une inflammation chronique favorisent la progression 

tumorale dans un environnement immunitaire affaibli. Il est estimé que l’inflammation 

chronique pourrait être responsable ou associée à ¼ des cas de cancers mondiaux232. C’est le 

cas des maladies pulmonaires chroniques telles que la BPCO233 mais aussi la fibrose 

pulmonaire234 ou la tuberculose235 qui vont créer un environnement propice au 

développement de cancer que ce soit chez les fumeurs ou les non-fumeurs. Parmi les maladies 

inflammatoires pulmonaires, les résultats des études épidémiologiques sur l’asthme sont 

contradictoires bien qu’une étude récente indique qu’une exposition à long terme aux 

acariens associés à l’asthme pourrait accélérer le développement de cancer pulmonaire chez 

les hôtes sensibles236. De nombreux autres facteurs comme le diabète, l’obésité, les troubles 

cardiovasculaires et d’autres pathologies le plus souvent associées à un état inflammatoire 

chronique sont fréquemment décrits comme favorisant le développement et la progression 

du cancer.  
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LES TRAITEMENTS ACTUELS 

Malgré la diversification des options thérapeutiques développées ces dernières 

années, la prise en charge des patients atteints de cancer pulmonaire reste un défi pour les 

professionnels de la santé. En effet, au vu de l’hétérogénéité des cas, cette prise en charge 

nécessite une approche personnalisée en fonction du type et du sous-type de cancer, du profil 

génétique du patient, de la localisation et de l’étendue de la maladie. Pour les patients 

diagnostiqués précocement, à un stade allant de I à III, le traitement se fait principalement 

par exérèse totale (lobectomie) ou partielle (pneumonectomie) parfois suivie d’une 

chimiothérapie adjuvante ou d’une radiothérapie complémentaire. En ce qui concerne les 

patients présentant un stade avancé de la maladie (stade IV ou métastatique), les traitements 

seront administrés en systémique en fonction des mutations du patient et d'éventuels effets 

secondaires observés.       

CHIMIOTHERAPIE ET RADIOTHERAPIE 

La chimiothérapie est un traitement systémique qui agit en interférant avec la division 

cellulaire des cellules à croissance rapide, ce qui est une caractéristique des cellules tumorales. 

La drogue administrée va induire des dommages à l’ADN des cellules en cours de réplication, 

bloquer leur multiplication et induire leur mort. La chimiothérapie néoadjuvante également 

appelée “chimiothérapie de réduction tumorale préopératoire” est un traitement réalisé 

avant une chirurgie, dans le but de réduire la taille de la tumeur et faciliter l’intervention 

chirurgicale. En revanche, la chimiothérapie adjuvante souvent qualifiée de “chimiothérapie 

postopératoire” est administrée après la chirurgie ou la radiothérapie pour éliminer les 

cellules cancéreuses résiduelles et consolider l’action thérapeutique en réduisant le risque de 

récidive.  

Le premier essai clinique ayant démontré de manière prospective les avantages d’une 

chimiothérapie adjuvante est l'étude IALT (International Adjuvant Lung Cancer Trial), menée 

en 2004. Cette étude a randomisé 1867 patients atteints de CBNPC n’ayant pas atteint le stade 

IV métastatique. Les participants ont reçu soit une chimiothérapie adjuvante à base de 

cisplatine et un autre agent, soit un traitement contrôle. Le suivi médian des patients a duré 

56 mois et sept décès attribués à une toxicité ont été rapportés, représentant 0,8 % des cas. 

Les résultats ont montré une survie globale significativement améliorée dans le groupe ayant 

reçu la chimiothérapie adjuvante, avec un taux de survie de 44,5 % à cinq ans, 
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comparativement à 40,4 % dans le groupe contrôle (HR 0,86 ; IC à 95 % [0,76-0,98] ; p < 

0,03)237. Aujourd’hui, dans 80% des cas de CBNPC, il n’y a pas de mutation « drivers » et le 

traitement de première ligne s’appuie sur une chimiothérapie à base de sel de platine 

(Cisplatine, Pemetrexed, Paclitaxel...). Les recommandations d’administration actuelles sont 

de 4 à 6 cycles avant de passer sur un traitement d’entretien par pemetrexed et/ou 

bevacizumab jusqu’à progression de la maladie ou intolérance du traitement.  

La radiothérapie (RT) s’appuie sur des rayonnements ionisants, tels que les rayons X 

ou les protons pour induire la mort ou contrôler la prolifération des cellules tumorales en 

produisant également des dommages à l’ADN. Les modalités de RT dans le cancer du poumon 

sont principalement des approches de radiothérapie stéréotaxique SBRT, permettant une 

irradiation de haute précision  de la tumeur pour épargner au maximum les tissus sains voisins. 

Le mode d’administration de la radiothérapie peut être proposé en une ou quelques dose 

élevées par hypo-fractionnement (même dose totale mais moins de fractions et plus fortes) 

ou en doses fractionnées sur une période prolongée pour laisser le temps aux tissus sains de 

récupérer entre les séances238.  

La radiothérapie est souvent combinée à de la chirurgie ou de la chimiothérapie et de 

l’immunothérapie à base d’ICI pour maximiser la réussite du traitement239. En effet, la 

radiothérapie peut induire une réponse immunitaire ciblée contre la tumeur, via l’infiltration 

tumorale des lymphocytes T CD8+, entraînant une réduction de la taille de la tumeur primaire 

ainsi que des métastases distales même en dehors de la zone irradiée. Ce phénomène est 

connu sous le terme d’effet abscopal240.  

Malgré leurs effets thérapeutiques, la chimiothérapie et la radiothérapie sont sources 

d’effets secondaires préjudiciables à la qualité de vie des patients. En complément de ces 

traitements principaux, des thérapies ciblées qui offrent une approche plus précise en ciblant 

directement les altérations génétiques spécifiques des cellules cancéreuses sont aujourd’hui 

proposées. 
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THERAPIES CIBLEES 

L’introduction des thérapies ciblées dans les années 2000 a amélioré la survie des 

patients éligibles c'est-à-dire avec mutation « driver » caractérisée. Contrairement à la 

chimiothérapie conventionnelle, les thérapies ciblées sont adaptées au type d’anomalie 

responsable de la croissance et la survie des cellules cancéreuses. Actuellement, il existe des 

thérapies ciblant l’EGFR, BRAF, KRASG12C, ALK, RET, NTRK, MET et ROS-1. À titre d’exemple, en 

cas de présence de mutation dans EGFR, quatre molécules ont l’autorisation de mise sur le 

marché (AMM), avec en première ligne : géfitinib, erlotinib (première génération), afatinib 

(deuxième génération) et osimertinib (troisième génération). Le taux de survie sans 

progression tumorale à 12 mois des patients traités avec du géfitinib était de 24,9% par 

rapport à 6,7% dans le groupe traité au carboplatine-paclitaxel241. Le mode d’action de ces 

molécules repose sur leur activité inhibitrice de tyrosine kinase (TKI) spécifique de l’EGFR. En 

empêchant la phosphorylation du récepteur, ils vont le rendre inactif et bloquer la voie de 

signalisation responsable de la prolifération et de la survie des cellules cancéreuses. 

Cependant, malgré leur spécificité d’action, leur efficacité et leur faible toxicité qui en 

font des outils de premier choix dans le traitement des cancers des poumons, moins de 25% 

des patients peuvent bénéficier de ces thérapies ciblées. Bien qu’elles aient 

incontestablement amélioré les options de traitement contre le cancer, elles ne garantissent 

pas la guérison et la plupart des patients développent des résistances au cours du traitement, 

entraînant des rechutes242. Heureusement, l'essor parallèle des immunothérapies a apporté 

un nouveau souffle dans la prise en charge des patients, certains ayant même été guéris de 

manière durable grâce à ces nouvelles approches thérapeutiques. 

 

IMMUNOTHERAPIES 

Contrairement aux thérapies conventionnelles qui visent directement les cellules 

tumorales, l’immunothérapie vise à renforcer la capacité naturelle du système immunitaire à 

lutter contre les cellules cancéreuses. De nombreuses stratégies peuvent être déployées dans 

le but d’induire une réaction immunitaire antitumorale. Elles passent par l’administration de 

cytokines (IL-2 ou IFN), la vaccination antitumorale, le transfert adoptif de LT ou de CAR 

(chimeric antigen receptor). Les immunothérapies actuellement administrées dans le CBNPC 

s’appuient sur l’utilisation d’anticorps monoclonaux bloquant les points de contrôles 
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immunitaires. Ces “Immune Checkpoint Inhibitors” (ICIs) sont utilisés pour lever l’anergie des 

cellules immunitaires, induite par les cellules tumorales au sein du microenvironnement 

tumoral (TME). Les mécanismes d’immunosuppression mis en place par les cellules tumorales 

seront plus particulièrement détaillés dans le chapitre 3 de cette introduction.  

Les premiers ICIs à avoir montré une efficacité clinique dans le mélanome 

métastatique étaient dirigés contre CTLA-4 (Ipilimumab)243. CTLA-4 est une molécule co-

inhibitrice retrouvée à la surface des LT dont elle régule l’activité en interagissant avec B7 

(CD80/86) qui lui est présent sur les cellules présentatrices d’antigènes telles que les cellules 

dendritiques (Figure 13). Le mécanisme inhibiteur repose sur la capacité de CTLA-4 à entrer 

en compétition avec des molécules co-activatrices comme CD28 pour se lier à B7. Un anticorps 

anti-CTLA-4 empêchera l’interaction de CTLA-4 avec B7 et permettra à CD28, sans 

compétiteur, de promouvoir l’activation des LT. Étant fortement exprimé sur les Treg, l’anti-

CTLA-4 peut réduire leur nombre au sein du microenvironnement tumoral (TME) et par 

conséquent diminuer l’immunosuppression et participer à la lever l’anergie des LT.  

Malheureusement, l’utilisation de l’ipilimumab est associée à des effets secondaires 

parfois sévères appelés Immune-Related Adverse Events (IRAEs). Ces effets adverses 

concernent divers organes comme les intestins, le foie, le système nerveux et la peau avec 

notamment l’apparition de maladies auto-immunes comme le vitiligo244.  

Depuis une dizaine d'années, d’autres ICIs ont été proposés et approuvés par la FDA 

(Food and Drug Administration). Il y a par exemple les anticorps dirigés contre PD-1 

(pembrolizumab, nivolumab, dosarlimab et cemiplimab) ou contre son ligand PD-L1 

(atezolizumab, avelumab et durvalumab).  L’activité cytolytique d’un LT est limitée par 

l’interaction PD-1-PD-L1 dans le cas d’un controle de la réponse immunitaire. PD-L1, exprimé 

par les cellules cancéreuses leur permet ainsi d’échapper à l’élimination par les LT (Figure 13). 

Neutraliser l’un ou l’autre des partenaires avec un anticorps permet de surmonter l’inhibition 

et favorise l’établissement d’une réponse immunitaire anti-tumorale plus efficace. 
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Figure 13 : Mode d’action des immunothérapies utilisant les Immune Checkpoint Inhibitors. Dans le microenvironnement 
tumoral, les lymphocytes T effecteurs sont exposés à des signaux inhibiteurs, tant durant la phase d’initiation que lors de la 
phase effectrice. L’inhibition est principalement médiée par l’interaction de CD80/86 (B7) avec CTLA-4, en phase d’initiation 
et par le contact entre PD-1 et son ligand PD-L1 qui est exprimé sur les cellules tumorales, en phase effectrice. Les anticorps 
monoclonaux qui ciblent ces points de contrôle immunitaire agissent en bloquant ces interactions délétères, ce qui permet de 
surmonter l’inhibition exercée et de favoriser l’établissement d’une réponse immunitaire anti-tumorale efficace. 

Aujourd’hui, chez les patients atteints de CBNPC à un stade avancé sans mutation 

driver, les traitements de première ligne combinent chimiothérapie et immunothérapie par 

ICIs. Afin d’adapter au mieux ces traitements, un score appelé « tumor proportion score » 

(TPS) est évalué sur la base du nombre de cellules positives pour un marqueur donné dans la 

tumeur. Ainsi, des études ont montré que lorsque l’expression de PD-L1 était élevée (TP ≥ 

50%), l’utilisation du pembrolizumab en monothérapie conduisait à une amélioration de la 

survie par rapport à la chimiothérapie seule245.  Cependant, pour les cas où l’expression de 

PD-L1 était faible, une combinaison de carboplatine et de pembrolizumab conduisait à une 

amélioration significative de la survie globale, indépendamment du niveau d’expression de 

PD-L1 et avec un taux de survie à 12 mois de 69,2% comparé à 49,4% pour le groupe recevant 

un placebo246.  

Ces observations peuvent s’expliquer par le fait qu’un niveau élevé de PD-L1 est 

associé à une importante présence de lymphocytes infiltrant la tumeur, ce qui favorise une 

meilleure réponse aux traitements. En revanche, en cas de faible infiltration lymphocytaire, 

l’association immunothérapie-chimiothérapie pourrait induire une mort immunogène des 

cellules tumorales, favorisant ainsi la maturation des cellules dendritiques, la présentation 

d’antigènes tumoraux aux lymphocytes en périphérie et l’amorçage d’une réponse adaptative 
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antitumorale. L’introduction du pembrolizumab viendrait alors renforcer cette réponse en 

agissant pour permettre une réponse T effectrice au sein du TME immunosuppresseur.  

Malgré l’efficacité de ces traitements, seulement 15 à 20% des patients y répondent 

efficacement. La majorité de patients développera des résistances qui peuvent être primaires 

ou acquises, ce qui constitue de nouveaux défis pour la prise en charge thérapeutique de leur 

cancer.  

 

THERAPIES ANTI-ANGIOGENIQUES 

Les patients atteints de CBNPC avancé ou métastatique sans mutations ciblables, qui 

deviennent résistants à l’immunothérapie de première intention par ICIs, nécessitent de 

nouvelles options thérapeutiques en deuxième ligne. Les recherches sur l’angiogenèse 

tumorale dans le CBNPC sont moins avancées que dans d'autres cancers, probablement en 

raison de la complexité du système vasculaire pulmonaire. Actuellement, seuls deux agents 

anti-angiogéniques, le nintedanib (inhibiteur de type TKI) et le ramucirumab (anticorps 

monoclonal ciblant le VEGFR2), sont approuvés par la FDA et l'EMA (European Medicines 

Agency) pour le traitement du CBNPC métastatique avec progression de la maladie pendant 

ou après une chimiothérapie à base de platine 247,248. Le bevacizumab, un anticorps 

monoclonal ciblant le VEGF-A, est également indiqué en l'absence d'histologie épidermoïde.  

L’angiogenèse et l’immunosuppression sont des processus étroitement liés avec des 

régulateurs communs. Des stratégies combinatoires ont émergé, notamment l’association 

d’ICIs et de TKI ciblant VEGFR. L’essai clinique IMpower150 a examiné l’efficacité de 

l’association entre l’atezolizumab (anticorps α-PD-L1) et le bevacizumab (anticoprs α-VEGFA) 

chez des patients atteint de CBNPC avancé. L’étude a montré une augmentation des bénéfices 

en termes de survie par rapport à la chimiothérapie seule249. Cette combinaison 

thérapeutique bénéficie actuellement d’une approbation pour le traitement de divers 

cancers, tels que le CBNPC250.  

Dans leur revue, Reck et al. font un état des lieux des résultats prometteurs obtenus 

avec les agents anti-angiogéniques dans les CBNPC et les immunothérapies251. Des études 

relèvent cependant un manque d’effet des anti-angiogéniques dans la survie des patients et 

une résistance observée dans les CBNPC mutés par EGFR-T790M252. L'efficacité restreinte de 
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ces thérapies anti-angiogéniques pourrait être attribuée à l'adoption par la tumeur de 

mécanismes alternatifs d'angiogenèse, dont je parlerai un peu plus loin, dans le chapitre 3. A 

titre d’exemple, dans les échantillons de CBNPC de bas grade, 16 % des cas présentaient des 

mécanismes non angiogéniques prédominants253. Ces mécanismes de résistance ne 

constituent hélas qu'un des nombreux freins rencontrés dans le cadre des traitements du 

cancer des poumons. 

 

RESISTANCES AUX TRAITEMENTS  

Quels que soient les traitements, de nombreux patients font face à des résistances qui 

vont se solder par des rechutes de leur maladie. Les chimio- ou radio-résistances peuvent se 

manifester de différentes manières, en raison de mutations génétiques, de l’environnement 

tumoral ou de mécanismes de défense propres aux cellules cancéreuses. Certains types de 

cellules tumorales possédant des altérations génétiques et épigénétiques avantageuses qui 

peuvent être sélectionnées pendant le traitement, entraînant ainsi une diminution de la 

sensibilité de la tumeur au traitement. Parmi les grands mécanismes de résistance aux 

chimiothérapies, le mieux caractérisé est l'altération de l’afflux ou efflux de médicaments par 

l'intermédiaire des transporteurs ABC à la surface des cellules tumorales qui limite 

l‘accumulation intracellulaire de la drogue et son activité254. En parallèle, les cellules 

tumorales renforcent leurs capacités de réparation de l’ADN pour contrer les dommages 

causés par les agents chimiothérapeutiques. Elles peuvent aussi échapper à la mort cellulaire 

par apoptose en surexprimant des protéines anti-apoptotiques255 ou au travers des capacités 

acquises par les mutations p53256. Ces mécanismes se retrouvent dans la radiorésistance257. 

Les thérapies ciblées se heurtent, elles aussi, à des mutations de résistance acquises, 

comme avec la mutation T790M du gène EGFR retrouvé chez 50 à 60% des patients résistants 

aux TKI de premières générations258. Ces patients peuvent être traités avec un TKI de nouvelle 

génération, l’osimertinib, qui vient se lier au récepteur en formant une liaison covalente ce 

qui améliore l’efficacité de l’inhibiteur. Cependant 10 à 26% des patients également mutés 

EGFRC797S vont présenter une progression du cancer sous osimertinib en deuxième 

intention259. Cet exemple illustre l’adaptation constante nécessaire dans l’utilisation des 

thérapies ciblées pour lutter contre les mutations et mécanismes d'échappement des cellules 

tumorales et développer des stratégies thérapeutiques plus efficaces.    
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En plus des résistances induites par les mutations génétiques, certaines peuvent être 

associées aux caractéristiques du TME. Étant donné que le mode d’action des ICIs repose sur 

le TME, les thérapies ciblées sont parmi celles qui seront les plus influencées par la 

composition cellulaire, moléculaire et les propriétés singulières du microenvironnement. Des 

mécanismes immunosuppresseurs en dehors de la voie ciblée par le traitement peuvent 

empêcher une réponse immunitaire antitumorale efficace malgré la présence ou le 

recrutement de LT antitumoraux260. Les tumeurs “froides” sont caractérisées par une faible 

expression de PD-L1 et de CMH-I, ainsi qu’une infiltration ténue des TILs. Bien que les LT 

puissent être présents, ils sont souvent limités en périphérie en raison d’une matrice 

extracellulaire trop dense. Ce type de tumeur a tendance à être peu réactive aux ICIs en raison 

de leur faible immunogénicité intrinsèque261.  

En opposition, les tumeurs dites “chaudes” répondent favorablement aux 

immunothérapies en raison d’un environnement propice à l’activité immunitaire, caractérisé 

par une infiltration significative de TILs, une forte expression de PD-L1 et un niveau élevé 

d’IFN-γ262. D’autres facteurs tels que la charge mutationnelle tumorale et l’instabilité 

microsatellite sont également de puissants biomarqueurs de la réponse aux ICIs. Prédire la 

réponse aux immunothérapies en fonction des caractéristiques des tumeurs peut améliorer 

le pronostic de survie en personnalisant davantage les stratégies thérapeutiques. C’est dans 

ce but qu’est né le concept d’immunoscore. Cet outil permet de quantifier et de caractériser 

les LT dans la tumeur, en se basant principalement sur l’expression des marqueurs CD3 et CD8 

dans deux régions tumorales (centre et périphérie).  

L’immunoscore permet une classification des patients en fonction de l’infiltration 

lymphocytaire ainsi qu’une indication sur leur capacité de réponse aux immunothérapies. 

Ainsi, la faible infiltration de cellules effectrices comme les cellules T CD8 et les NK et la forte 

présence de cellules immunosuppressives comme les Treg et les Myeloid-derived suppressor 

cell (MDSCs) représentent des mécanismes de résistance aux ICIs263–265. L’immunoscore a 

notamment montré une efficacité de prédiction dans le CBNPC où les patients avec un faible 

immunoscore ont présenté une progression de la maladie en moins de 18 mois, tandis que 

ceux avec un immunoscore élevé ont progressé sur une période de 36 mois266.  
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Des caractéristiques intrinsèques aux cellules tumorales peuvent aussi être 

responsables d’une faible réponse aux ICIs. Parmi ces caractéristiques, une diminution de 

l’expression267 ou une perte d’hétérogénéité du CMH-I ou de ses composants268 est associée 

à une faible présentation d’antigènes tumoraux et donc une mauvaise activation du SI. Les 

cellules tumorales expriment à leur surface d’autres protéines immunosuppressives comme 

TIM-3269 ou LAG-3270 suffisantes pour bloquer la levée de l’inhibition des ICIs administrés en 

monothérapie. Des études se sont alors intéressées à l’effet que produirait l’utilisation 

combinée d’agents destinés à bloquer l’axe PD-1/PD-L1 et LAG3 co-exprimés sur les TIL. Ces 

combinaisons ont montré une augmentation de la survie et l’élimination de plusieurs tumeurs 

chez la souris271. 

Parmi d’autres mécanismes initiateurs de résistances aux ICIs, la piste d’un défaut de 

LT mémoire antitumoraux a été envisagée. Ainsi, chez des patients traités pour un mélanome 

et répondant au pembrolizumab, les CD8+/CD4+ mémoires étaient majoritairement retrouvés 

tandis que chez les patients non répondeurs, cette population était diminuée272. 

La diversité des mécanismes de résistances aux immunothérapies souligne la nécessité 

d’explorer de nouvelles stratégies exploitant les interactions singulières au sein du TME. En 

effet, au-delà des cellules immunitaires et tumorales, les fibroblastes et les ECs contribuent 

aux caractéristiques du TME. Comprendre quels sont les rôles et impacts de chacun de ces 

acteurs dans la réponse immunitaire antitumorale pourrait permettre de développer des 

approches thérapeutiques plus efficaces et personnalisées. Il est donc primordial d’étudier la 

dynamique précise de ces interactions au sein du TME pour contourner les résistances aux 

traitements et potentiellement améliorer les résultats cliniques. 
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ENDOTHELIUM ET MICROENVIRONNEMENT TUMORAL 

Notre compréhension du cancer a considérablement évolué au cours des dernières 

décennies. Au-delà de causes génétiques, il faut considérer la pathogenèse tumorale comme 

reposant sur un écosystème diversifié où les cellules tumorales interagissent étroitement avec 

un microenvironnement tumoral (TME) de composition moléculaire et cellulaire complexe. 

Autrefois considérées comme de simples spectatrices, les cellules du TME jouent en fait une 

partition qui influence directement l’initiation et la progression tumorale ainsi que les 

réponses aux traitements. Ce changement de paradigme a poussé les chercheurs à élargir leur 

champ d'investigation, au-delà des seules cellules tumorales, en mettant particulièrement en 

lumière les interactions et signalisations qui vont piloter le système immunitaire au sein du 

TME273,274. D'un point de vue clinique, une compréhension approfondie des propriétés 

structurales et fonctionnelles du TME est essentielle car de nombreuses nouvelles stratégies 

thérapeutiques, telles que les immunothérapies et les traitements anti-angiogéniques, ciblent 

l'évasion immunitaire et la néo-angiogenèse tumorale. Cette troisième partie introductive de 

ma thèse a pour but de faire un état des lieux des connaissances sur les différents composants 

du TME, avec un intérêt particulier pour le compartiment vasculaire et son rôle dans le 

développement tumoral. 

MICROENVIRONNEMENT TUMORAL ET ECHAPPEMENT IMMUNITAIRE  

L’importance du système immunitaire dans la lutte contre le développement du cancer 

a été mise en évidence chez les personnes immunodéprimées. L’immunodéficience associée 

à l’infection par le VIH entraîne une incidence accrue du risque de développer certains types 

de cancers. Sans traitement, les personnes séropositives présentent des risques jusqu’à 2800 

fois plus élevés de développer un sarcome de Kaposi, 10 fois plus élevés pour le lymphome 

non hodgkinien et 3 fois plus élevés pour le cancer du col de l’utérus par rapport à la 

population générale275. Au cours de la physiopathologie infectieuse produite par le VIH, la 

disparition de la  population de LT CD4+ contribue au déclin progressif de la compétence 

immunitaire qui pourrait contrôler les cellules cancéreuses276. En parallèle, il a été démontré 

que des LT spécifiques de néoantigènes exprimés par les cellules tumorales peuvent être 

identifiés au sein d’une tumeur277. Ces observations corroborent l'idée que les cellules 

immunitaires adaptatives sont équipées pour éliminer les cellules tumorales au même titre 
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que des cellules infectées ou altérées par le stress. Le concept d'immunosurveillance a ainsi 

émergé, postulant que les cellules immunitaires participent activement à la reconnaissance et 

à l'élimination des cellules tumorales dès leur émergence.  

Toutefois, cette immunosurveillance ne semblant pas toujours réussir à prévenir 

l’émergence et le développement du cancer chez les individus immunocompétents, les 

mécanismes permettant aux cellules tumorales de se soustraire à la pression immunitaire ont 

été recherchés. Le modèle de l'immunoédition, développé par R. Schreiber, redéfinit la théorie 

traditionnelle de l'immunosurveillance en introduisant une dynamique en trois phases (ou 

modèles des trois E) : élimination, équilibre et échappement278 et Figure 14.  

 

Figure 14 : La théorie de l’immunoédition. Lors de l’initiation du cancer, les cellules sous l'influence de facteurs oncogènes 
subissent une transformation en cellules malignes (1). Cette transformation ne reste pas invisible à la surveillance du système 
immunitaire qui attaque et détruit les cellules tumorales anormales, c’est la phase d’élimination (2). Cependant un défaut 
d’équilibre dans les facteurs environnementaux provoque une sélection de certaines cellules malignes qui échappent à 
l'éradication induisant une dormance tumorale sous la pression immunitaire. C’’est la phase d’équilibre (3). Puis vient la phase 
d’échappement (4) au cours de laquelle les cellules tumorales, par l’intermédiaire de mécanismes immunosuppressifs, 
aveuglent le système immunitaire dont la dysfonction  favorise la prolifération incontrôlée et la progression du cancer. 

La phase d'élimination est marquée par la reconnaissance et la destruction des cellules 

tumorales par les effecteurs de l'immunité innée et adaptative. Une phase dite d'équilibre se 

met en place lorsque certaines cellules malignes parviennent à échapper à la phase initiale 

d’élimination. La phase d’équilibre est marquée par la présence de cellules tumorales 

résiduelles, maintenues dans un état dormant sous l'influence de la pression immunitaire qui 

ne permet cependant pas leur éradication complète. Cette pression de sélection immunitaire 

favorise l'émergence de clones tumoraux dotés de capacités d’évasion immunitaire et conduit 

finalement à la phase d’échappement, durant laquelle les cellules tumorales acquièrent des 
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attributs les rendant indétectables par le système immunitaire279. Le phénomène 

d’échappement ne s’ancre pas uniquement dans les caractéristiques intrinsèques des cellules 

tumorales, mais repose sur plusieurs éléments du TME qui contribuent à 

l’immunosuppression. Je détaillerai ci-dessous la composition du TME et les mécanismes 

d’immunosuppression associés avant de me focaliser sur le rôle plus particulier que les ECs 

jouent au sein du TME dans la partie B. 

 

COMPOSITION ET HETEROGENEITE DU MICROENVIRONNEMENT TUMORAL   

La composition et les fonctions du TME sont hautement hétérogènes et varient d'un 

patient à l'autre, même pour des types de cancers identiques280–282. Cette diversité est 

influencée par de nombreux facteurs, tels que l'organe d'origine de la tumeur, les 

caractéristiques intrinsèques des cellules cancéreuses, le stade tumoral et des spécificités liées 

au patient. Les cellules qui composent le TME génèrent un véritable écosystème dans lequel 

elles peuvent adopter des rôles à la fois antitumoraux et protumoraux, déterminés par les 

signaux sécrétés et les contacts cellulaires auxquels ces cellules sont exposées. La figure 14 

détaille la composition cellulaire d’une tumeur vascularisée et de son TME. Il faut rappeler 

que cette composition peut être différente selon que l’on s’intéresse au cœur de la tumeur 

ou à la périphérie du stroma, confirmant une organisation complexe et peut être sectorisée 

du TME. Appréhender cette complexité est devenu indispensable pour développer des 

stratégies thérapeutiques qui, en ciblant le microenvironnement et ses singularités, doivent 

pouvoir améliorer les réponses aux traitements de première ligne.  

Les principaux composants du TME sont les cellules cancéreuses, qui sont les entités 

malignes à l'origine de la progression de la tumeur. La tumeur se développe cependant dans 

un stroma qui va constituer un écosystème dans lequel évoluent des cellules non cancéreuses 

telles que les cellules immunitaires innées et adaptatives, les fibroblastes associés au cancer 

(CAF) et les ECs de la vascularisation tumorale. Ensemble, ces éléments coexistent et 

interagissent au sein d'une matrice extracellulaire (MEC) profondément remodelée, créant un 

environnement propice à la progression tumorale. 
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Figure 15 : Composition du microenvironnement tumoral. Le TME est un écosystème complexe et dynamique d’une tumeur. 
Il est composé de divers acteurs cellulaires et non cellulaires présents dans le noyau stromal de la tumeur et sa périphérie. 
Sous l’influence de nombreux signaux sécrétés, les cellules présentes ou recrutées sont modifiées et soutiennent la progression 
tumorale. Le TME est également impliqué dans la formation de métastase et la réponse aux traitements. Adapté de la thèse 
de Camille Chatelain, 2023. Réalisé avec Biorender. 

 

Cellules stromales et matrices extracellulaires 

 

Les fibroblastes :  

Les fibroblastes, cellules résidentes des tissus conjonctifs, en charge de la synthèse et 

de la structuration des MEC deviennent des composants clés du stroma tumoral où ils 

subissent une reprogrammation en fibroblastes associés au cancer (CAF). Les CAF sont 

caractérisés par une expression accrue de marqueurs tels que l’actine alpha du muscle lisse 

(α-SMA), la protéine d’activation des fibroblastes (FAP), la protéine spécifique des fibroblastes 

1 (FSP1), le récepteur PDGFR-α/β et la vimentine283.  

Leur phénotype est acquis suite à l'exposition au TGF-β, à l’epidermal growth factor 

(EGF), au platelet derived growth factor (PDGF) et à l’environnement hypoxique induit par les 

cellules tumorales284. Les CAFs peuvent être originaires de la transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT) des cellules épithéliales et ou EndMT des ECs sous l’influence du 
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TGF-β285. Les CAFs peuvent également évoluer à partir de la transdifférenciation des 

adipocytes ou des péricytes, ce qui conduit à la régulation positive des gènes engagés dans la 

lignée mésenchymateuse, tels que RUNX2 et PPARγ286. 

Il existe plusieurs sous-types de CAFs fonctionnellement distincts qui exercent des 

fonctions variées et souvent opposées au sein de l'environnement tumoral. A titre d’exemple, 

un sous-type de CAF caractérisé dans le cancer du sein et défini comme S1-myCAF participe à 

l’environnement immunosuppresseur en retenant les Treg FoxP3+ dans le TME287. Les CAF 

reprogrammés participent activement à la synthèse et au remodelage de la MEC et 

contribuent aux particularités du TME. Le remodelage modifie notamment les propriétés 

mécaniques de la MEC288 ce qui impacte le comportement des cellules cancéreuses et des 

cellules immunitaires.  

Les CAFs agissent sur les processus d'angiogenèse tumorale et sont promoteurs 

d'invasion tissulaire en favorisant la transition épithéliomésenchymateuse (EMT) des cellules 

cancéreuses via la sécrétion de facteurs tels que le TGFß, l'EGF et le VEGF-A. Ils génèrent un 

microenvironnement immunosuppresseur en recrutant des cellules pro-tumorales telles que 

les MDSC ou les Treg qui vont faciliter l'évasion immunitaire289–291. Ils ont la faculté d'orienter 

le phénotype des cellules recrutées dans les tumeurs, comme les macrophages, neutrophiles 

et cellules dendritiques qui deviennent principalement de type M2-like, N2-like (neutrophiles) 

ou DCreg291. Par le biais de signaux sécrétés, les CAFs sont également décrits comme capables 

d’atténuer les activités anti-tumorales, notamment la présentation antigénique par les DC, la 

phagocytose opérée par les macrophages, ainsi que la cytotoxicité des cellules NK et des 

lymphocytes CD8+ 291. 

Dans le CBNPC, les CAFs ont leur propre singularité répertoriée dans la revue de Wong 

et al.292 et dont l’hétérogénéité a été mise en avant dans une étude publiée en mars 2024 

dans le journal Cancer Cell293. 

Les péricytes :  

Comme l’indique le schéma de la figure 15, l’écosystème généré dans le TME implique 

la vascularisation tumorale et la présence, entre autres, de péricytes qui entourent les 

vaisseaux sanguins et régulent leur perméabilité. Le TME semble influencer le comportement 

des péricytes, les rendant susceptibles à des transformations malignes. L'altération des 
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péricytes promeut la formation de vaisseaux sanguins immatures et conduit à une 

perméabilité accrue qui favorise l'infiltration tumorale. Ces péricytes facilitent également 

l'angiogenèse tumorale294 et dans certains cas, leurs interactions étroites avec les ECs 

permettent de former un bouclier protecteur pour les cellules tumorales, en les protégeant 

des traitements et de la surveillance immunitaire295. De plus, ces péricytes favorisent l'évasion 

immunitaire en induisant la polarisation des macrophages en type M2 like ce qui promeut la 

tolérance immunitaire et l'angiogenèse, aggravant ainsi la progression tumorale296.  

La matrice extracellulaire : 

La matrice extracellulaire (MEC) constitue le composant non cellulaire du TME. Il s’agit 

d’un réseau dynamique de protéines fibreuses comprenant du collagène, des glycoprotéines 

et protéoglycanes produits principalement par les CAFs sous l'influence du TGFβ297. La matrice 

est continuellement remodelée par des protéases tumorales, modifiant sa composition selon 

le type et le stade de la tumeur. De même, les CAFs réorganisent les fibres de collagène et de 

fibronectine, rendant la MEC plus rigide ce qui facilite la migration des cellules tumorales298. 

Cette rigidité accrue de la MEC (1,5 fois supérieure à celle des tissus sains)288, renforce 

l’adhésion des cellules tumorales via des récepteurs comme les intégrines et CD44299. Ces 

caractéristiques semblent de plus favoriser la prolifération, la survie et l'invasivité des cellules 

tumorales tout en limitant l’efficacité des traitements300. Une MEC dense et rigide favoriserait 

également un environnement immunosuppressif, en réduisant l’accessibilité à la tumeur ainsi 

que l’activité des lymphocytes T, en augmentant l’expression de PD-L1 dans le cancer du 

poumon301, et en altérant la fonction des cellules dendritiques302. De plus, la MEC impacte la 

communication cellulaire en servant de réservoir pour les molécules sécrétées. 

Sécrétome, vésicules extracellulaires et communication intercellulaire 

Outre les communications par contact direct, les communications intercellulaires au 

sein du TME reposent sur de la signalisation paracrine et au moyen de vésicules 

extracellulaires (EVs). La signalisation paracrine concerne la libération et la réception de 

signaux de type cytokines, chimiokines, facteurs de croissance et protéases. Ces molécules 

sont sécrétées en réponse aux caractéristiques du cancer et aux stress cellulaires puis elles 

agissent directement sur les cellules cibles ou modifient la MEC pour influencer le TME. À titre 

d’exemple, dans le cadre de l'adénocarcinome, la libération de CCL9 et d’IL-23 engendre un 
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TME protumoral caractérisé par des propriétés inflammatoires, angiogéniques et 

immunosuppressives303. 

Les EVs jouent également un rôle décisif dans les voies de communication en 

transportant de multiples médiateurs de façon non conventionnelle ainsi que des acides 

nucléiques, des protéines et des lipides vers d’autres cellules et en modifiant l’environnement 

local et même des sites distants304,305. Les EVs sont classées selon leurs voies de biogenèse et 

leurs tailles en microvésicules et petites vésicules extracellulaires (sEVs) aussi appelées 

exosomes306. Les sEVs, mesurent entre 40 et 160 nm de diamètre et elles sont produites dans 

les corps multivésiculaires (MVBs) par invagination de la membrane des endosomes, avant 

d'être libérés par exocytose dans le milieu extracellulaire.  

La production et le contenu des exosomes peuvent varier en fonction de divers stress 

ou modifications dans le microenvironnement, influençant ainsi les réponses cellulaires et 

stimulant l'immunité. En effet, les sEVs transportent des biomolécules spécifiques de leur 

cellule d’origine, y compris des molécules du CMH, ce qui  leurs confère des fonctions 

immunorégulatrices307. Par exemple, des travaux de notre équipe ont montré que les sEVs du 

mélanome peuvent diminuer les capacités cytotoxiques des LT CD8+ 308, mais aussi 

reprogrammer les progéniteurs de la moelle osseuse et favoriser les processus 

métastatiques309. Des EVs exprimant PD-L1 peuvent inhiber l’activation des LT, contribuer à la 

progression tumorale et à la résistance aux traitements310,311. Les EVs favorisent un 

environnement immunosuppresseur au sein du TME et participent à la progression du cancer 

et à la formation de métastases312,313. 

Les EVs sont également étudiés pour leur potentiel rôle de biomarqueurs dosable dans 

le sang circulant. Dans le CBNPC, des travaux effectués par Vetsika et al., ont révélé qu’une 

augmentation des EVs circulants dans le sang de patients de haut grade était associée à des 

niveaux accrus de CTLA4, PD-L1 et FAS-L. De surcroît, une meilleure réponse à la 

chimiothérapie a été observée chez les patients avec un faible niveau d’EVs plasmatiques314.  

De leur côté Brocco et al., ont mis l’accent sur les EVs produits par l’endothélium, en 

se concentrant sur les EVs CD31+ et ont montré que leur présence était augmentée dans la 

plupart des cancers dont le CBNPC. De plus, une analyse comparative des cargaisons de 

protéines des EVs entre les patients répondant à l’immunothérapie et ceux subissant une 
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progression tumorales pendant le traitement a identifié un ensemble de 10 protéines, telles 

que l’annexine A2 et S100A9, exclusivement présentes que dans les EVs des patients 

répondeurs315. En somme, l’étude des EVs soulignent leur potentiel en tant que biomarqueurs 

non invasif, offrant des perspectives prometteuses pour le diagnostic et la personnalisation 

des traitements en cancérologie.  

Il me faut souligner que la compréhension des fonctions de la communication 

intercellulaire par sEVs dans plusieurs types de pathologies allant des maladies infectieuses 

au cancer, ou leur utilisation comme systèmes de vectorisation, par exemple d'antigènes en 

vaccinologie, suscite un intérêt croissant depuis une grosse dizaine d’années. A ce titre, j’ai eu 

l’opportunité de participer à la rédaction d’une revue de la littérature sur ces vésicules et leur 

intérêt comme biomarqueurs et comme stratégies vaccinales316. Cette revue est jointe en 

annexe. 

 

Les cellules de l’immunité innée 

L’environnement inflammatoire du TME, caractérisé par une hypoxie sévère et une 

dégradation tissulaire liée à la croissance tumorale317, favorise le recrutement et la 

polarisation de divers types de cellules de l’immunité innée au sein de la tumeur. Parmi elles, 

des monocytes circulants, des macrophages, des DC, des neutrophiles318, des mastocytes, des 

éosinophiles319,320, des NK et des LTγδ. Sous l’influence de facteurs particuliers du 

microenvironnement, ces cellules immunitaires subissent des processus de différenciation et 

de maturation, généralement en faveur de la progression tumorale. Par exemple, les 

neutrophiles, en association avec les monocytes immatures, donnent naissance à une sous-

population de cellules myéloïdes, les MDSC reconnues pour leurs propriétés 

immunosuppressives321.  

La présence persistante de ces cellules dans le TME est associée à un pronostic 

défavorable pour la survie des patients. Les monocytes recrutés peuvent également se 

polariser en macrophages associé aux tumeurs (TAM) qui représentent la population cellulaire 

immunitaire la plus abondante dans le TME de la majorité des cancers. Au cours de ma thèse, 

j'ai exploré la polarisation des macrophages dans des conditions spécifiques de coculture. 

C'est pourquoi cette introduction se concentre exclusivement sur les TAM. Le concept de 

polarisation des macrophages a été introduit afin de différencier les divers états fonctionnels 
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de ces cellules. Il est essentiel de préciser que cette notion ne fait pas référence à des sous-

types de macrophages distincts, mais plutôt à une simplification des différents états du 

macrophage et de sa plasticité, en réponse aux variations du microenvironnement tissulaire. 

 

Les Macrophages associés au cancer :  

Les TAM sont principalement dérivés de la différenciation de monocytes sanguins, bien 

qu’une part provienne de macrophages résidants du tissu322–324. Ce processus de recrutement 

et d’activation des monocytes au sein du TME est médié par plusieurs facteurs, notamment le 

macrophage colony-stimulating factor (M-CSF), la CCL2, le VEGF, le TNF-α et la sémaphorine 

3A325. Leur expression au sein de la tumeur est généralement corrélée à un pronostic 

défavorable et à une réponse thérapeutique limitée324–326. Des études ont montré que la 

déplétion, l’inhibition ou la reprogrammation des TAM dans des modèles murins peut ralentir 

la progression de divers cancers et optimiser l’efficacité de plusieurs traitements tels que les 

chimiothérapies ou les immunothérapies ICIs327–329. 

Les TAM se composent de diverses sous-populations hétérogènes, qui ont longtemps 

été définies comme les phénotypes anti-tumoraux M1-like et pro-tumoraux M2-like (Figure 

16). Ces derniers sont majoritairement présents dans le TME et influencent des processus 

pathologiques tels que l’angiogenèse, l’immunosuppression et la dissémination métastatique, 

ce qui fait des TAM et de leurs activités un axe de recherche majeur en oncologie. Les TAM 

M2-like sont caractérisés par l’expression des récepteurs CD68, CD163, CD206 (aussi appelé 

MRC1) et CD209325,330,331. Ils présentent une activité arginase élevée ainsi qu’une sécrétion 

marquée de cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGF-β qui inhibent la réponse 

lymphocytaire T CD8. A l’inverse, les TAM M1-like se caractérisent par l’expression des 

récepteurs CD68, CD80, CD86, du CMH-II, par la production élevée d’iNOS, un précurseur de 

la nitric oxide synthase (NOS), et par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que 

l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-12, l’IL-23 et le TNF-α325,330,331. La sécrétion d’IL-12 favorise notamment le 

développement de la réponse lymphocytaire Th1 et cytotoxique332. Il est essentiel de 

souligner que cette typologie est imparfaite et que les macrophages ne se limitent pas à une 

simple classification M1/M2333. Certains TAM ont même montré une capacité à exprimer à la 

fois des marqueurs de type M1 comme de type M2334–336.  
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Un sous-ensemble distinct de TAM réside dans la niche périvasculaire et participe 

activement au modelage du TME. Ces TAM périvasculaires constituent une population 

hétérogène qui favorise la progression du cancer. Cependant, notre compréhension de ce 

sous-ensemble, ainsi que son développement et ses fonctions restent incomplets. Les 

premières études ont défini que ces cellules expriment fortement le récepteur TIE2 et 

contribuent au processus d’angiogenèse tumorale337. Ces TAMs s'accumulent autour des 

vaisseaux sanguins tumoraux et expriment des niveaux élevés de gènes proangiogéniques, 

tels que Mmp9, Vegfa et Cxcl12338. Leur proximité avec les vaisseaux sanguins permet un 

dialogue avec les ECs. Ainsi, la molécule ANGPT2, produite par les ECs activées, stimule les 

macrophages TIE2 pour réguler à la hausse l'IL-10 immunosuppressive339.  

Des études plus récentes identifiant un type de TAM exprimant le récepteur 

endothélial de l’hyaluronane (LYVE-1), impliqué dans les mécanismes d’immunosuppression. 

En effet, après déplétion de cette population grâce à des modèles de souris génétiquement 

modifiées, une augmentation du recrutement des lymphocytes T CD8 dans la tumeur et une 

meilleure réponse à la chimiothérapie ont été observées340. 

Il existe un manque de standardisation dans les approches et les méthodes employées 

dans l’étude des macrophages par les différentes équipes de recherche. Par exemple, 

Mantovani et al. ont proposé une classification en subdivisant les macrophages M2 en M2a, 

M2b et M2c, en fonction des stimuli spécifiques tels que l’IL-4/IL-13, les complexes 

immunitaires et le récepteur des LPS/IL-1 et IL-10, respectivement341. Les macrophages M2a 

et M2b jouent un rôle clé dans l’immunomodulation et favorisent l’activation des cellules Th2, 

tandis que les M2c sont davantage impliqués dans la suppression des réponses immunitaires 

et le remodelage tissulaire. En outre, le concept des macrophages M2d (souvent appelés TAM) 

a été introduit, désignant des macrophages activés par les récepteurs de type Toll qui 

expriment le VEGF et l’IL-10342,343.  

Cependant, de nombreux types de macrophages moins conventionnels manquent à 

cette classification. Au sein de notre équipe, nous avons démontré que les macrophages de 

type M2-like associés au mésothéliome pleural malin (MPM) peuvent être induits par la 

stimulation avec du M-CSF344,345. En conséquence, pour nos contrôles de polarisation, nous 

traitons nos monocytes avec du GM-CSF ou du M-CSF afin de générer des macrophages de 

type M1-like ou M2-like, respectivement. 
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Figure 16 : Gradient de polarisation des Macrophages Associés aux Tumeurs (TAM) : De l'activité cytotoxique à la 
promotion tumorale. Les TAMs se composent de sous-populations hétérogènes, allant d'un phénotype M1-like anti-tumoral 
à un phénotype M2-like pro-tumoral. Les macrophages M1-like exercent une activité cytotoxique contre la tumeur, bien que 
leur contribution à une inflammation excessive puisse parfois favoriser la progression tumorale. À l'inverse, les M2-like 
facilitent l'évasion tumorale en renforçant l'immunosuppression, l'angiogenèse et la formation de métastases, leur présence 
étant souvent corrélée à un pronostic défavorable.  

Il existe une diversité de sous-types de macrophages, non seulement d’un type de 

tumeur à l’autre, mais également au sein d'une même tumeur. L’utilisation de la 

transcriptomique en cellule unique a permis d’explorer cette hétérogénéité tant 

intertumorale que intratumorale346,347. En s'appuyant sur les résultats de multiples études 

transcriptomiques, Ma et al. ont élaboré une classification plus nuancée des TAM348. Cette 

classification repose sur l'analyse de l'expression génique et des voies de signalisation 

enrichies des différents macrophages dans le contexte tumoral.  

Leur travaux ont permis l’identification de sept sous-types distincts, définis en fonction 

de leurs fonctions présumées : interferon-primed TAM (IFN-TAM), immune regulatory TAM 

(Reg-TAM), inflammatory cytokine enriched TAM (Inflam-TAM), lipid-associated TAM (LA-

TAM), pro-angiogenic TAM (Angio-TAM), resident tissue macrophages-like TAM (RTM-TAM) 

et proliferating TAM (Prolif-TAM). 
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Les TAM dans le CBNPC :  

Dans les cancers pulmonaires, des études histologiques de CBNPC chez la souris ont 

révélé que les macrophages alvéolaires restent localisés dans l’espace alvéolaire sain, évitant 

les nodules tumoraux349. Ces macrophages seraient donc éliminés progressivement durant 

l’expansion tumorale, ou subiraient une conversion phénotypique complète. Le rôle 

pro/antitumoral des macrophages alvéolaires suscite un débat, car ils sont associés à la fois à 

la promotion et à l'inhibition des tumeurs pulmonaires. Néanmoins, un consensus émerge, 

suggérant que les macrophages alvéolaires tendent à exercer un effet pro-tumoral plus 

marqué. Bien que des macrophages issues de CBNPC, lors d’une activation par IFN-γ ou le GM-

CSF, vont produire de l'IL-6, de l'IL-1β et du TNF-α qui contribuent à la régression tumorale350, 

un nombre important de données suggère que les capacités anti-tumorales des macrophages 

alvéolaires (phagocytose et sécrétion de cytokine pro-inflammatoire), diminuent au cours du 

développement tumoral. Cette perte de fonction les implique dans l’immunité 

dysfonctionnelle d’un TME immunosuppresseur351. 

En parallèle, les macrophages résidents interstitiels se joignent aux macrophages 

dérivés de monocytes pour constituer le réservoir TAM dans les cancers pulmonaires, 

participant au remodelage tumoral et à sa dissémination. Des études complémentaires ont 

montré que durant la progression tumorale dans des modèles murins de  CBNPC et chez 

l’homme, les macrophages résidents se relocalisent au pourtours du TME, qui devient 

progressivement dominé par les macrophages recrutés352.  

Toutefois, les signaux exacts déterminant les modifications des macrophages 

pulmonaires dans le TME restent énigmatiques même si l’IL-9, produite par les lymphocytes T 

CD4, semble promouvoir l'expansion des macrophages interstitiels dans les modèles de 

tumeur pulmonaire353. La perspective de pouvoir agir sur la modulation du comportement des 

TAM dans le cancer demeure une tâche complexe, en raison d'une compréhension incomplète 

de la diversité moléculaire et fonctionnelle au sein du compartiment macrophagique tumoral. 
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Les cellules de l’immunité adaptative 

Les premières études cliniques ont révélé que les lymphocytes infiltrant les tumeurs 

(TIL) jouent un rôle déterminant dans l’évolution de divers cancers354–356. Dans le contexte du 

CBNPC, il a été observé que 80% des TIL sont des LT357. Accompagnés par les cellules 

immunitaires innées, les lymphocytes naïfs et mémoire, ainsi que les lymphocytes B et divers 

sous-types de lymphocytes T effecteurs (y compris les cellules T auxiliaires Th1, Th2 et Th17, 

les Treg et les LT cytotoxiques) peuvent être identifiés dans le noyau tumoral ou dans le stroma 

tumoral adjacent. La nature, la densité et le positionnement des cellules immunitaires, ainsi 

que l’orientation fonctionnelle des différentes populations, affectent significativement la 

progression tumorale et la réponse aux traitements.  

Les TLS, que nous avons évoquées dans le chapitre 1 de cette introduction, favorisent 

l’interaction entre les cellules immunitaires innées et adaptatives afin d’induire une réponse 

antitumorale. Leur présence constitue généralement un indicateur de bon pronostic. Les TILs 

dérivés de la circulation périphérique sont recrutés vers le TME par des chimiokines telles que 

CXCL9 et CXCL10, produites par les cellules de l'immunité innée, ce qui leur permet de 

pénétrer dans le TME358.  

Au sein de cet environnement, les LT CD8+, qui représentent les principaux effecteurs 

de la réponse antitumorale, détectent des antigènes spécifiques, appelés antigènes associés 

aux tumeurs (TAA) et qui sont présentés par les CPA359. Ils exercent alors une activité de lyse 

cytotoxique anti-tumorale par la libération de perforine et de granzyme B, ou provoquent 

l'apoptose des cellules tumorales via des interactions médiées par la voie Fas/FasL ou le ligand 

TRAIL (Figure 17). 

L'activité des lymphocytes T cytotoxiques est modulée par la présence de 

macrophages pro-inflammatoires au sein du TME et par celle de LT auxiliaires qui sécrètent 

des cytokines telles que l'IL-2, l'IL-12 et l'IFNγ360. Les LT CD4+ de type Th1, souvent considérés 

comme ayant un rôle antitumoral, favorisent la maturation des DC par le biais de la voie 

CD40/CD40L, assurant ainsi une costimulation essentielle pour l'activation des LT CD8+ 361 

(Figure 17).  
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Bien que présents en faible quantité dans les tumeurs, les LB contribuent également à 

l'induction d'une réponse immunitaire antitumorale. Situés généralement dans les TLS 

adjacents ou à la périphérie de la tumeur, ils renforcent la réponse adaptative grâce à leurs 

aptitudes de CPA et en sécrétant des cytokines. En complément, ils amplifient l'action des 

cellules innées par la production d'anticorps, lesquels activent les récepteurs Fc sur les cellules 

phagocytaires ce qui favorise la phagocytose des corps apoptotiques tumoraux362.  

 

Figure 17 : Réponse immunitaire anti-tumorale. Les cellules impliquées dans la réponse innée constituent les premières 
populations cellulaires mobilisées lors de l'oncogenèse. La libération de cytokines pro-inflammatoires favorise la maturation 
des cellules présentatrices d'antigènes, lesquelles participent activement au recrutement et à l'activation des lymphocytes T. 
Les effecteurs immunitaires exercent leur activité en phagocytant les cellules tumorales, en sécrétant des granules 
cytotoxiques, ou encore en exprimant des ligands tels que le ligand de Fas (FasL) et le tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL), qui sont des inducteurs d'apoptose. Adapté de la thèse de Ugo Hirigoyen, 2023.  

Cependant, l’efficacité de la réponse adaptative anti-tumorale peut être entravée par 

des mécanismes d'immunosuppression liés au microenvironnement tumoral, parmi lesquels 

la présence de cellules suppressives et de cytokines immunomodulatrices. 
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ÉCHAPPEMENT IMMUNITAIRE ET PROGRESSION TUMORALE 

Le système immunitaire exerce une fonction ambivalente dans le développement 

tumoral, car il peut à la fois inhiber la progression du cancer en éliminant les cellules tumorales 

et, paradoxalement, promouvoir la croissance tumorale en favorisant la survie des cellules 

cancéreuses ayant développé des mécanismes d’évasion. Lors de la phase d’élimination, des 

sous-populations de cellules tumorales de faible immunogénicité sont sélectionnées, 

devenant en quelque sorte invisibles pour les cellules immunitaires.  

Ce phénomène, connu sous le nom d'immunosélection, englobe divers mécanismes 

intrinsèques des cellules tumorales visant à contourner la surveillance immunitaire. Les  

caractéristiques associées à ce processus incluent une faible charge mutationnelle (TMB), 

entraînant une réduction de l’expression de néoantigènes pouvant être présentés aux cellules 

immunitaires, ainsi qu’une diminution ou une perte de l’expression de certaines molécules du 

CMH de classe I, observée dans 20 à 60% des tumeurs solides. De plus, certaines cellules 

tumorales peuvent présenter une surexpression de protéines anti-apoptotiques, telles que 

Bcl-xl (B cell lymphoma extra large), les rendant moins sensibles à la lyse cytotoxique induite 

par les lymphocytes T CD8+ effecteurs. 

Le second mécanisme d'évasion tumorale, désigné sous le terme 

d'immunosubversion, implique des stratégies déployées au sein du TME pour inhiber 

activement la réponse immunitaire antitumorale. En plus de l'exclusion des cellules 

immunitaires du site tumoral, l'immunosubversion se manifeste également par le 

recrutement ou l’induction de cellules immunitaires ayant des propriétés anti-inflammatoires. 

Les cellules tumorales ont la capacité de sécréter des molécules immunosuppressives, telles 

que le TGFβ et l'IL-10, favorisant l'activation et le recrutement de Treg, de MDSC et de TAM 

de type M2-like qui amplifieront l’immunosuppression363.  

Comme évoqué précédemment, ces cellules renforcent l'environnement 

immunosuppresseur en produisant des cytokines qui induisent la tolérance des DC et inhibent 

l'activation des LT CD8+ cytotoxiques364. Les MDSC synthétisent l'oxyde nitrique synthase 

inductible (iNOS) ce qui entraîne la production d'oxyde nitrique (NO) connu pour perturber la 

signalisation du TCR et induire l'apoptose des LT CD8+364. Parallèlement, les TAM expriment 

l'indole-amine 2,3-dioxygénase (IDO) et l’arginase 1 (ARG1), ce qui réduit la disponibilité du 
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tryptophane et de l’arginine, nécessaire à la prolifération des LT365. Ils sont également 

responsables de la production de nombreuses espèces activées de l’oxygène (ROS) qui 

entravent la capacité du système immunitaire à éliminer efficacement les cellules 

cancéreuses366.     

Les cellules Treg, en particulier le sous-ensemble CD4+ CD25+ FoxP3+, sont cruciales 

pour maintenir l'autotolérance périphérique et réguler l'inflammation excessive. Elles 

contribuent ainsi à l'homéostasie tissulaire dans des conditions normales. Toutefois, elles 

peuvent également faciliter la progression tumorale et les métastases dans divers types de 

cancer en raison de leur fonction immunorégulatrice, modulatrice de l'activité des LT CD4+, 

CD8+, des cellules NK, ainsi que les LB et cellules myéloïdes367.  

Cette régulation par les Treg s’effectue au travers de leur sécrétion d'IL-10 et de TGFβ 

et de leur consommation élevée d'IL-2  qui réduit la disponibilité de cette cytokine pour les LT 

effecteurs. Les Tregs peuvent également exprimer des récepteurs d'inhibition, tels que des 

points de contrôle immunitaire368 et des ectonucléotidases comme CD73 et CD39, qui 

génèrent de l'adénosine avec des propriétés immunosuppressives369. De plus, ils ont la 

capacité de détruire directement les CPA ou les LT en libérant des granzymes et des 

perforines370 ainsi qu'en diminuant l'expression des molécules de costimulation CD80/86 sur 

les CPA par un mécanisme de trans-endocytose371.  

L'apoptose des LT CD8+ effecteurs peut être induite par des interactions FAS/FASL et 

TRAIL-R/TRAIL avec les cellules tumorales372 ou par l'action fratricide d'autres LT. Dans le TME, 

les lymphocytes CD8 cytotoxiques en état d'hyperstimulation, subissent un épuisement. La 

sécrétion de diverses molécules, couplée à la présence accrue de ligands de points de contrôle 

immunitaire tels que PD-L1 sur les cellules tumorales qui intéragit avec le récepteur PD-1 des 

LT, conduisent à l’inhibition de l’activation des CD8 et à leur anergie. En plus de PD-L1, d’autres 

molécules inhibitrices, telles que CTLA-4 et TIM-3, peuvent également également être 

exprimées dans le TME par divers types cellulaires, notamment les cellules tumorales, 

stromales ou immunitaires.  
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Figure 18 : Mécanismes induisant un microenvironnement tumoral immunosuppresseur. Adapté de Peterson et al, 373. Les 
mécanismes complexes d'immunosuppression au sein du microenvironnement tumoral favorisent la progression tumorale en 
inhibant les réponses immunitaires effectrices. Ils sont induits par la sécrétion de cytokines inhibitrices produites par diverses 
cellules immunitaires, telles que les macrophages M2, les cellules myéloïdes suppressives (MDSC), et les lymphocytes T 
régulateurs (Tregs). Les cellules immunitaires effectrices, comme les lymphocytes T CD8+ et les macrophages M1, sont 
représentées dans leur tentative d'éliminer les cellules cancéreuses via la sécrétion de molécules cytotoxiques, mais leurs 
efforts sont entravés par l'expression de molécules inhibitrices (comme PD-L1, CTLA-4) et par la sécrétion de cytokines 
suppressives (TGFβ, IL10) par les cellules immunosuppressives. Les fibroblastes associés au cancer (CAF) contribuent 
également au  microenvironnement immunosuppresseur, réduisant l'efficacité des réponses immunitaires et facilitant la 
progression tumorale. 

Ces éléments font du microenvironnement tumoral un contexte particulièrement 

défavorable à l'activité des lymphocytes CD8. Les différents mécanismes associés intéressent 

à juste titre la communauté scientifique pour espérer rétablir une réponse immunitaire 

antitumorale efficace. Ceci inclut notamment les stratégies thérapeutiques utilisant des 

Immunes Checkpoint Inhibitors, comme discuté dans le chapitre précédent sur le cancer 

pulmonaire. 

 A ce stade du descriptif de l’écosystème et du microenvironnement tumoral, on 

mesure que les acteurs du développement de la tumeur sont multiples et que les cellules 

malignes ont développé des stratégies pour surmonter les tentatives de contrôle de leur 

multiplication anarchique. Elles manipulent les signaux des tissus environnants pour favoriser 

leur croissance et elles acquièrent la capacité à échapper à la surveillance immunitaire. Elles 
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transforment le stroma autour d'elles en environnement favorable, capable d’assurer un 

apport suffisant en oxygène et en nutriments pour satisfaire des besoins métaboliques élevés.  

Au cœur du TME, un autre acteur cellulaire longtemps ignoré émerge comme pièce 

maîtresse du remodelage du microenvironnement, révélant un double jeu fascinant. Ces 

nouveaux acteurs sont les ECs du système vasculaire mis en place dans la tumeur. Garantes 

de la survie tumorale, elles se retrouvent également au centre des intrigues de l’immunité 

antitumorale et des stratégies d’échappement. Autrefois en arrière-plan, elles suscitent un 

intérêt grandissant et elles captivent désormais l’attention pour leur influence déterminante 

dans la dynamique tumorale. 

 

CELLULE ENDOTHELIALE ET CANCER 

Les vaisseaux sanguins tumoraux pourraient être comparés à un réseau routier 

chaotique et anarchique374. Leur structure est caractérisée par une instabilité et une 

perméabilité excessive, résultant de jonctions endothéliales lâches, ce qui favorise le 

développement d'œdèmes et une pression interstitielle augmentée de 20 à 50 mmHg375. La 

fragilité structurelle découle également de l'absence ou du recrutement insuffisant de 

péricytes assurant traditionnellement la stabilisation des vaisseaux partiellement provoquée 

par une synthèse déséquilibrée de molécules telles que les facteurs de croissance et les 

prostaglandines376.  

Contrairement à l’architecture ordonnée des vaisseaux normaux, ceux présents dans 

les tumeurs démontrent une configuration tortueuse et sinueuse, avec des variations de 

diamètre. Cette irrégularité reflète la croissance anarchique des cellules tumorales 

environnantes. La formation des vaisseaux tumoraux est désorganisée, avec une disposition 

désordonnée des ECs et une hiérarchie floue entre artérioles, capillaires et veinules. Cette 

désorganisation altère l'efficacité de la circulation sanguine au sein de la tumeur, entraînant 

un flux souvent irrégulier, marqué par des zones d'hypoperfusion et d'hyperperfusion. Cette 

hétérogénéité de la perfusion peut engendrer des zones d'hypoxie propices à l'agressivité 

tumorale et une administration non uniforme de chimiothérapies induisant des résistances. 

Ces caractéristiques structurelles et fonctionnelles émanent d’un processus d’angiogenèse 

tumorale dysfonctionnel, et contribuent activement à l’établissement d’un TME permettant 

la progression tumorale. 
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Une relation stricte entre progression tumorale et vascularisation a été mise en avant 

pour la première fois par Folkman en 1971 dans son hypothèse du « switch angiogénique », 

publiée dans le New England Journal of Medicine377. Selon Folkman, une phase déterminante 

dans l'oncogenèse survient lorsque la tumeur en croissance induit la formation de nouveaux 

vaisseaux afin de satisfaire ses besoins en oxygène et nutriments. Ce mécanisme est 

fondamental pour permettre à la tumeur de dépasser une taille critique et potentiellement 

métastaser. 

 

Figure 19 : Divergence entre les vaisseaux sanguins sains et tumoraux. Sous l’influence de l’environnement tumoral, les 
vaisseaux sanguins proches de la tumeur sont caractérisés par une structure désorganisée et fragile facilitant la dissémination 
des cellules tumorales dans la circulation sanguine. Cette fragilité s’explique par la perte de la couverture péricytaire et par 
une membrane basale dégradée. Les cellules endothéliales qui composent ces vaisseaux ne répondent plus aux signaux 
inflammatoires et sont en état d'anergie qui ne leur permet plus de recruter efficacement des cellules immunitaires dans les 
tissus.   

Initialement, les tumeurs sont petites, dépourvues d’un réseau vasculaire propre. Elles 

tirent leur subsistance des vaisseaux sanguins préexistants à proximité. Leur croissance reste 

ainsi contrainte, limitée à une taille de quelques millimètres. Cependant, lorsque la tumeur 

dépasse le seuil de 1 à 2 mm, il devient impératif qu’elle développe sa propre infrastructure 

vasculaire. Quelques années plus tard, Folkman et Hanahan complètent l’hypothèse en 

attribuant un rôle critique au « switch angiogénique » dans la sortie de dormance tumorale, 

c’est-à-dire la capacité de la tumeur à établir un réseau vasculaire connecté avec 

l’environnement extra-tumoral378.  
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En effet, seules les tumeurs capables de mettre en place un réseau vasculaire 

prospèrent, tandis que les autres stagnent à l'état microscopique en raison du manque 

d'oxygène et de nutriments qui favorise l’apoptose. Des études post-mortem chez des sujets 

apparemment sains ont révélé la présence de petites tumeurs dormantes dépourvues de 

formation active de vaisseaux sanguins dans divers organes, tels que le sein, la prostate et la 

thyroïde379–382. Il est donc postulé que l'absence de néovascularisation est un facteur 

expliquant pourquoi certaines tumeurs ne progressent pas vers un cancer invasif 382.  

À un certain stade de la progression tumorale, les cellules tumorales commencent à 

synthétiser et à sécréter des médiateurs pro-angiogéniques, tels que le VEGF-A. Cette 

sécrétion peut être initiée par des stimuli environnementaux stressants, notamment 

l'hypoxie, qui survient lorsque la taille de la tumeur dépasse la capacité des vaisseaux sanguins 

environnants à répondre à ses besoins. Ce phénomène marque le commencement du 

processus d'angiogenèse tumorale. 

 

NEOVASCULARISATION ET PROGRESSION TUMORALE 

La néovascularisation au sein des tumeurs résulte de plusieurs processus cellulaires 

résumés dans la figure 20. L'angiogenèse germinative est considérée comme le mécanisme le 

plus important de la vascularisation tumorale19. Bien que le mécanisme de base de 

l'angiogenèse germinative soit globalement conservé en contexte tumoral, sa régulation, son 

déroulement et les conséquences sur la vascularisation diffèrent. La première différence 

concerne l’initiation. L'angiogenèse germinative dans des tissus sains est finement régulée par 

un équilibre entre les facteurs pro-angiogéniques tels que le fibroblast growth factor (FGF), le 

VEGF, l'IL-8 et le PDGF-B et les facteurs anti-angiogéniques tels que la thrombospondine-1, 

l’endostatine et l’angiostatine. L’initiation du processus répond à des besoins physiologiques 

spécifiques, tels que la cicatrisation des plaies, la croissance normale des tissus, ou pendant la 

menstruation. Le processus est activé de manière transitoire et s'arrête une fois que le besoin 

en nouveaux vaisseaux est satisfait, ce qui n’est pas le cas dans une tumeur.  

Dans le contexte malin, l'angiogenèse est souvent déclenchée de manière aberrante 

et continue, principalement en réponse à l'hypoxie au sein de la tumeur. Les cellules tumorales 

produisent une quantité excessive de facteurs pro-angiogéniques, avec en tête le VEGF-A, qui 

joue un rôle central dans l'activation des ECs angiogéniques. Cette suractivation provoque une 
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prolifération accélérée et une migration désordonnée des EC, entraînant une angiogenèse 

anarchique, caractéristique des tumeurs. En plus du VEGF, d'autres facteurs pro-

angiogéniques sont sécrétés par les cellules cancéreuses, tels que le FGF, les angiopoïétines 

(Ang), l'EGF et le PDGF-B. Ce cocktail pro-angiogénique est renforcé par l'inhibition des 

facteurs anti-angiogéniques, comme la thrombospondine-1 (TSP-1), DLL4, la vasohibine-1 

(VASH1) et DSCR-1 (région critique du syndrome de Down), limitant ainsi les mécanismes de 

contrôle de la néo-vascularisation. Cette désactivation des inhibiteurs de l'angiogenèse est 

fréquemment liée à des mutations du gène p53, un régulateur clé de la croissance cellulaire 

et de la suppression tumorale, dont l'altération entraîne une diminution de l'expression de 

TSP-1383. Cette cascade d'événements favorise la formation de vaisseaux sanguins 

pathologiques. 

Au sein du TME, les cellules tumorales ne sont pas les seules à produire des médiateurs 

pro-angiogéniques. Les TAM sécrètent du VEGF-A, du FGF2, le placental growth factor (PIGF) 

et le TNFα. Ces macrophages libèrent également des protéases, dont les métalloprotéinases 

matricielles (MMP) et les cathepsines qui dégradent la MEC.  Des facteurs pro-angiogéniques 

auparavant immobilisés dans la MEC deviennent alors biodisponibles et stimulent 

l'angiogenèse384,385. Enfin, les CAF aussi jouent un rôle dans l’angiogenèse tumorale. À l'instar 

des cellules immunitaires, elles produisent divers médiateurs dont le VEGF-A, le FGF2 et le 

CXCL12 qui contribuent à la dynamique complexe de l’angiogenèse dans le contexte 

tumoral384,386.  

Comme précisé dans le premier chapitre de l’introduction sur la dynamique cellulaire 

à l’origine de l’angiogénèse, les ECs vont se différencier en cellules de front sous l’action de 

facteurs pro-angiogéniques. Les cellules de front développent de multiples filopodes et 

acquièrent des caractéristiques phénotypiques associées à la mobilité et l’invasion, tout en 

sécrétant des enzymes qui dégradent la MEC. Elles répondent à des gradients de cytokines 

(principalement VEGF) pour migrer vers la tumeur387.  Parallèlement, les cellules endothéliales 

voisines adoptent, par un mécanisme d'inhibition moléculaire, un comportement de cellules 

de soutien, suivant ainsi les cellules de front dans leur progression. Lorsque les nouveaux 

vaisseaux approchent de la tumeur, ils établissent des connexions avec d’autres structures 

vasculaires par anastomose, contribuant ainsi à la formation de nouveaux vaisseaux tumoraux 

(Figure 20). 
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Outre ce mécanisme d’angiogenèse, des recherches ont démontré que les tumeurs 

peuvent également établir leur propre réseau vasculaire et accéder à des nutriments par le 

biais de mécanismes de vascularisation alternatifs. Ceux-ci incluent la division des vaisseaux 

sanguins via le phénomène d’angiogenèse intussusceptive, la cooptation des vaisseaux 

préexistant et l’adoption de caractéristiques vasculaires par les cellules tumorales appelé 

mimétisme vasculaire ou «vascular mimicry»253,388,389.  

Les mécanismes moléculaires régissant l’angiogenèse intussusceptive demeurent 

partiellement élucidés, bien que ce phénomène puisse être stimulé par des facteurs de 

croissances tels que le VEGF, le PDGF-B et l’érythropoïétine390–392. L’angiogenèse 

intussusceptive a été identifiée pour un large éventail de cancers comme le mélanome, le 

cancer colorectal, les glioblastomes et les carcinomes mammaires393–396. Des xénogreffes d'un 

adénocarcinome humain exploitent ce mécanisme comme une stratégie de remodelage 

vasculaire accéléré dans les tumeurs395. Il est postulé que l'angiogenèse intussusceptive joue 

un rôle crucial dans l'expansion tumorale en augmentant la diversité et la densité des 

structures microvasculaires au sein de la néoplasie. 

Un des mécanismes alternatifs de vascularisation est la cooptation vasculaire, un 

phénomène documenté pour la première fois par Francesco Pezzella dans les années 

1990253,397. Ce mécanisme permet aux cellules tumorales d'exploiter des vaisseaux déjà 

existants, sans avoir à induire une nouvelle angiogenèse398. Les cellules tumorales migrent le 

long de la face externe des vaisseaux puis envahissent les tissus sains environnants et 

modifient la structure vasculaire de l'organe hôte. Leur incorporation entraîne un 

élargissement et un détournement des vaisseaux durant le développement tumoral399. La 

cooptation vasculaire est particulièrement fréquente dans les tumeurs primaires et 

métastatiques et est souvent corrélée à un pronostic défavorable398.  

Les organes où cette stratégie est la plus couramment observée incluent le foie, le 

cerveau et le poumon, tant pour les tumeurs primitives que pour les métastases qui y 

apparaissent. En effet, des modèles de croissance cooptive ou alvéolaire ont été identifiés 

dans près de 50 % des CBNPC et dans environ un tiers des CBPC400,401.  
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Une équipe de recherche a exploré la dynamique cellulaire au cours du processus à 

l'aide d'un modèle murin de tumeur pulmonaire résistante au traitement anti-angiogénique. 

Dans ce modèle, le ciblage du VEGF-A par l’anti-angiogénique sunitinib conduit à la cooptation 

des vaisseaux402. Dans cette étude, les ECs et les péricytes des vaisseaux cooptés affichaient 

un profil transcriptomique similaire à celui de leurs homologues sains et une population de 

macrophages impliqués dans le remodelage de la matrice a été identifiée comme potentiel 

acteur de la cooptation.   

 

Figure 20 : Angiogenèse pathologique et néovascularisation tumorale. Adapté de Ackermann et al, 403. L’angiogenèse par 
bourgeonnement permet la néovascularisation de la tumeur en induisant la formation de nouveaux vaisseaux. L’angiogenèse 
intussusceptive s'appuie sur l'existence de vaisseaux préexistants et induit leur division ce qui augmente le nombre de 
vaisseaux irriguant la tumeur. Les phénomènes de cooptation et de mimétisme vasculaire concernent la capacité des cellules 
tumorales à agir elles-même pour assurer leur oxygénation en proliférant autour des vaisseaux existants ou en créant des 
structures semblables aux vaisseaux sanguins mais sans cellules endothéliales. 

La dernière stratégie de néovascularisation adoptée par les cellules tumorales est le 

mimétisme vasculaire. Au cours de ce processus, les cellules cancéreuses forment des canaux 

tapissés de cellules tumorales qui s'intègrent au réseau vasculaire préexistant, avec ou sans 

accumulation de protéines matricielles404. Ce phénomène a été initialement démontré par 

Maniotis et al. en 1999 dans un modèle de mélanome malin405. Les chercheurs ont avancé 

l'hypothèse que cette architecture vasculaire atypique résulte d'une dédifférenciation des 

cellules tumorales vers un phénotype se rapprochant de celui des ECs.  
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Les implications cliniques de ce mécanisme sont des tumeurs plus agressives, souvent 

associées à des résistances accrues aux traitements anticancéreux. Tout comme pour le 

phénomène de cooptation, les mécanismes sous-jacents à l'initiation du mimétisme vasculaire 

ne sont pas entièrement élucidés, bien que des interactions avec les cellules du TME semblent 

jouer un rôle clé dans ce processus406.  

 

CELLULES ENDOTHELIALES TUMORALES 

Les anomalies de la vascularisation tumorale ne sont pas seulement la conséquence 

des mécanismes atypiques d'angiogenèse et des études de plus en plus nombreuses indiquent 

que les ECs constituant ces vaisseaux présentent des caractéristiques discriminantes. Les 

cellules endothéliales tumorales (TEC) se distinguent des cellules endothéliales normales 

(NEC) par des variations dans leurs profils métaboliques, génétiques et transcriptomiques, 

ainsi que par des attributs phénotypiques et fonctionnels uniques. Sur le plan morphologique, 

les TEC présentent une surface cellulaire irrégulière leur conférant une capacité à constituer 

des endothéliums multicouches, contrairement aux NEC qui s'organisent en une seule 

couche29. Les travaux de Sievert et al. ont établi que les TEC sont de plus grande taille que les 

NEC. Elles se propagent plus rapidement au sein d'une architecture vasculaire plus 

désordonnée, tout en montrant une capacité d'adaptation réduite aux variations du flux 

sanguin. De plus, la structure tubulaire développée par les TEC se caractérise par une moins 

grande ramification par rapport aux NEC. Par ailleurs, les TEC ont démontré une surexpression 

du marqueur des cellules souches CD34 ainsi que des marqueurs associés à l'angiogenèse tels 

que la CD61 (intégrine β3) et la CD105 (endogline)407.                

Une autre caractéristique essentielle des TEC est leur potentiel de prolifération élevé. 

Elles présentent un métabolisme marqué par une hyperglycolyse, s'appuyant en grande partie 

sur la glycolyse aérobie pour satisfaire leurs exigences énergétiques. C’est ce qui a été montré 

dans des TEC issues de mélanome ectopiques murins408 ou isolées à partir de biopsies 

humaines de CBNPC409. Cette forte demande énergétique se traduit par un contenu en ARN 

pouvant atteindre quatre fois celui des NEC410. De plus, les TEC manifestent une instabilité 

génomique, illustrée par des anomalies chromosomiques telles que des aneuploïdies, des 

délétions, des translocations et la présence de centrosomes surnuméraires411,412.  
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Dans le cadre de la formation des métastases, la fragilité structurelle des vaisseaux 

tumoraux facilite l'entrée des cellules tumorales dans la circulation sanguine. Les TECs 

participent à l'établissement de nouvelles niches tumorales à distance en protégeant, lors de 

leur voyage dans le système sanguin, les cellules tumorales de l'anoikis, un mécanisme de 

mort cellulaire programmée déclenché par la perte d’ancrage aux MEC413. 

Au cœur du TME, un ensemble complexe de facteurs semble pouvoir engendrer une 

surprenante hétérogénéité de populations de ECs, révélant ainsi une dynamique jusque-là 

insoupçonnée, en particulier dans ses aspects pathologiques. Par exemple, le processus 

d’EndoMT, décrit dans la section sur la plasticité endothéliale de cette introduction, est 

induite chez les TECs en présence de TGF-β sécrété dans le TME, et contribue à l'extravasation 

et à la dissémination des cellules tumorales. En effet, l’EndoMT entraîne une augmentation 

de la perméabilité vasculaire due à la perte de molécules d'adhésion (claudines et VE-

cadhérine) et un remodelage du cytosquelette414. 

Par ailleurs, des études de scRNAseq ont révélé de multiples profils attestant de 

l’hétérogénéité endothéliale intra-tumorale410,415. En particulier, les travaux de Goveia et al., 

comparant des biopsies d'adénocarcinome pulmonaire et des tissus sains ont permis 

d'identifier 13 populations distinctes de ECs humaines, variant selon la provenance tissulaire. 

Parmi les populations de TECs, un groupe possédant un profil transcriptomique pro-

angiogénique représentant 8% du pool endothélial total a été retrouvé ainsi qu'une 

population aux caractéristiques de ECs de veinules postcapillaires activées, exprimant des 

gènes aux fonctions immunorégulatrices tel que CCL1457.  

Ces spécificités renforcent l’hypothèse d’une implication fonctionnelle des ECs dans le 

paysage immunitaire tumoral. Les TECs occupent en effet une position stratégique, à 

l’interface entre le TME et le système vasculaire. Elles constituent le point de rencontre initial 

entre les cellules immunitaires en circulation et le stroma tumoral410. Ainsi, les TECs avec leurs 

capacités de présentation antigénique peuvent influencer l’immunogénicité du TME en 

orchestrant activement le processus de recrutement des cellules immunitaires et en exerçant 

des propriétés régulatrices de l’immunité telles que l’activation et l’amorçage des LT416.  
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Il est par ailleurs établi que, de manière similaire aux lymphocytes T effecteurs, les ECs 

peuvent entrer dans un état d'anergie suite à une stimulation excessive par des cytokines pro-

inflammatoires et angiogéniques, limitant ainsi leur capacité d'activation. En effet, il a été 

démontré que la pré-incubation des ECs avec VEGFA ou bFGF inhibe l'augmentation des 

molécules d’adhésion induite par le TNFα via l’inhibition de NF-ϰB et l’activation de la voie 

p38-MAPK417,418. Des études in vivo renforcent ces résultats, montrant que l’administration 

de bFGF supprime l'expression de ICAM1 et VCAM1, ainsi que l'adhésion des cellules 

immunitaires aux parois des vaisseaux sanguins418–420. 

À ce jour, les études portant sur la barrière endothéliale tumorale se sont largement 

concentrées sur les interactions d’adhésions entre l’endothélium et les LT mais évolue de plus 

en plus vers leur capacité de semi APC. Par exemple, les TECs des adénocarcinomes montrent 

une réduction de l'expression des gènes associés au recrutement des cellules immunitaires 

(ICAM1 et VCAM1), au chimiotactisme (CCL2 et CCL18), mais également à la présentation 

d'antigènes (HLA-I/HLA-II)410, ce qui suggère un diminution du recrutement des cellules 

immunitaires et de leur activation30. De plus, les TEC semblent avoir la capacité d'augmenter 

l'expression de marqueurs d'adhésion spécifiques, impactant la direction des réponses 

immunitaires. À cet égard, le récepteur endothélial lymphatique commun et l'endothélium 

vasculaire (CLEVER 1) exprimé par les TEC, a été identifié comme une molécule 

immunosuppressive, facilitant l'infiltration des Treg ainsi que celle des TAM421,422. La figure 21 

donne un aperçu des activités régulatrices et de la dualité fonctionnelle des TECs d’après les 

dernières données bibliographiques.  

En effet, au-delà de freiner leur infiltration dans le tissu tumoral, les TECs possèdent 

aussi le pouvoir d'amorcer l'inactivation des LT, ajoutant de la complexité au rôle qui leur est 

attribué dans l'évasion immunitaire. En effet, les ECs dans les tissus pulmonaires humains et 

murins surexpriment des gènes codant pour FasL175. Ce ligand Fas (FasL, CD95L) est un 

composant clé de la mort cellulaire programmée423 et en réponse à certains facteurs tels que 

le VEGF, l’IL-10 et la prostaglandine E2 (PGE2), les TECs sont stimulées pour exprimer FasL. 

Cette expression entraîne l’apoptose des LT CD8+ effecteurs, tout en épargnant les Tregs. Ce 

phénomène de protection des Tregs est attribué à une élévation de l’expression de la protéine 

inhibitrice c-FLIP dans ces cellules175. De plus, les TEC d’adénocarcinome pulmonaire 

surexpriment les molécules co-inhibitrices PD-L1 et PD-L2424, ce qui participe à l’inhibition de 
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l'activité des LT au sein du TME. Dans un modèle murin de mélanome, une augmentation de 

l'expression d'IDO par les TEC a également été observée après stimulation par de l’IFNγ. Ce 

nouveau phénotype TEC a ainsi contribué à l'immunosuppression locale en privant les LT de 

tryptophane essentiel à leur activation425. 

Une étude récente menée en Belgique a identifié l’autophagie comme l’un des 

principaux mécanismes anti-inflammatoires de la vascularisation tumorale, atténuant 

l’immunité dans un modèle de mélanome. En effet, l'expression génique des facteurs 

impliqués dans la voie NF-κB et diverses molécules d’adhésion ont été significativement up-

régulées dans les TECs de souris mutées ayant perdu la capacité d'autophagie. Les gènes 

concernés comprenaient VCAM1, ICAM1, SELE et SELP ainsi que des cytokines et des 

chimiokines telles que : IL6, CX3CL1/fractalkine, CXCL2, CXCL1. Cette étude a également 

souligné que l’autophagie des TECs limite la réponse au traitement anti-PD1 dans le 

mélanome, puisque les patients répondeurs ont montré une fraction plus importante de LT 

CD8+ interagissant avec les TECs présentant une signature inflammatoire426. 

 

Figure 21 : Capacités immunomodulatrices des cellules endothéliales tumorales. Adapté de Nagl et al, 427. Les TECs se situent 
au cœur d'une dualité fonctionnelle qui oppose les mécanismes d'immunosuppression à ceux d'immunoactivation dans le TME. 
Influencées par les signaux environnementaux, ces cellules diminuent l'expression des molécules d'adhésion indispensables à 
l'infiltration des cellules effectrices dans le TME. Par exemple, les TECs peuvent induire une immunosuppression en favorisant 
l'anergie des lymphocytes T via l'expression de PD-L1 et par la sécrétion de molécules telles que l'indoleamine 2,3-dioxygénase 
(IDO1). Parallèlement, elles sont capables d'initier une réponse antitumorale en modulant les voies de signalisation 
STING/cGAS, sécrétant des cytokines pro-inflammatoires et présentant des néoantigènes tumoraux aux lymphocytes T. 
Néanmoins, leur contribution à l'éducation des lymphocytes T naïfs demeure encore mal définie. Ce schéma souligne 
l'importance de la plasticité des TECs dans la balance entre immunosuppression et activation immunitaire au sein des tumeurs. 
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En revanche, certaines études ont indiqué que l'inflammation tumorale chronique 

peut engendrer des cellules endothéliales pro-inflammatoires similaires aux HEV, phénomène 

également observé dans d'autres tissus soumis à une inflammation chronique. De plus, la 

population de ECs de veinules postcapillaires activées, identifiée par les travaux de Goveia et 

al., et dont l'abondance est accrue dans les CBNPC, serait associée à une signature génétique 

caractéristique des HEV ainsi qu'à une augmentation de l'expression d'ACKR1 régulateur 

majeur de l’activité des chimiokines endothéliales.  

La découverte de vaisseaux sanguins présentant des caractéristiques analogues à 

celles des HEV, décrites avec les TLS dans le 1er paragraphe, a conduit à la formulation de 

l'hypothèse selon laquelle certains vaisseaux tumoraux pourraient exercer un rôle bénéfique 

en renforçant l’immunité anti-tumorale. Les HEV jouent un rôle crucial en tant que régulateurs 

de la réponse immunitaire au sein des TLS. Leur présence est corrélée avec un pronostic 

favorable. Situés en périphérie des TLS, les HEV facilitent le recrutement des cellules 

immunitaires vers les sites d’inflammation. Cependant, les HEV tumoraux (TA-HEV) ne se 

localisent pas systématiquement dans les TLS. Ils peuvent également être détectés dans le 

TME, particulièrement au sein des zones contenant une forte densité de LT et de DC matures 

mais sans LB associés.  

Des études en microscopie intravitale ont révélé que les TA-HEV constituent les 

principaux sites d'adhérence et d'extravasation des lymphocytes dans les tumeurs428. 

Contrairement aux HEV ganglionnaires, souvent considérés comme « matures », les vaisseaux 

HEV des tumeurs affichent des caractéristiques « immatures », mais témoignent d'un profil 

plus pro-inflammatoire, avec une expression accrue de la P-sélectine429. Alors que les HEV 

ganglionnaires sont principalement impliqués dans le recrutement de lymphocytes naïfs, les 

TA-HEV sont capables d'attirer également des lymphocytes T activés, qui sont des acteurs 

essentiels de l’immunité anti-tumorale430. Sur le plan clinique, des études suggèrent que la 

présence d’HEV pourrait constituer un facteur pronostique favorable pour les patients atteints 

de CBNPC431 et parmi les approches thérapeutiques, l'induction de la formation d'HEV au sein 

du TME est en cours d'investigation432. 
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Les TECs se trouvent au centre d'un dilemme scientifique fascinant : tout en possédant 

la capacité de stimuler une réponse immunitaire contre la tumeur, elles sont également 

dotées de mécanismes puissants d'immunosuppression qui favorisent l'évasion tumorale. Ce 

paradoxe met en lumière le rôle complexe de ces cellules, oscillant entre alliées potentielles 

du système immunitaire et complices dans la progression tumorale. Cette dualité constitue 

un défi pour le développement ou l’amélioration de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Parmi les stratégies prometteuses, le remodelage des vaisseaux sanguins émerge comme une 

approche clé pour optimiser l'efficacité des thérapies actuelles. Plusieurs de ces techniques 

ont non seulement franchi avec succès les étapes des essais cliniques, mais elles commencent 

également à démontrer leur véritable potentiel en offrant des résultats concrets et 

encourageants chez les patients. 

 

THERAPIES CIBLANT LES ECS DANS LE CANCER 

En s'appuyant sur ses recherches relatives à la dormance tumorale et au phénomène 

de switch angiogénique, Folkman a proposé que l'inhibition des voies de signalisation 

angiogéniques pourraient limiter la néoangiogenèse et favoriser la dormance des tumeurs. Ce 

concept novateur a suscité un grand engouement au sein de la communauté scientifique. En 

2003, un essai clinique a montré que l'association de la chimiothérapie avec des anticorps 

neutralisants ciblant le VEGF-A prolongeait la survie des patients atteints d'un cancer 

colorectal métastatique. Cette découverte a conduit la FDA à approuver en 2004 l’utilisation 

de traitements anti-angiogéniques car ayant démontré leur efficacité dans la lutte contre le 

cancer433. Par la suite, plusieurs anticorps et inhibiteurs de la tyrosine kinase, visant à freiner 

la signalisation pro-angiogénique, ont été autorisés en tant que thérapies.  

Selon la dose et une fenêtre de temps particulière, le traitement anti-angiogénique 

entraîne une normalisation vasculaire. En principe, la normalisation des vaisseaux conduit à 

l’élagage sélectif des vaisseaux immatures conduisant à une amélioration de l’intégrité et des 

fonctions du réseau vasculaire restant434. Morphologiquement, cet effet est attribué à des 

jonctions cellulaires endothéliales plus stables, avec une perméabilité réduite grâce à une 

couverture homogène et optimale par les péricytes et la membrane basale435. La 

normalisation vasculaire, dans le cadre des traitements anti-angiogéniques, est en grande 

partie due à l'inhibition du facteur de croissance VEGF-A, qui en retour augmente l'expression 
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de l'angiopoïétine-1 (Ang1). Cette dernière favorise le recrutement de péricytes 

supplémentaires, stabilisant ainsi de manière bénéfique la paroi vasculaire.  

Le processus de normalisation du réseau vasculaire tumoral ouvre de nouvelles voies 

thérapeutiques qui viennent renforcer l'efficacité de la chimiothérapie néoadjuvante et de 

l'immunothérapie. Le couplage des deux types de traitements améliore la perfusion tumorale 

ainsi que l'infiltration des LT effecteurs. Cela optimise leurs fonctions antitumorales, facilite 

l'établissement d'une mémoire immunitaire et diminue les effets d'un environnement 

immunosuppresseur. En effet, le VEGF-A est impliqué dans la suppression de la maturation 

des DC, l'augmentation du nombre de Tregs et le renforcement des fonctions 

immunosuppressives des TAM436–439. Par conséquent, cibler le VEGF-A avec des traitements 

anti-angiogéniques contribue à atténuer l'immunosuppression présente dans le TME.  

De plus, les thérapies anti-angiogéniques augmentent l’expression des molécules 

d’adhésion et favorisent le recrutement des cellules immunitaires440. Fait intéressant, 

l’association de l’ipilimumab et du bevacizumab a entraîné l’activation des TECs441, et des 

études in vitro ont révélé que cette association favorise l’expression de la E-sélectine, de 

l’ICAM-1 et du VCAM-1 sur les TEC, ainsi que l’adhésion des lymphocytes T activés aux TEC en 

augmentant les niveaux d’IL-1α et de TNF-α442. Toutefois, malgré la liste toujours plus longue 

des médicaments anti-angiogéniques approuvés par la FDA443, l'efficacité des thérapies anti-

angiogéniques reste limitée, fournissant souvent un soulagement temporaire de la 

progression tumorale avant l'émergence de résistances et qui s’accompagnent de bénéfices 

finalement modestes en termes de survie. 

D’autres médiateurs responsables de l’anergie endothéliale ont été identifiés comme 

des cibles thérapeutiques prometteuses pour rétablir les réponses immunitaires 

anticancéreuses444. À titre d'exemple, les antagonistes de l'oxyde nitrique (NO) ont démontré 

leur capacité à restaurer l'adhésion des LT aux ECs en induisant une régulation positive des 

molécules adhésives445,446. Par ailleurs, l'administration de la protéine NGR-TNF provoque une 

induction de VCAM-1 et ICAM-2 sur l'endothélium tumoral, facilitant ainsi le recrutement des 

LT447. Le NGR-TNF a significativement amélioré l'efficacité anticancéreuse des vaccins ainsi 

que des thérapies basées sur le transfert de cellules T447. Enfin, l'activation de CD137, une 

molécule co-stimulatrice présente sur les vaisseaux tumoraux, a également conduit à une 

augmentation de l'expression des molécules d'adhésion sur les TECs. 
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Parmi les stratégies émergentes ciblant les TECs, des avancées récentes mettent 

l’accent  sur l'induction des vaisseaux lymphatiques HEV intratumoraux et des TLS pour 

renforcer l'immunité anticancéreuse. Des recherches précliniques ont démontré que 

certaines cytokines, notamment l'IL-7 et l'IL-15, ainsi que CXCL13, CCL21-19, TNFα et LTβ 

(Lymphotoxin-β) peuvent favoriser la formation de HEV au sein des tumeurs et conduire à une 

augmentation de l'infiltration des LT et à une amélioration de la réponse aux 

immunothérapies448,449. De plus, des stratégies combinant un traitement anti-VEGF, qui 

facilite la normalisation des vaisseaux, avec une immunothérapie anti-PDL1 ont été montrées 

comme induisant la formation de HEV450,451. Parallèlement, la co-administration d’anticorps 

anti-PD1 avec des protéines LIGHT, a activé la signalisation NF-κB essentielle pour la 

différenciation des ECs vers un phénotype HEV, et a renforcé l'immunité tumorale432,452. 

D'autres études ont également mis en lumière le potentiel d'une approche combinée ciblant 

VEGFR2, PDL1 et LTβ pour améliorer la formation de HEV et des TLS450,453. 

Les traitements visant à normaliser les vaisseaux tumoraux demeurent prometteurs 

pour renforcer l'efficacité de la chimiothérapie, de la radiothérapie et de l'immunothérapie. 

Tester cliniquement des stratégies qui améliorent le recrutement et l'activation des 

lymphocytes par les TECs devient essentiel, surtout face à la complexité du rôle de 

l'endothélium dans la progression du cancer. A titre d’exemple, l’expression de PD-L1 sur les 

TECs peut être modulé de manière variable en fonction des thérapies anti-angiogéniques 

administrées. Il a été montré que le bevacizumab a conduit à une augmentation de 

l’expression de PD-L1 associé aux structures vasculaires tandis qu’un traitement par inhibiteur 

de tyrosine kinase tel que l’anlotinib, a produit des effets opposés dans un modèle de 

mélanome murin424. Dans ce contexte, les tumeurs soumise à l’anlotinib ont montré une 

élévation significative du rapport entre les LT CD8+ et les Tregs. Actuellement des essais 

cliniques de phase 2 (ClinicalTrials.gov IDs NCT05028504 et NCT05218629) sont en cours pour 

évaluer l’efficacité et la tolérance de l’association de l’anlotinib avec des anticorps anti-PD-1 

dans divers types de cancers.  

Bien que les connaissances sur les TECs se développent rapidement, leur implication 

précise dans l'échappement immunitaire et la réponse aux thérapies reste très mal connue. 

L'un des principaux défis à venir réside dans la caractérisation détaillée du profil phénotypique 

et fonctionnel des TECs, avec pour objectif final l'identification de cibles thérapeutiques 
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spécifiques permettant d'améliorer et de potentialiser les traitements contre le cancer. C’est 

dans ce cadre que cette thèse a été réalisée, contribuant ainsi à déterminer quels sont les 

freins techniques aux études à mener sur les TECs et dans le but d’améliorer notre 

compréhension des échanges au sein du TME. 
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OBJECTIFS DE LA THÈSE 

La découverte des propriétés immunomodulatrices des TECs a ouvert un champ de 

recherche prometteur de nouvelles stratégies thérapeutiques, tout en soulevant un défi de 

taille : comment aborder la variabilité observée des TECs pour en caractériser les sous-types 

et établir leurs rôles respectifs dans la progression et l’immunomodulation du cancer ?  

Grâce aux avancées technologiques, notamment le scRNAseq, notre compréhension 

de la composition cellulaire et moléculaire du TME s'est considérablement affinée. Ces 

techniques ont permis de révéler l'hétérogénéité des transcriptomes des TECs, notamment 

dans le contexte du CBNPC57,410. Cependant, le rôle précis des différentes sous-populations 

dans la modulation immunitaire restait largement méconnu. Valider les données obtenues in 

vitro et in vivo demeure un défi, en raison de la complexité des modèles précliniques 

nécessaires. 

Notre équipe de recherche, spécialisée dans la vectorisation d’agents thérapeutiques 

pour les cancers thoraciques et l’exploration du TME immunitaire, a choisi de porter une 

attention particulière au compartiment vasculaire des cancers pulmonaires. Cette thèse 

s’inscrit dans cette dynamique, dans le but d’éclairer les fonctions des différentes sous-

populations de TECs pulmonaires et d’ouvrir des perspectives pour des stratégies 

thérapeutiques ciblées.  

Le premier objectif de ma thèse a consisté à caractériser les TECs isolées de biopsies 

de patients atteints de CBNPC et d’étudier la capacité des vaisseaux tumoraux à moduler 

l’immunité, sur des critères jamais explorés à ce jour tels que les niveaux d’expression des 

miRNA et la production d’EVs. La première partie de mon travail a montré que, bien que des 

différences transcriptomiques aient été observées, aucune distinction fonctionnelle majeure 

n’a pu être caractérisée in vitro entre les TECs et les NECs. Il n’a pas non plus été possible de 

dégager d’impact significatif des EVs produites par les TECs/NECs sur l’activité des LT. Il est en 

revanche apparu que la durée du processus de sélection des cellules après leur isolement 

n’était pas optimale pour l’étude de cellules aussi plastiques que les ECs. 
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Face aux difficultés techniques rencontrées lors de cette caractérisation des TECs/NECs 

de CBNPC, le second objectif de ma thèse a été de développer des modèles alternatifs de 

cocultures en 2D et 3D permettant de mimer certains aspects d’un environnement tumoral, 

en y intégrant divers types cellulaires tumoraux et immunitaires. Ces modèles permettent 

d’étudier les interactions complexes entre les ECs et leur microenvironnement. Nous avons 

ainsi émis l’hypothèse que la présence des cellules tumorales transforme les ECs de tissus 

sains, les orientant vers un profil TEC immunosuppresseur et/ou pro-angiogénique par contact 

direct. La reprogrammation des ECs pourrait ensuite influencer leurs interactions avec les 

cellules du système immunitaire.  

Pour tester cette hypothèse, j’ai réalisé des cocultures en 2D des HUVECs comme 

modèle de tissu sain, exposées à des cellules tumorales de lignées issues de CBNPC. Après 2 

jours, les ECs ont été isolées puis mises au contact de différentes cellules immunitaires afin 

d’observer les altérations de la réponse immunitaire. En parallèle, une étude par scRNAseq a 

été menée sur un modèle 3D de sphéroïdes multicellulaires combinant des cellules de CBNPC, 

des ECs, des fibroblastes et des monocytes, pour approfondir notre compréhension des 

interactions cellulaires au sein du TME.  

Au cours de mes travaux de thèse j’ai pu montrer que les cellules tumorales induisent 

une transformation des ECs qui les oriente vers un profil inflammatoire, influençant à son tour 

le comportement des cellules immunitaires dans le TME. Ces découvertes, qui apportent un 

nouvel éclairage sur les dynamiques complexes du TME et font l'objet d'un article scientifique 

dont je suis le premier auteur. Concernant cet article, nous comptons dans un premier temps, 

le déposer pour publication dans Biorxiv avant de le soumettre au Journal of Experimental and 

Clinical Cancer Research. 
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CELLULES ENDOTHELIALES TUMORALES : PARTENAIRES DE 

L’IMMUNOSUPPRESSION 

 

  



RESULTATS 

118 | Page 
 

  



RESULTATS 

119 | Page 
 

INTRODUCTION/CONTEXTE 

La problématique de la recherche des fonctions immunorégulatrices des TECs posée, 

un premier objectif de ma thèse était d'obtenir des TECs à partir de biopsies de patients 

atteints de CBNPC, de caractériser leurs phénotypes et d’explorer les mécanismes de leur 

reprogrammation et de leurs fonctions au sein du TME. Les travaux que je présente pour cet 

axe initial de ma thèse m’ont mobilisée pendant les deux premières années avant de céder la 

priorité à la mise en place de modèles alternatifs. Cette décision a été prise en raison de 

contraintes techniques qui se sont révélées limitantes pour mener à bien le projet.  

La caractérisation de sous populations de TECs et de leurs fonctions faisait suite aux 

précédents travaux de Lucas Treps, directeur de cette thèse, qui avait révélé l'hétérogénéité 

des populations de TECs dans le TME du CBNPC. Un des résultats remarquables obtenus au 

cours de son étude concernait la mise en évidence d’une sous-population particulière de TECs 

dont le transcriptome suggérait une activité immunitaire.  

Cette découverte nous a conduits à chercher un moyen d’isoler cette sous-population 

particulière de TECs pour l'étudier spécifiquement ex vivo. Cependant, devant l'absence de 

marqueur véritablement discriminant, nous avons opté pour une analyse de l'ensemble de la 

population de TECs provenant de CBNPC, avec pour objectif de comparer ces cellules à leurs 

homologues non tumoraux (NECs) issus des tissus sains du même patient.  

Nous sommes partis du postulat que les TECs, sous l’influence du microenvironnement, 

présentent un transcriptome/protéome différent de celui des NECs et que cette modification 

de leur phénotype agit sur les étapes clés de la réponse immunitaire antitumorale. Ce postulat 

a soulevé plusieurs questions essentielles :  

- Les TECs influencent-elles l'infiltrat immunitaire dans les tumeurs pulmonaires ? 

- Participent-elles à l'anergie des LT anti-tumoraux ou, au contraire, à leur activation ? 

- Et si oui, par quels mécanismes les TECs modulent-elles l'infiltration immunitaire et la 

réponse anti-tumorale : par contact direct et/ou via la communication par les EVs ? 
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Ma démarche expérimentale s’est articulée autour de deux axes principaux. Le premier 

consistait à approfondir les connaissances sur les différences fonctionnelles entre les NECs et 

les TECs in vitro, afin de mieux comprendre leurs rôles dans la réponse immunitaire. Le second 

axe visait à étudier le rôle des TECs dans l’activité immunitaire avec un focus sur la 

communication intercellulaire par les sEVs, pour déterminer leur contribution dans la 

modulation de la réponse anti-tumorale.   
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MATERIELS & METHODES 
 

EXTRACTION DES TEC/NEC A PARTIR DE BIOPSIE ET ENRICHISSEMENT EN CD31 

Après la résection chirurgicale de CBNPC (réalisée au Service d’oncologie thoracique, 

CHU Nantes), des échantillons de la tumeur et du tissu distal ont été prélevés et confiés au 

centre de recherche. À leur réception, les échantillons ont été lavés avec une solution 

phosphate-buffered saline (PBS), découpés en fragments de moins de 1 mm³, puis transférés 

dans 5 ml de milieu de digestion. Ce milieu était constitué de Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM) enrichi en glucose (4500 mg/l), supplémenté en pénicilline/streptomycine 

(100 U/ml, Thermo Fisher Scientific), en pyruvate de sodium (1 mM), en acides aminés non 

essentiels (NEAA MEM, 1x), en solution vitaminique MEM (1x), en glutamine (2 mM), en 

héparine (10 U/ml, PromoCell), et en facteurs de croissance endothéliaux dérivés (ECGF; kit 

EGM-2, PromoCell). De plus, il contenait 0,1 % de collagénase I, 0,1 % de collagénase II 

(Thermo Fisher Scientific), de la DNase I (75 U/ml) et de la dispase (2,5 U/ml). Les échantillons 

ont été incubés pendant 30 minutes à 37 °C avec une agitation manuelle réalisée toutes les 5 

minutes. Par la suite, 10 ml de PBS froid avec 0,1 % d'albumine sérique bovine (BSA) (Sigma-

Aldrich) ont été ajoutés, et filtrés à 100 μm (Corning). Après centrifugation à 1200 tr/min à 

température ambiante pendant 5 minutes, le surnageant a été soigneusement éliminé, et les 

culots cellulaires, resuspendues dans du milieu Endothelial Cell Growth Medium MV2 (C-

22022,PromoCell) puis ensemencé dans une plaque pré-coatée avec de la gélatine 0,1%.   

 

Figure 22 : Extraction des cellules endothéliales de tissus pulmonaires humains. Dans un premier temps, après la résection 
chirurgicale, les explants pulmonaires de tissus sains et tumoraux sont transportés au centre de recherche (1) où ils sont 
disséqué pour faire des fragments de de 1 mm³ (2). Ils sont transférés dans une solution de digestion (3) puis laissé 30 minutes 
à 37 °C pour la dissociation enzymatique (4). La suspension cellulaire obtenue est centrifugée et ensemencée dans des plaques 
pré-coatée à la gélatine (5). 

Une fois que les cellules ont proliféré, les ECs ont été enrichies à l’aide du système 

MACS (Miltenyi Biotec) avec des billes magnétiques coatées avec un anti-CD31 selon les 

instructions du fabricant. Les cellules triées ont ensuite été centrifugées et réensemencées 

dans une plaque 6 puits pour amplification. 
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CULTURE CELLULAIRE ET GENERATION DE LIGNEE CELLULAIRE ET CLONE T 

Les TEC/NECs sont cultivées dans un milieu Endothelial Cell Growth Medium MV2 (C-

22022,PromoCell) supplémenté avec 5% de sérum de veau fœtal, 5 ng/ml de facteur de 

croissance épidermique, 10 ng/ml de facteur de croissance des fibroblastes (bFGF), 20 ng/ml 

de facteur de croissance analogue à l’insuline (IGF Long R3), 0,5 ng/ml de facteur de croissance 

de l’endothélium vasculaire 165 (VEGF), 1 μg/ml Acide ascorbique, 0,2 μg/ml 

Hydrocortisone,100 U/ml de pénicilline et 100µg/ml de streptomycine.  

Les clones de cellules T CD8+ CTL03.1 et N5.14 ont été obtenus comme décrit 

précédemment454,455. Le N5.14 est spécifique de l’antigène MUC1 porté par un HLA-A2, et  

CTL03.1 spécifique de HLA-A*0201/Melan-A(26-35) (EAAGIGILTV). Ces LT sont maintenus en 

milieu de culture Roswell Park Memorial Institute Medium-1640 (RPMI, #31870-025, Gibco) 

supplémenté avec 2mM de L-Glutamine, 100 U/ml de pénicilline, 100µg/ml de streptomycine 

et 5 % d’UltraGRO (AventaCell) et 150 UI d’IL-2 (Proleukin, Novartis, Bâle, Suisse).  

Les lignées cellulaires cibles utilisées pour les essais de cytotoxicité in vitro étaient des 

lignées cellulaires modifiées. Brièvement, les particules rétrovirales contenant le plasmide 

NanoLuciferase (NLuc) ont été exprimées dans la lignée cellulaire Lenti-X 293T (plasmide 

pMX2.1 Nluc). Des surnageants provenant de cellules Lenti-X ont ensuite été ajoutés deux fois 

par jour pendant 4 jours sur une lignée d’adénocarcinome : ADCA 117 (Biocollection CHU 

Nantes France). Les cellules transduites ont ensuite été sélectionnées à l’aide de puromycine 

à raison de 1 μg/ml pendant une semaine. Enfin, elles ont été testées pour l’expression de 

NLuc en mesurant la luminescence libérée après une incubation de 15 minutes avec une 

concentration croissante de Digitonine (Promega, Madison, WI, États-Unis ; Cat#G9441). Les 

ADCA 117 sont cultivées dans un milieu RPMI supplémenté avec 2mM de L-Glutamine, 100 

U/ml de pénicilline, 100µg/ml de streptomycine et 10% de sérum de veau fœtal 

décomplémenté (SVF EUROBIO CSV SVF 00-01). 

Les cellules sont cultivées dans un incubateur à 37°C, maintenu à une atmosphère à 

5% de CO2 et une à humidité de 100%. Des tests pour détecter la présence de mycoplasmes 

dans les cellules sont réalisés régulièrement avec le kit PlasmoTestTM (InvivoGen). 
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MIGRATION SPONTANEE 

Les TEC/NECs sont ensemencées à 5000 cellules par condition dans une plaque 96 puits 

et le suivi de la migration des cellules est réalisé pendant 24 heures par mesure de phase en 

microscopie (IncuCyte® S3 Live-Cell Analysis, Essen Bioscience). Les analyses des images sont 

réalisées avec le logiciel ImageJ-win 64456, en utilisant les plugins « Tracking “ avec ” Manual 

Tracking », les paramètres de suivi sélectionnés : intervalle de temps : 60 min, calibration x/y 

: 1.24µm, calibration z : 0. 2. 

 

SCRATCH ASSAY 

Les cellules sont ensemencées à 200 000 cellules dans une plaque à 24 puits en milieu 

MV2. Après 16 heures, 0,5 mg/ml de mitomycine C (Sigma, M4287) a été ajouté pour arrêter 

la prolifération des cellules. Six heures plus tard, une blessure est faite dans chaque puits avec 

une pointe de 100µl sur la longueur du puits. Des images ont été prises avec l'Incucyte S3 

toutes les 3 heures, et les analyses ont été faites avec le logiciel ImageJ-win 64.  

 

TUBULOGENESE 2D 

Dans une plaque 96 puits froide, 40µl de matrigel (ECM, Corning®) sont déposés et 

laissés 30 minutes à 37°C pour polymérisation. Les cellules sont ensemencées à 15 000 cellules 

par puits sur le matrigel polymérisé. La formation de tube est observée en temps réel pendant 

6 heures par vidéomicroscopie (Nikon, objectif 4X). Les images à 6 heures sont analysées avec 

le logiciel ImageJ avec le module “Angiogenesis analyser” développé par Carpentier et al.457. 

 

TEST D'ADHESION DES PBMCS 

Les ECs ont été cultivées dans des plaques à 24 puits recouvertes de gélatine afin 

d'obtenir une monocouche cellulaire confluente. Les cellules ont été activées de deux 

manières différentes, soit en étant exposée la nuit à du LPS 1µg/ml ou pendant 6 heures à un 

cocktail de cytokines (6nM TNFα et IL1-β). Les cellules mononucléaires du sang périphérique 

(PBMC) ont été prélevées sur un donneur sain (Etablissement Français du Sang), isolées à 

l'aide d'un gradient de Ficoll (Eurobio, Cat#CMSMSL01-01). Les PBMCs ont été marqués avec 

de la calcéine AM (Life, C3100MP). Le milieu a été éliminé et les HUVECs ont été lavées avec 

du PBS avant l'ajout de 2 x 106 PBMCs par puits et incubées pendant 1 heure à 37°C. Les 

cellules non adhérentes ont été éliminées par un lavage délicat 7 fois avec du PBS. Les taux 
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d'adhésion cellulaire ont été déterminés par imagerie de cellules vivantes à l'aide de l’appareil 

IncuCyte (Sartorius). Une dizaine de champs de vue par puits sont choisis au hasard et analysés 

avec Fiji pour déterminer le nombre de PBMCs adhérents par champ. 

 

CYTOMETRIE EN FLUX 

Les cellules sont lavées en PBS puis marquées avec les anticorps indiqués dans le 

Tableau 2 pendant 30 min à 4°C. Les LT ont été analysées à l’aide d’un cytomètre Canto II (BD 

Biosciences) tandis que les ECs ont été analysées à l’aide d’un cytomètre Symphony A5 (BD 

Biosciences). L’acquisition est faite sur le logiciel Diva 8 tandis que l’analyse est réalisée sur 

Flowjo V10. 

Tableau 2| Anticorps utilisé en cytométrie.   

Réactivité (fluorochrome) Dilution finale Référence (fournisseur) 

CD25 (BV421) 1/100 564033 (BD) 

CD31 (Alexa Fluor 488) 1/200 303110 (Biolegend) 

VE-cadhérine (PE) 1/50 348506 (Biolegend) 

ICAM-1 (APC-Fire 750) 1/200 353122 (Biolegend) 

PD-L1 (BV421) 1/100 563738 (BD) 

CD34 (488) pas d’info 303110 (Biolegend) 

 

RT-QPCR 

L'ARN est isolé des cellules avec le kit NucleoSpin RNA Plus (Macherey-Nagel) puis la 

quantification et la validation de la pureté des ARNs obtenus sont dosée par mesure 

d’absorbance à 260 nm, 280 nm et 230 nm par un NanoDrop (Thermo Scientific). Une 

transcription inverse est réalisée en utilisant le kit RevertAid H Minus Reverse Transcriptase 

(RT) (Thermo Scientific) à partir de 500 ng d’ARN contenus dans 10 μL qui sont alors incubés 

avec 1 μL de dNTP et 1 μL d’oligonucléotides dT(12-18) pendant 5 min à 65 °C. 4 μL de tampon, 

2 μL de DTT 0,1 M, 1 μL de RNase OUT (Invitrogen) et 1 μL de Moloney Murine Leukemia Virus-

RT sont ajoutés et les échantillons sont incubés pendant 50 min à 37 °C puis 15 min à 70 °C.  
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L'ADN complémentaire (ADNc) ainsi généré est utilisé pour des expériences de qPCR 

ou à envoyer au séquençage. Les expériences de qPCR ont été réalisées à l’aide du Maxima 

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) et un 

thermocycleur QuantStudio 3 (Thermo Scientific). Chaque échantillon de réaction a été 

analysé en duplica et les CT obtenus ont été normalisés sur ceux du gène de ménage RPLP0 

(protéine ribosomique, sous-unité P0 de la protéine ribosomique) pour obtenir les 2−ΔΔCt 

utilisés pour calculer les changements d’expression relatifs 

Tableau 3| Séquences des amorces utilisées en qPCR 

Gènes Primers sens Primers anti-sens 

RPLP0 5′-GTGATGTGCAGCTGATCAAGACT-3′ 5′-GATGACCAGCCCAAAGGAGA-3′ 

CD274 Qiagen QT00082775 Qiagen QT00082775 

ITGA6 5′-AAATACCAAACCAACACAGG-3′ 5′-TACTGAATCTGAGAGGGAAC-3′ 

USF1 5′-GACGCACTATACTTACTTCC-3′ 5′-TCACAAAGAATTGACCAGTG-3′ 

PCGF3 5′-GAGTTCTATCACAAATTGGGC-3′ 5′-TTTGTTTGAACTGTCGTCTG-3′ 

 

SEQUENÇAGE 3’RNA-SEQ ET MIRNOME 

Le séquençage 3’RNA-seq a été effectué par la plateforme GénoA (SFR Bonamy, 

Nantes) selon le protocole publié (https://doi.org/10.21203/rs.3.pex-1336/v1). Le miRnome a 

été effectué selon le protocole développé dans l’article de Labbe et al.458. 

 

ACTIVATION DES CLONES EN PRESENCE DE LEURS CIBLES   

Les clones sont co-cultivés avec des cellules cibles et des TECs ou des NECs pendant 4 

heures. Pour évaluer la lyse spécifique, les cellules clone CTL03.1 ont été co-cultivées avec une 

lignée cellulaire de M6-Nluc (contrôle négatif) et M113-Nluc HLA-A02 en présence de TECs ou 

de NECs à un ratios lymphocytes T/cellules cibles/EC (20:1:1). La cytotoxicité a ensuite été 

évaluée en mesurant la luminescence de la nanoluciférase libérée dans les puits de culture. 

10 µL d’échantillon sont déposés en plaque 96 puits à fond blanc (#655083, Greiner bio-one) 

et complétés par 35 µL de PBS ou de tampon NanoGlo® selon indication. Le substrat de la 

luciférase, la Coelenterazine-h (Interchim) est ajouté à une concentration finale de 3 µM. Le 

signal de luminescence émis lors de la production de coelenteramide par la Nluc est mesuré 

avec un luminomètre Mithras LB 943 (Berthold, temps d’acquisition = 0,1s).  

https://doi.org/10.21203/rs.3.pex-1336/v1
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PREPARATION DES SEVS 

Les surnageants des cultures cellulaires sont d’abord centrifugés à 300 ×g pendant 10 

min pour éliminer les cellules en suspension puis à 2 000 ×g pendant 10 min afin d’enlever les 

débris cellulaires. Ils sont ensuite ultracentrifugés à 10 000 ×g pendant 30 min 

(ultracentrifugeuse Optima L-80XP (Beckman Coulter) rotor SW-32Ti) pour éliminer les 

microvésicules. Pour purifier les sEVs, une ultracentrifugation est réalisée à 100 000 ×g 

pendant deux heures. Les culots sont lavés en PBS filtré à 0,22 µm lors d’une seconde 

ultracentrifugation à 100 000 ×g puis resuspendus dans 200 µL de PBS filtré. 

 

MICROSCOPIE ELECTRONIQUE POUR L’IMAGERIE DES EVS 

Les culots des EVs purifiées par ultracentrifugation sont repris et fixés dans 200 µL de 

PBS 2% paraformaldéhyde (#47377, Electron Microscopy Sciences) filtré à 0,22 µm. Les images 

ont été acquises par le département de microscopie à l’Université de Tours. Les échantillons 

ont été traités par la plateforme selon le protocole suivant. Des grilles de cuivre recouvertes 

d’un film de carbone sont effluvées pendant une nuit dans le but de les rendre hydrophiles. 

Une goutte de 10 µL d’échantillon est déposée sur la grille pendant 1 min 30 s avant d’être 

essuyée rapidement sur papier buvard. Une coloration négative est réalisée avec une goutte 

d’acétate d’uranyle laissée quelques secondes avant d’être essuyée sur papier buvard. Cette 

opération est répétée deux fois. La grille est séchée quelques minutes puis imagée au 

microscope électronique à transmission (MET) JEOL JEM-1400 Plus (120kV). L’acquisition est 

faite pendant une seconde. L’analyse des résultats a été réalisée avec le logiciel ImageJ et à 

partir de clichés représentatifs. Cette analyse consiste à observer si les particules analysées 

ont bien une morphologie attendue de sEVs. 

 

DOSAGE DE PROTEINE 

100 µL des sEVs purifiées ont été mélangés avec 100 µL de tampon de lyse 

radioimmunoprecipitation assay (RIPA) (150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5% sodium 

deoxycholate, 0.1% SDS, 25 mM Tris, pH 7,4) complété par un mélange d’inhibiteurs de 

protéases (1,04 mM aprotinin, 0,85 µM bestatin, 40 µM E-64, 14 µM leupeptin, 20 µM 

pepstain A). Le dosage protéique est réalisé par BCA (Bicinchonic acid assay, Interchim) et la 

densité optique est mesurée par spectrophotométrie à 570 nm.  
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WESTERN BLOT 

Les échantillons lysés sont dénaturés par ajout de 5% β-Mercaptoéthanol et incubés 5 

min à 95°C. 3 µg de protéines ou à défaut, 35 µl d’échantillon sont mis à migrer sur gel Bis-Tris 

4-20% (SurePAGE, GenScript). La migration est réalisée à 200 V pendant 45 min avec le 

MESbuffer (GenScript). Les protéines sont transférées sur une membrane PVDF 

(Polyvinylidene difluoride, Membrane Immobilon-P, Millipore) durant une heure à 100 V dans 

un tampon Tris-Glycine 10% Méthanol. L’immunodétection des protéines d’intérêt est ensuite 

réalisée après une étape de saturation d’une heure à température ambiante avec du Tris 

Buffered Saline 0,1% + 5% lait. La membrane est incubée avec l’anticorps primaire de souris 

(Tableau 4) en TBS-T + 5% lait pendant une nuit à 4°C sous agitation. Après lavages en TBS-T, 

la membrane est incubée avec un anticorps secondaire anti-souris couplé à la peroxydase de 

raifort (HRP, Jackson Immuno Research, #115-035-006, concentration finale : 0,2µg/ml) 

pendant une heure à température ambiante. Pour la révélation, le substrat d’ECL (ClarityTM 

Western ECL Substrate, Biorad) est déposé sur la membrane pendant 5 min à température 

ambiante. La révélation se fait avec l’imageur ChemiDocMP System (Biorad). Les images sont 

analysées avec le logiciel Image Lab 5.0 (BIORAD).  

Tableau 4| Anticorps utilisé en Western blot 

Réactivité (clone) Concentration finale Référence (fournisseur) 

CD9 (1021007) 1µg/ml MAB25292 (R&D) 
CD63 0,5 µg/ml #10628D (Invitrogen) 
Anticorps secondaire anti-
souris conjugué HRP 

Inconnue, dilué au 
1/2000ème 

115-036-072 (Interchim) 

 

ATTUNE 

Les EVs sont marquées pendant 30 minutes à 4°C avec un mélange d’anticorps anti-

tetraspanins (CD9, CD63 et CD81) ou des isotypes contrôle correspondants conjugué à 

l'allophycocyanine (APC) et anti-CD31 conjugué à la phycoerythrin (PE). Pour éliminer les 

agrégats, les anticorps ont été centrifugés à 15 000 × g pendant 3 minutes avant le marquage. 

Les EVs ont ensuite été analysés à l'aide d'un cytomètre de flux Attune NXT (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA). 

 



RESULTATS 

128 | Page 
 

TRAITEMENT DES CLONES AVEC LES EVS DE TEC/NECS   

Les cellules N5.14 sont co-cultivées avec des exosomes dérivés de TEC/NECs pendant 

24 heures à une concentration de 15 µg/mL, dans un RMPI Ultragro contenant 50 UI/mL d'IL2. 

Ils sont ensemencés dans une plaque 96 puits coatée sur la nuit avec 0,2 mg/ml d’OKT3, un 

anti-CD3 pour activer les N5.14 pendant la co-culture. Les exosomes sont incubés dans 200 µL 

d'ExoQuick-TC pendant 30 minutes à 4 °C. Le mélange est centrifugé à 14 000 rpm pendant 3 

minutes et le surnageant est éliminé. Les exosomes ont ensuite été re-suspendus dans un 

milieu de culture et utilisés pour la co-incubation avec les cellules T CD8. A la fin des 24 heures 

de coculture, les N5.14 ont été récupérés et marqués avec un anti-CD25 BV421 (BD 

Horizon,564033) ou (Biolegend, 302630). 

 

TEST STATISTIQUE 

Sauf indication contraire, les données sont représentées sous la forme de la moyenne 

± l’écart-type de réplicats biologiques ou avec une représentation de chaque point individuel. 

La significativité statistique a été déterminée par un test de Mann-whitney. * p-value < 0,05 ; 

** p-value < 0,01. Les tests statistiques ont été réalisés avec le logiciel Prism 8.0 (GraphPad 

Software) 
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RESULTATS 

Pour explorer les différences fonctionnelles et moléculaires entre NECs et TECs dans le 

CBNPC, j’ai tout d’abord isolé ces cellules puis entrepris une série d'analyses visant à les 

caractériser in vitro.  

CARACTERISATION FONCTIONNELLE DES CELLULES ENDOTHELIALES 

A partir de biopsies de patients CBNPC fournies par le Service d’oncologie thoracique 

du CHU de Nantes (avec des prélèvements de tumeur et de tissu distal pour chaque patient), 

j’ai réussi à isoler et cultiver 7 couples de NEC et TEC. Dans un premier temps, j’ai vérifié la 

présence de marqueurs endothéliaux (CD31 et vWF) par microscopie confocale (Figure R1A) 

et par cytométrie en flux (CD31, CD34 et VE-cadhérine) (Figure R1B). Afin de comparer le 

potentiel d'angiogenèse respectif des TECs et des NECs, les fonctions de migration spontanée 

de chaque couple (Figure R1C) ainsi que leur capacité de migration après un test de fermeture 

de blessure (Figure R1D) ont été évaluées. Aucune différence significative n’a été démontrée 

entre les TECs et les NECs, bien que nous nous attendions à une augmentation des capacités 

migratoires des TECs comme observé par Sievert et al459. Leur capacité à former des réseaux 

vasculaires sur une matrice en 3D (Figure R1E) a aussi été évaluée et semble indiquer que les 

TECs présentent une capacité à former des réseaux vasculaires stables diminuée, en 

comparaison des NECs. Cependant bien que formant un réseau plus fragile, le nombre de 

cellules de front semble être plus important chez les TECs (Figure R1F) traduisant un meilleur 

potentiel angiogénique.  

Malgré cette différence modeste observée dans les caractéristiques fonctionnelles 

classiques des TECs face aux NECs, j’ai décidé de m’intéresser au différentiel d’expression 

transcriptomique global entre ces deux types cellulaires. Nous espérions confirmer les 

observations qui avaient été faites par nos pairs sur l’expression de certains gènes et 

potentiellement les approfondir ou les compléter. 
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Figure R1 : Caractérisation des NECs et TECs issues de CBNPC. (A) Image des cellules endothéliales normales observée par 
microscopie confocale par l’intermédiaire d’un marquage CD31 (gris), VonWillebrand Factor ou vWf (rouge) et noyau (bleu). 
(B) L’expression des marqueurs endothéliaux CD31 et VE-cadhérine ainsi que du marqueur CD34 est mesurée par cytométrie 
en flux sur les populations en culture de TEC et de NEC. (C) La migration spontanée des TECs/NECs est mesurée par suivi du 
déplacement d’une cellule par champs dans un puits à faible confluence pendant 24 heures (n=12). (D) La migration cellulaire 
est mesurée par un test de fermeture d’une blessure sur une cinétique de photographies prises à l’incuCyte toutes les 3 heures 
pendant 15 heures. Les cellules sont préalablement traitées avec de la mitomycine pour stopper le cycle cellulaire et ainsi 
mesurer uniquement la capacité de migration des cellules étudiées (n=5). (E) La capacité des cellules à former un réseau 
vasculaire sur une matrice 3D est mesurée sur ImageJ par analyse de la taille totale du réseau et de sa complexité (n=2). (F) A 
partir des photos prises (E) les cellules de front (représentées par une flèche) sont identifiées selon leur morphologie et 
quantifiées avec le logiciel d’analyse d’image Fiji (n=2). 
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CARACTERISATION TRANSCRIPTOMIQUE DES CELLULES ENDOTHELIALES 

Après extraction des ARNs de plusieurs couples de TEC/NEC issus de nos donneurs, 

nous avons réalisé un séquençage 3’RNAseq sur les ARNs d’un des couples. Les analyses 

illustrées par le volcano-plot (Figure R2A) révèlent un ensemble de gènes qui sont soit 

surexprimés, soit sous-exprimés dans les TECs par rapport aux NECs. Parmi ces gènes, CRYAB 

se distingue comme le plus fortement surexprimé dans les TECs de ce donneur. Afin de 

comparer nos résultats avec des données publiées, j’ai examiné l'expression de six gènes 

d'intérêt fréquemment rapportés comme régulés (CD63, ENG, CD34, ESM1, CCL2, CXCR4). 

Contrairement aux observations traditionnelles, ESM1 et CD34, habituellement surexprimés 

dans les TECs, se révèlent ici sous-exprimés, de même pour les gènes codant pour la 

chimiokine CCL2 et le récepteur de CXCL12, CXCR4. En revanche, l'expression de CD63, connu 

pour être surexprimé dans les TECs, est confirmée dans notre analyse (Figure R2B). 

Nous avons ensuite exploré les signatures transcriptomiques de la transition 

endothélio-mésenchymateuse (EndoMT) dans les TECs/NECs (Figure R2C). Les TECs affichent 

une signature mésenchymateuse plus prononcée, tandis que les NECs conservent une 

signature endothéliale marquée, suggérant une potentielle transition endoMT dans les TECs. 

Ce processus a été décrit comme impliqué dans la baisse de perméabilité des vaisseaux 

tumoraux et dans l’augmentation des capacités invasives des cellules tumorales. 

En parallèle, j’ai réalisé un miRnome sur les ARNs des sept couples de TECs/NECs de 

patients atteints de CBNPC. L'analyse des miRNAs entre les TECs et les NECs a révélé une 

surexpression de 2 miRNA (miR-483-3p et miR-3074-5p) et une sous-expression de trois autres 

(miR-302a-5p, miR-210-3p et miR-138-5p), dans les TECs (Figure R2D). Le diagramme de Venn 

montre les gènes cibles communs entre ces miRNA (Figure R2E). Les miRNAs surexprimés 

ciblent 28 gènes communs tandis que les miRNAs sous-exprimés, bien que n'ayant aucune 

cible partagée, impactent 67 gènes. Malgré ces différences dans l'expression des miRNA, les 

analyses qPCR que j’ai réalisées par la suite n'ont pas montré de variations significatives dans 

l'expression de gènes cibles de ces régulations par miRNA (ITGA6, USF1, PCGF3, CD274) entre 

les TECs et les NECs (Figure R2F-H). 
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Figure R2 : Différentiel transcriptomique des NECs et TECs issues de CBNPC. (A) VolcanoPlot de la p-value ajustée montrant 
la différence d’expression des ARNs chez les TECs par rapport au NECs (p<0,05). (B). Expression des marqueurs CD63, ENG, 
CD34, ESM1, CCL2, et CXCR4 chez les TEC (bleu) et NEC (rouge). (C) Heatmap illustrant les variations d'expression de plusieurs 
gènes clés dans la transition endothélio-mésenchymateuse entre les TEC et NEC .(D) VolcanoPlot de la p-value ajustée 
montrant la différence d’expression des miRNAs chez les TECs par rapport au NECs (p<X). (E) Diagramme de Venn montrant 
le nombre de gènes cibles partagés et spécifiques des miRNAs up-régulés et down-régulés dans les TECs. (F) Expression relative 
des ARNs ITGA6, cible du miR-302a-5p (G) USF1 et PCGF3, cible du miR-210-3p et (H) CD274 cible du miR-138-5p quantifié par 
qPCR. 
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INFLUENCE DES TECS SUR LE RECRUTEMENT DE PBMCS ET SUR L'ACTIVITE DE LT EFFECTEURS 

Dans le but d’évaluer les propriétés immunomodulatrices des TECs par rapport aux 

NECs, nous avons examiné leur capacité à influencer l'adhésion des cellules immunitaires et 

la cytotoxicité des LT CD8+. 

J’ai tout d’abord étudié l’aptitude des TECs et des NECs à recruter des PBMCs en 

mesurant leur capacité d'adhésion sur une monocouche endothéliale (Figure R3A). Après 

stimulation par du LPS ou par un cocktail de TNFα et IL-1β, une augmentation de l'adhésion 

des PBMCs sur les TECs et NECs (n=2) par rapport aux conditions non stimulées a pu être 

observée. Bien que les mesures moyennes suggèrent une adhésion légèrement supérieure 

des PBMCs aux TECs comparativement aux NECs, cette différence n’a pas pu être montrée 

comme  statistiquement significative et nécessiterait de nouveaux réplicas pour dégager une 

véritable tendance.  

Afin de préciser les mécanismes moléculaires sous-jacents, nous avons analysé en 

cytométrie en flux l’expression des protéines d'adhésion clés telles que la VE-cadhérine et 

ICAM-1 (Figure R3B). En absence de tout stimuli pro-inflammatoires extrinsèques, les NECs 

semblent exprimer des niveaux plus élevés de VE-cadhérine et d’ICAM-1 par rapport aux TECs. 

Ce résultat suggère un potentiel d'adhésion supérieur, contradictoire avec les observations 

faites lors du test précédent qui mesurait l’adhésion des PBMCs. Concernant l’expression de 

PD-L1 estimée par cytométrie en flux (Figure R3B), son niveau plus élevé sur les NECs par 

rapport aux TECs pourrait indiquer des différences d’interaction avec les cellules immunitaires 

effectrices. 

Pour évaluer l’impact fonctionnel de ces différences sur la réponse immunitaire anti-

tumorale, j’ai mis en place une co-culture des TECs ou des NECs avec un modèle de cellules 

tumorales développé au laboratoire exprimant la luciférase (N-luc) et présentant un HLA-

A0201/Melan-A(26-35) (EAAGIGILTV), auxquelles sont ajoutés des LT CD8+ monoclonaux 

spécifiques de cette présentation CMH/peptide (Figure R3C). La cytotoxicité des clones de LT 

CD8+ a été mesurée en quantifiant la luminescence relarguée par les cellules tumorales lysées 

(Figure R3D). Les résultats que j’ai obtenus montrent que les ECs semblent potentialiser la 

capacité des LT CD8+ à lyser les cellules tumorales mais les TECs n’altèrent pas de manière 

significative leur activité par rapport aux NECs. 
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Figure R3 : Capacités immunomodulatrices des NECs et TECs issues de CBNPC. (A) Test d'adhésion de PBMCs sur une 
monocouche de NEC ou de TEC sans traitement ou ayant été prétraitées sur la nuit avec du LPS ou pendant 6 heures avec un 
cocktail de cytokines pro-inflammatoires (TNFα & IL-1β). (B) L’expression des protéines d’adhésion VE-cadhérine et ICAM-1 
ainsi que du point de contrôle immunitaire PD-L1 est mesurée par cytométrie en flux sur les populations en culture de TEC et 
de NEC. (C) Les TEC/NECs ont été ensemencées avec les cellules tumorales reconnues par le clone et exprimant la luciférase 
(Nluc) dans une plaque 96 puits. Les CD8 monoclonaux sont ensuite ajoutés et laissés en coculture pendant 4 heures puis les 
surnageants sont récupérés et la luminescence émise par  la luciférase relarguée est mesurée. (D) Cette luminescence est 
relative à l’activité cytotoxique des clones face à leur cible en présence de NECs ou de TECs. Le 100% correspond à la condition 
ou les cellules ont été lysées avec un détergent. 

En résumé, bien que les TECs et NECs diffèrent dans l’expression de certaines protéines 

d’adhésion, ces variations n’ont pas entraîné de modulations notables dans l’adhésion 

cellulaire des PBMCs ni dans l’activité cytotoxique des LT CD8+, en tout cas dans les modèles 

que j’ai utilisés et qui étaient basés sur des cocultures. 

L’autre hypothèse que j’ai souhaitée explorer concernait les capacités différentielles des TECs 

et des NECs à exercer une immunorégulation non par contact, mais par signalisation et plus 

particulièrement au travers de l’émission de sEVs de contenus spécifiques, susceptibles d’agir 

dans l’immunorégulation.  
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IMPACT DES EVS DE TEC/NECS SUR L’ACTIVITE DE LT EFFECTEURS 

Les EVs sont dorénavant considérées commes des acteurs majeurs et souvent sous-

estimés de la communication intercellulaire, en particulier dans le contexte tumoral où de 

nombreux travaux décrivent leur capacité à influencer l'environnement immunitaire. Peu de 

choses sont en revanche connues sur un tel mode de signalisation dirigé par les ECs en 

contexte tumoral. Une étude publiée en 2020, met en lumière l’impact des EVs de TECs sur la 

sécrétion de cytokines par des PBMCs. Le traitement avec ces EVs induit une augmentation de 

la production de cytokines pro-inflammatoires et immunosuppressives460 sous entendant une 

activité immunorégulatrice des TECs au travers de ce moyen de communication. Afin de 

caractériser l'impact des EVs issues de NECs et de TECs de CBNPC sur l'activité des LT CD8⁺, j’ai 

entrepris une série d'expériences qui sont décrites dans la figure R4. 

J’ai eu, dans un premier temps à optimiser la production et purification des exosomes 

endothéliaux en suivant la méthode de référence par ultracentrifugation différentielle461 

(Figure R4A). Cette mise au point technique m’a permis d’obtenir des échantillons enrichis en 

particules. Pour répondre aux directives de l’ISEV, nous avons confirmé par microscopie 

électronique que les EVs ainsi purifiées présentaient la taille et la morphologie typiques 

attendues, sans contamination visible (Figure R4B). Nous avons validé la présence de 

marqueurs exosomaux les plus couramment utilisés (CD63 et CD9) par western blot (Figure 

R4C). A noter que nous n'avons pas de contrôle quantitatif standard dans cette expérience, et 

donc que la comparaison du niveau de marquage entre les TECs et les NECs n’est pas possible.  

Pour compléter ces observations, nous avons passé des EVs de TEC/NEC au cytomètre 

Attune dont la technologie par focalisation acoustique permet d’analyser des événements de 

petite taille. Les marquages montrent que ces EVs expriment des marqueurs classiques tels 

que les tétraspanines CD63, CD81 et CD9 mais aussi le marqueur endothélial CD31 (Figure 

R4D-E) confirmant l’intégrité de l’échantillon et l’origine des EVs.  

Nous avons ensuite cherché à savoir si les sEVs de TECs ou de NECs pourraient impacter 

l’activité des LT CD8+. Nous avons choisi d’introduire les sEVS dans un modèle développé au 

laboratoire et basé sur un clone de LT CD8+ (le N5.14) s’activant contre l’antigène MUC-1 

porté par un HLA-A2 exprimé par une lignée tumorale du laboratoire462. Comme l’illustre le 

schéma (Figure R4F) nous avons activé nos clones de manière aspécifique par l’intermédiaire 



RESULTATS 

136 | Page 
 

d’un anticorps anti-CD3 (OKT3), puis nous avons exposé ces clones pendant 24 heures avec 

des EVs de TECs ou de NECs venant de 4 donneurs différents et un contrôle sans traitement. 

A la fin du temps de coculture, les clones sont récupérés et analysés par cytométrie en flux sur 

l’expression du marqueur d’activation CD25, la chaîne α du récepteur à l’IL-2 (Figure R4G). 

 

Figure R4 : Impact des EVs de NEC/TECs sur l’activité des lymphocytes T effecteurs. (A) Les EVs de TEC/NECs sont isolées à 
partir de surnageant de culture après plusieurs cycles de centrifugation classique pour enlever les débris, suivi de deux cycles 
d’ultracentrifugation. (B) La morphologie de ces EVs est observée par microscopie électronique. (C) La présence des marqueurs 
spécifiques aux EVs sont confirmés par Western Blot et (D) cytométrie en flux. (F) Les sEVs produits par les TEC/NECs ont été 
co-cultivés pendant 24 heures avec des LT CD8 monoclonaux activés de manière non spécifique par OKT3. (G) L'expression de 
CD25, a été mesurée par cytométrie en flux pour évaluer l'effet des sEVs sur l'activation des LT CD8.  

Les résultats que j’ai pu obtenir montrent une augmentation modérée de l'expression 

de CD25 après exposition aux EVs, indiquant une légère tendance à l’augmentation de 

l'activation des clones dans ce modèle. Cependant, aucune différence significative n'a été 

observée entre les effets des EVs dérivées de NECs et celles dérivées de TECs, suggérant que 
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dans ce modèle, les EVs des deux origines exercent un effet similaire sur l'activation des 

lymphocytes T CD8⁺. 

En résumé, les résultats de la première partie de mes travaux de thèse semblent 

montrer que les TECs isolées de biopsies pulmonaires ne présentent pas de différences 

phénotypiques significatives en termes de migration par rapport aux NECs. Cependant, elles 

possèdent un potentiel angiogénique plus marqué, bien que le réseau formé paraisse moins 

stable. Les TECs isolées présentaient des variations transcriptomiques, notamment au niveau 

de gènes signature de mécanismes pro-angiogéniques tels que CD105 (endogline/ENG) et 

immunitaires avec la chimiokine CCL2 et le récepteur CXCR4 qui sont diminués. Malgré tout, 

ces différences ne semblent pas affecter l'activation des  LT CD8, que ce soit par contact direct 

ou via des EVs produites par les TECs. De plus, bien que des variations d'expression de 

plusieurs miRNA aient été observées entre TECs et NECs, leur impact fonctionnel reste 

incertain et des analyses plus approfondies demeurent nécessaires pour évaluer les effets 

potentiels de ces variations sur davantage de cibles. 
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DISCUSSION INTERMEDIAIRE 

Dans cette section, je discuterai des difficultés rencontrées pour l’étude TECs /NECs et 

comment j’ai été amenée à réorienter le projet de thèse en cours de route. Cette réflexion 

préliminaire précédera une analyse globale présentée à la page 191 du manuscrit.  

Pour mon étude comparative des TECs et des NECs, je me suis rapidement heurtée à 

des obstacles techniques et logistiques et ce dès l'isolement et la manipulation des cellules 

primaires issues de biopsies de CBNPC. Les échantillons dont j’ai pu disposer étaient limités et 

peu standardisés. Ils présentaient une diversité histologique (adénocarcinome, épidermoïde, 

neuroendocrinien) qui a restreint la portée de mes analyses. Les ECs, tant tumorales que non 

tumorales, sont dotées d’une grande plasticité, et au fil des passages en culture, subissent des 

transformations pouvant altérer leur phénotype initial. Cette plasticité est marquée par la 

perte de caractéristiques clés comme le vWF et l’acquisition progressive d’un profil 

fibroblastique. Cette dérive impacte les différences initiales entre les TECs et NECs que nous 

cherchions à étudier. De même, le temps d'enrichissement pour éliminer les fibroblastes 

contaminants et obtenir un nombre suffisant de ECs pour nos expériences m’a contrainte à 

utiliser des cellules à des passages élevés, augmentant ainsi le risque de dédifférenciation et 

d’artefacts liés à la culture prolongée. 

Bien que les modèles basés sur l’ex vivo et les cellules primaires soient précieux pour 

leur proximité de fonctionnement avec les cellules d’origine, ils restent sensibles aux 

conditions de culture. Les comportements des cellules cultivées in vitro peuvent être 

fortement influencés par des variations dans l’environnement nutritif, l’oxygénation, ou 

d'autres paramètres de culture. Cette sensibilité augmente la complexité de l’optimisation 

expérimentale et pose de sérieux défis pour garantir l’authenticité des observations. Cela a 

sans doute contribué au faible degré de différence entre TECs et NECs au cours des tests 

fonctionnels, suggérant l’émergence de populations de cellules plus homogènes et moins 

représentatives des conditions physiopathologiques dans nos cultures.  

Par conséquent, j’ai réalisé que nos résultats devaient être interprétés avec prudence, 

en tenant compte des limitations inhérentes au modèle dont nous disposions. Face à la 

réserve nécessaire à adopter quant à notre modèle TECs/NECs maintenues en culture sur 

plusieurs passages et en raison de leur dérive possible, nous avons opté pour un modèle plus 
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standard de coculture. Ce modèle associant des HUVEC pour mimer un compartiment 

vasculaire sain, et des cellules tumorales issues de CBNPC, nous a permis de nous affranchir 

du délicat maintien d’un phénotype stable qui s’est révélé critique avec des cellules isolées de 

patients. Nous nous sommes alors focalisés sur les effets de l'interaction des cellules 

tumorales avec des ECs dont la manipulation est davantage connue et maîtrisée.  
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MODULATION DU COMPARTIMENT VASCULAIRE PAR LES 

CELLULES TUMORALES DE CANCERS PULMONAIRES ET SON 

IMPACT SUR LE MICRO-ENVIRONNEMENT IMMUNITAIRE 
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INTRODUCTION/CONTEXTE 

Les ECs constituent des acteurs majeurs dans la physiologie du microenvironnement 

tumoral. La transformation tumorale des ECs joue un rôle dans la progression des tumeurs, 

notamment à travers l'angiogenèse et l'échappement immunitaire, bien que leurs 

mécanismes exacts pour ce dernier point restent à élucider. Nous avons émis l'hypothèse que 

les cellules tumorales de CBNPC induisent des altérations phénotypiques chez les ECs 

environnantes au moyen d’une communication entre cellules par contact direct ou par des 

signaux sécrétés. Ces modifications pourraient influencer les interactions entre les ECs et les 

acteurs du système immunitaire, comme les LT et les macrophages, en modifiant leur 

activation et leur différenciation. 

Pour explorer cette hypothèse, nous avons étudié l'effet des contacts directs et 

indirects des cellules tumorales sur l'activité immunomodulatrice des ECs. Nous avons 

effectué un séquençage 3’RNAseq sur des HUVECs co-cultivées pendant 48 heures avec des 

cellules tumorales, triées en fonction du marqueur CD31 ou cocultivées en transwell. Les 

analyses transcriptomiques ont révélé un profil d'activation endothéliale, caractérisé par la 

surexpression de gènes pro-inflammatoires, notamment ceux codant pour les intégrines. Ces 

observations sont plus marquées lorsque les ECs sont mises en contact direct avec les cellules 

tumorales. Sur le plan fonctionnel, nous avons observé que les HUVECs ayant été en contact 

avec des cellules tumorales influencent la prolifération des LT CD4+ après activation, ainsi que 

l’orientation de différenciation des LT naïfs et des monocytes.  

Enfin, nous avons utilisé un modèle sphéroïde 3D, intégrant différents types cellulaires 

(ECs, monocytes, fibroblastes, cellules tumorales), pour caractériser plus finement les profils 

de différenciation de chacun. Cette approche a permis d’obtenir une vision plus nuancée et 

détaillée des interactions cellulaires, au-delà des simples analyses de marqueurs 

membranaires, enrichissant ainsi notre compréhension des mécanismes d’interaction entre 

les cellules tumorales et l’environnement immunitaire. 

En conclusion, nos résultats soutiennent l'idée que les cellules tumorales du CBNPC 

modifient le phénotype des ECs à proximité et entraînent des changements notables dans leur 

activité immunomodulatrice. Ces changements affecteraient potentiellement la réponse 

immunitaire dans le TME. L'utilisation de modèles 3D complexes a permis de caractériser ces 
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interactions de manière plus approfondie, soulignant l'importance de telles approches pour 

mieux comprendre les mécanismes sous-jacents à la progression tumorale et à l'échappement 

immunitaire. Ces observations ouvrent des perspectives pour de futures recherches visant à 

cibler ces interactions dans le cadre de stratégies thérapeutiques anticancéreuses. 
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Abstract 

Tumor endothelial (TECs) cells play a critical role in regulating immune responses within the 

tumor microenvironment (TME). However, the mechanisms by which TECs modulate immune 

cell population remain unclear, particularly in non-small cell lung cancer (NSCLC). Here, we 

investigated how NSCLC cells modulate normal endothelial cells (NECs) into TECs and the 

subsequent effects on immune regulation. NECs were cocultured with various NSCLC cell lines, 

using 2D and 3D coculture models to evaluate TEC-mediated effects on immune cells. We 

show that direct coculture led to significant transcriptomic, proteomic and kinomic alterations 

in TECs, especially in pro-inflammatory pathways. We identified a downregulation of the co-

stimulatory molecule OX40L in TECs compared to NECs, suggesting impaired T-cell 

proliferation support. TECs showed a limited effect on CD8+ T-cell activation but affected CD4 

T-cells polarizing subsets by supporting Treg and Th22 induction. Moreover, TECs also 

promoted M2-like macrophages polarization, thereby potentially contributing to the TME 

immunosuppression. Our state-of-the-art single-cell RNA sequencing of 3D multicellular 

tumor spheroids (MCTS) revealed distinct TEC subpopulations, including an inflammatory 

subset not present in 2D NEC cultures but present in 2D TEC and NSCLC human biopsy. 

Importantly, we also identified within MCTS a perivascular M2-like macrophage subset, 

predicted to interact with TECs with MIF signaling. In conclusion, TECs in NSCLC tumors play a 

pivotal role in remodeling the TME immune landscape by promoting immune suppression. 

This study highlights the complex immunoregulatory functions of TECs within our different in 

vitro models that mimic aspects of the TME. Our data may provide new insights into potential 

therapeutic strategies targeting TECs to improve the efficacy of immunotherapy in NSCLC. 
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Introduction 

Responsible for an estimated 1.8 million deaths per year, lung cancer is one of the leading 

causes of cancer incidence and mortality worldwide, with non-small-cell lung cancers (NSCLC) 

accounting for 80-85% of cases 1. Over the past decade, a better understanding of the biology 

of lung cancer, particularly the composition and activity of the tumor microenvironment 

(TME), has led to the development of new therapies that have improved survival 2. As such, 

immunotherapy in the form of immune checkpoint inhibitors have revolutionized patient 

outcome compared to chemotherapy alone 3–6.  

These immunotherapies are based on the reversal of the anergy of T lymphocytes that is 

induced in the TME by tumor cells themselves, heterogeneous immune cells including tumor-

associated macrophages (TAM), regulatory T cells (Treg) and Th2/22 cells. However, tumor 

progression and response to treatment may also be affected by structural cells, including 

cancer-associated fibroblasts (CAFs), endothelial cells (ECs), and other factors such as 

extracellular matrix. There is considerable evidence that tumor endothelial cells (TECs) have 

unique phenotypic and functional traits in comparison to normal endothelial cells (NECs) in 

terms of metabolism, genetics and transcriptomic profile 7. Moreover, a recent set of 

evidence indicates that TECs display immunoregulatory features that could be therapeutically 

relevant for cancer patients and their response to immunotherapies 8–13. Current 

assumptions are that some TECs subsets, in the form of tumor-associated high endothelial 

venules (HEVs) are gatekeeper for TME infiltrating immune cells and essential for successful 

antitumor immunity 14, whereas other TECs act as semi-professional antigen presenting cells 

(APC) to activate or inhibit effector cells 15 and model tertiary lymphoid structures in the 

tumor 16. The difficulty in studying TECs holds in the fact that they are highly heterogeneous 

and plastic by nature and the lack of relevant models to study their immunoregulatory 

characteristics. In this study we established various models to unravel how tumor cells could 

remodel NECs into TECs, and how their remodeling could impact the immune system. Various 

approaches including single-cell RNA sequencing (scRNA-seq) and functional assays are 

employed to reach this aim. 
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Materials & methods 

HUVEC isolation 

Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were freshly isolated from umbilical cords 

obtained from multiple donors from the CHU Maternity, Nantes. Informed consent was 

obtained from all subjects. The blood from umbilical cord is rinsed with PBS and sterile gauze 

and 10 ml of the 0,2% collagenase type I in 0,9% NaCl + 2 mM CaCl2 + 2X P/S, PBS and M199 

solution is added in the vein and the up side clamped with a sterile clip. The umbilical cord is 

incubated 13 min at 37 degrees. After incubation, the umbilical cords are unclipped and the 

collagenase collected. The vein is rinsed with M199 medium and the cells are centrifuged at 

1200 rpm for 5 minutes. The cells are resuspended into a M199 medium with 2X P/S and 

grown on a gelatin coated T75 flask in a 37 degrees incubator with 5% of CO2.  

Cell culture, Coculture and CD31 sorting. 

HUVECs were cultured in Endothelial Cell Growth Medium 2 (EGM2) media (22011B, 

Promocell) supplemented with 2% fetal calf serum (FCS), 5 ng/ml epidermal growth factor 

(EGF), 10 ng/ml basic fibroblast growth factor, 20 ng/ml Insulin-like Growth Factor (Long R3 

IGF), 0.5 ng/ml VEGF 165, 1µg/ml ascorbic acid, 22.3 µg/ml heparin, and 0.2 µg/ml 

hydrocortisone from the Supplement Mix (C-39216) in flasks coated with 0.1% gelatin (Sigma; 

Lot#SLCF9893). Cells were used between passages 2-7. NSCLC cell lines, A549, H1755 and 

H1975 were cultured in RPMI 1640 medium (Gibco (Invitrogen)) supplemented with 100 U/ml 

penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 2 mM L-glutamine (Gibco (Invitrogen)), 10% FBS (Corning), 

and cultured at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. All cells were tested each week to prevent 

mycoplasma contaminations using PlasmoTest™ (Invivogen).  

We conducted our coculture according to the protocol suggested by Njock and his team 17. 

The day before coculture HUVECs and NSCLC cell lines were rinsed with D-PBS and placed in 

EGM2 without growth factor (EGM2 SF) but completed with 0.5% FBS exofree (extracellular 

vesicles depleted) and 5 ng/ml human Fibroblast Growth Factor (bFGF) (HY-P7004, Med Chem 

Express) overnight. The next day, HUVECs were seeded in EGM2 for 6 hours, then tumor cells 

were added to plates with adherent HUVECs in a 1:1 ratio in EGM2 SF, 0.5% FBS exofree and 

5 ng/ml human bFGF. After 48 hours, monoculture (HUVEC alone) or coculture (HUVEC+A549/ 

HUVEC+H1755/ HUVEC+H1975) are detached with TrypLE Select (1X) (GibcoTM,12563029) 
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and HUVEC were positively selected for CD31 by magnetic cell sorting (MACS) using LS 

separation columns (Miltenyi Biotech, 130-042-401). Following the manufacturer's 

instructions, a positive staining of HUVEC using the CD31 MicroBead Kit (Miltenyi Biotech, 130-

091-935) was performed. Cells were passed sequentially over two separation columns to 

reach higher purity. EGM2 was used for the final elution step from the column. 

Monocyte and Lymphocyte T-Cell Purification 

Peripheral Blood Mononuclear cells (PBMCs) were collected from healthy donors 

(Etablissement Français du Sang, ethics agreement CPDL-PLER-20** **), isolated using Ficoll 

gradient (Eurobio, Cat#CMSMSL01-01). Polyclonal CD8+ T cells were selected using EasySep 

Human CD8+ T Cell Isolation Kit (STEMCELL Technologies; 17953). Blood monocytes were 

isolated through negative magnetic sorting (EasySep Human Monocyte Enrichment Kit, 

StemCell) 

Myeloid cell differentiation  

Macrophages were differentiated from monocytes over 4 days, seeded in a 12-well plate at 

1.106 cells in 1 mL of RPMI supplemented as described. At the seeding day and the day after, 

200 U/mL of GM-CSF (Miltenyi) was added to differentiate M1-like macrophages or 

5000 U/mL of M-CSF (Miltenyi) for M2-like macrophages. After 4 days, macrophages were 

harvested for experiments.  

RNA isolation 

After CD31 sorting, total RNA from HUVECs was extracted using the miRNeasy Micro Kit 

(Qiagen; 217084) according to the manufacturer’s instruction, and RNA integrity and profiles 

were measured before sequencing using the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent) for total RNA 

(RNA nanochips).  

Reverse-transcriptase quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) 

One microgram of RNA was reverse transcribed using Revert Aid H Minus Reverse 

Transcriptase (Thermo Scientific), and the RT product was used for expression analysis using 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific) on a QuantStudio3 system 

(Applied). Targets of interest were amplified using premade primer: PECAM (QT00081172), 

ICAM (QT00074900), VCAM (QT00018347), PD-L1 (QT00082775), TNFSF4 (QT00028658). 
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Gene expression was normalized based on the expression of the housekeeping gene encoding 

the Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit P0 (RPLP0).  

3’RNA-seq digital gene expression and analysis 

Gene analysis was performed thanks to the GenoBird platform by 3’RNA-sequencing profiling 

using a NovaSeq 6000 (Illumina). The quality of raw sequence reads was assessed by FastQC. 

Adapter sequences were trimmed off the raw sequence reads using Cutadapt. Reads were 

aligned to the human (hg38) genome using BWA. All obtained data have been uploaded on 

GEO Omnibus site (GSE247526). Bioinformatic analysis to compare gene expression signature 

and gene set enrichment analysis was carried out using the DESeq2 and pathfindR packages. 

An adjusted p-value <0.05 was considered statistically significant.  

MCTS formation and scRNA-seq 

MCTS were formed by mixing A549, normal primary HUVECs, normal primary human lung 

fibroblast, and PBMC-derived monocytes at a defined ratio of 2:1:1:1, with a total of 20.000 

cells per MCTS. Cells were mixed and loaded in a low adherence plate, and cells pelleted by 

centrifugation. The EGM2 medium was used to culture the MCTS. 

After 5 days of culture, MCTS were collected, rinsed with PBS and dissociated with TrypLE. The 

single cell suspension was then resuspended in a 0.04% BSA and viability assessed. 33.000 

cells were used to generate single cell droplet librairies with Chromium NEXT GEM Single Cell 

3' Reagent kit v3.1, 10X Chromium Single Cell Controller (10X Genomics, Pleasanton, CA, USA). 

Library size was determined by Agilent TapeStation assays and the concentration by Qubit Flex 

(Invitrogen). Libraries were pooled and sequenced on NovaSeq 6000 Sequencing System 

(Illumina), providing a read depth of >20,000 read pairs per cell according to manufacturer's 

instructions.  

scRNA-seq bioinformatic analysis 

Gene expression matrices were generated using Cell Ranger (10X Genomics, version 2.1.1) 

using the GRCh38 build of the human reference genome, and further processed using RStudio 

(version 2023.12.1+402). We used the following quality control steps: genes expressed by <10 

cells were not considered, cells expressing <350 genes (low quality) or >10.000 genes, or >10% 

of unique molecular identifiers (UMIs) derived from the mitochondrial genome were 
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removed. 279 doublets were detected and removed using the DobletFinder package. Doublets 

represent ~0.5% of filtered cells and did not form any specific cluster nor were 

overrepresented in a particular sample. Visualization, clustering, marker gene identification 

and gene set enrichment analysis of the remaining cell data was performed using the SeuratV5 

package. Prior to SCENIC analysis, gene expression matrix was exported to python compatible 

file using ScopeLoomR. Then, after 10 iterations of pySCENIC pipeline, results were aggregated 

in custom python pipeline. Using only matrices resulting from the aggregation, the integration 

of regulons data was analyzed in Seurat and R. Copy number variations (CNV) were estimated 

using the inferCNV R package (version 1.5.0). For this analysis, we first performed the analysis 

without reference populations to visualize chromosomal alterations across all cell types. After 

identifying cluster with similar CNV, and matching these results with cluster gene signatures, 

we rerun inferCNV with the immune cell, ECs and fibroblasts as reference cells. Analysis was 

performed using the following parameters: cut-off 0.1, denoise = T, min_cells_per_gene = 10, 

HMM = F, cluster_by_groups = F. CellChat was performed using default parameters 18 on the 

full CellChat database by predicting interactions between the endothelial and myeloid 

compartments. A meta-analysis for commonly upregulated gene sets between HUVEC 

monocultures and NSCLC or MDA-MB-231 cocultures 17 was performed using the BIOMEX 

software 19. 

Protein Tyrosine Kinase (PTK) and Serine Threonine Kinase (STK) kinome assay 

After NSCLC-HUVECs isolation, cell pellets are collected and lysed with a M-PER TM reagent 

(Thermo Scientific, 78501) containing protease and phosphatase inhibitors (Thermo Scientific, 

87785). Lysates were dosed using BCA to make sure that we had enough protein quantity for 

all our experimental conditions and 3.35µg and 1µg of protein samples were loaded on the 

PTK and STK PamChip arrays, respectively (PamGene). Everything was processed using the 

manufacturer’s recommendations and using the PamStation 12. The array allows the tracking 

of the phosphorylation of 196 peptides for the PTK and of 144 peptides for the STK, where the 

kinase activities are predicted, and further checked for quality filtering. The data were 

analyzed by PamGene and the pathways identified with the EnRichr website. 
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Secretome proteomic analysis  

Digestions and LC-MS/MS analyses were performed at the Prot’ICO proteomics facility. NSCLC 

cell lines were incubated 72 hours in RPMI with 10%SVFd and 1% PS. Supernatants were 

washed away with 1X PBS and replaced by RPMI without SVF and allowed to condition this 

new medium for 24 hours. Cells were counted for subsequent normalization, and media (~6 

mL) were collected and centrifuged 5 min at 300g and concentrated on an amicon spin reverse 

5 kDa/2mL membrane filtration device. Proteins were denatured in 0.1% Rapigest SF™ acid-

labile detergent (Waters®), 5 mM DTT and 50 mM ammonium bicarbonate, at 95°C for 30 min 

(200 µL final). Thiol residues were thus chemically reduced and subsequently cooled down to 

RT then protected by alkylation in 20 mM MMTS (Sigma Aldrich®) for 10 min at 37°C. 5µg of 

trypsin (ABSciex) per sample were added and incubated at 37°C overnight. Peptides were then 

cleared by centrifugation, desalted on C18 sep-pack reverse phase microcolumns as described 

in the “Stage-tips” procedure and peptides were eluted in Acetonitrile (ACN)23. Eluates were 

dried in a vacuum centrifuge concentrator (Thermo), resuspended in 25 µL of 10% ACN and 

0.1% Formic Acid (FA). Eluate flow was electrosprayed into a timsTOF Pro 2 mass spectrometer 

(also from Bruker®) for the 60 min duration of the hydrophobicity gradient ranging from 99% 

of solvent A (0.1% FA in milliQ-grade H2O) to 40% of solvent B (80% ACN and 0.1% FA in mQ-

H2O). The mass spectrometer acquired data throughout the elution process and operated in 

data-independent analysis mode (DIA) with PASEF-enabled method using the TIMS-Control 

v.3.1.4 software (Bruker®). Samples were injected in batch replicate order to circumvent 

possible technical biases.  

LC-MS/MS data analysis: The raw data were extracted, normalized and analyzed using 

Spectronaut software v. 18.6.231227.55695 (Biognosys®) in Direct-DIA mode, which 

modelized elution behavior, mobility and MS/MS events based on the Uniprot/Swissprot 

sequence 2022 database of human proteins. Protein identification false discovery rate (FDR) 

was restricted to 1% maximum, with match between runs (MBR) option enabled and inter-

injection data normalization. 
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Flow cytometry 

To characterize Endothelial cell after sorting: 

Cells were stained in suspension for 30 min at 4°C with anti-CD31-AlexaFluor 488 (Biolegend, 

303110), anti-CD274-PE (BD, 557924), anti-CD252-PE (Biolegend, 326308), anti-CD54-APC-

Fire 750 (Biolegend, 353122), anti-CD106-APC (Biolegend, 305810). Cells were washed twice 

with PBS, processed by flow cytometry on a 5 laser, 32 detector BD FACSymphony™ A5 Cell 

Analyzer (BD Bioscience) (Acquisition software: Diva 8) and analyzed with the FlowJo VX 

software. Median fluorescence intensities measured in flow cytometry experiments are 

normalized on the monoculture conditions and are displayed as ratios of median fluorescence 

intensities (RMFI) ± standard error of the mean (SEM). 

To characterize macrophage populations after 5 days cocultured with sorted HUVECs: 

After washing in Phosphate buffered saline (PBS), the cells were incubated 20 min with 1:500 

Zombie UV™ Fixable Viability dye (Biolegend) in PBS. They were washed with PBS-0.1% Bovine 

Serum Albumine (BSA, Sigma-Aldrich) and fixed with PBS-4% paraformaldehyde (PFA, Electron 

Microscopy Sciences) for 10 min, washed and stored at 4°C. 

Cells were incubated in 50 µL of Brilliant Stain Buffer (BD Biosciences) supplemented with 

1.25 µg of human BD Fc Block (BD Biosciences). After 10 min, appropriate concentrations of 

specific antibodies were added for 30 min at 4°C with 1µg/ml anti-CD31-AlexaFluor 488 

(Biolegend, 303110), 1:800 anti-CD45-BUV805 (BD Biosciences), 1:200 anti-CD163-BV711 (BD 

Biosciences), 1:400 anti-HLA-DR-PE Vio770 (Miltenyi), 1µg/ml anti-CD16-BUV737 (BD 

Biosciences) and 1:100 anti-CD14-APC Vio770 (Miltenyi). After three washes in PBS-0.1%BSA, 

stained cells were acquired on a 5 laser, 32 detector BD FACSymphony™ A5 Cell Analyzer (BD 

Bioscience). The BD FACSDiva 8.0 software (BD Biosciences) was used for data acquisition and 

analyzed with the FlowJo VX software. 

Confocal Microscopy 

Cocultures were seeded into 24-well plates on coverslips for 48 hours and then fixed in PBS-

4% PFA during 20 minutes at room temperature (RT). PBS-2%Triton-1%BSA was used to 

permeabilize the cells for 30min at RT. Primary antibodies anti-CD31-488 (Biolegend, 303110) 

anti-vWF (Abcam, ab6994), CD163-594 (Biolegend, 364304), CD45-647 (Biolegend, 304018) 
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were incubated with the cells overnight at 4°C, and secondary antibodies AlexaFluor 594 (Cell 

Signalling Technology, 8889S) were incubated for 1 hour at RT with Hoechst 33342 (Sigma, 

14533) and anti-Phalloidin-647 (Invitrogen, A30107). Pictures were taken with a Nikon A1rHD 

LFOV confocal microscope, with a 60x oil immersion objective (Nikon Instruments). The 

images were processed and analyzed using the ImageJ software. 

After formation, MCTS spheroids were collected in PBS and permeabilized in PBS Triton 2%. 

After primary and secondary antibody incubations, MCTS were rinsed and immobilized on a 

IBIDI 8p with Cell-Tak (Corning). Finally, MCTS are transparized using RapiClear (SunjinLab, 

Nikon) 1.47 before image acquisition. 

ELISA assay 

Cytokine production was quantified from cocultured supernatants 24 hours after exposing LTs 

to HUVECs. TNF-α secretion was measured according to the manufacturer’s instructions using 

uncoated TNF-α ELISA kits (Invitrogen, 88-7346-88) and absorbance values were read at 

450/570nm using Multiskan FC microplate reader (Thermo Scientific) and concentrations 

were calculated according to the manufacturer’s instructions. IL-10 secretion was measured 

according to the manufacturer’s instructions using uncoated IL-10 ELISA kits (Biolegend, 

430604) and absorbance values were read at 450/570nm using Multiskan FC microplate 

reader (Thermo Scientific). IL-10 concentrations were calculated according to the 

manufacturer’s instructions. 

Chemokine detection by multiplex assay 

The supernatants of cocultures were collected after 5 days of coculture between sorted 

HUVEC and naïve CD4+ T Lymphocytes. Cytokines such as IL-5, IL-13, IL-2, IL-6, IL-9, IL-10, IFN-

γ, TNF-α (TNFSF2), IL-17A, IL-17F, IL-4, IL-22 were quantified using the LEGENDplex™ Human 

T Helper Cytokine Panels Version 2 (BioLegend) according to the manufacturer’s 

recommendations. 

Leukocytes Adhesion assay  

After CD31 sorting, HUVEC were grown in 24-well plates coated with gelatin to obtain a 

confluent cell monolayer during 6 or 24 hours. Over this period, the activated monoculture 

control is exposed to cytokine cocktail (6nM TNF-α and IL1-β). PBMCs were obtained as 
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described above and labelled with calcein AM (Life, C3100MP). Medium was removed and 

HUVECs were washed with PBS before the addition of 2.0 x 106 and incubation for 1 hour at 

37°C. Non-adherent cells were removed by delicate washing 7 times with PBS. Cellular 

adhesion rates were determined by live cell imaging using the IncuCyte (Sartorius). Around 

ten fields-of-view per well are randomly chosen and analyzed with Fiji 20 to determine the 

number of adherent leukocytes per field of view.  

CFSE  

Polyclonal/naïve CD4 T cells, and naive CD8 T cells were purified by Ficoll gradient from 

peripheral PBMCs of healthy volunteers and stained with CellTrace CFSE (ThermoFischer 

Scientific) at 1µM as per the manufacturer’s instructions. CFSE stained cells are then 

cocultured with NECs (HUVECs) or NSCLC-TECs (NSCLC-cocultured HUVECs) for 5 days. 

Thereafter, cells from the coculture are harvested with TryPLE and stained before being 

analyzed by flow cytometry. 

Leukocyte and monocyte chemotaxis 

PBMCs isolated from the peripheral blood of healthy donors are placed in an 8µm transwell 

insert and coculture media from monoculture of NECs or NSCLC-TECs is placed in the lower 

chamber. After 3 hours of incubation, cells that have performed transmigration are collected, 

centrifuged, and transferred to a conical 96 well plate. 

Spontaneous EC migration assay 

After CD31+ sorting, a 96-well plate is coated with gelatin 0.1%, and 5.103 cells per condition 

are seeded in the wells. The 96-well plate was put in the Incucyte S3 (Sartorius) for live 

imaging. Phase images were acquired for every experiment. Five images of each well were 

taken every hour during 24 hours in order to be able to track the cells in a movie. On ImageJ-

win 64, using the plugins « Tracking » with « Manual Tracking », the tracking parameters were 

selected: time interval: 60 min, x/y calibration: 1.24µm, z calibration: 0. 2 cells per image are 

tracked for 24 hours. Using analysis on Incucyte, the confluence per wall was taken to measure 

the proliferation of our cells. 
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Scratch wound healing assay 

Confluent HUVEC monolayers were pretreated for 24 hours with 1µg/ml Mitomycin C to block 

proliferation. A scratch wound has been made using a 200µl tip. After scratch, cells are washed 

with PBS and then incubated in supplemented EGM2 in the Incucyte incubator. Photographs 

were taken every 3 hours for 15 hours and analyzed between T0 and T6. Migration was 

measured with Fiji and expressed as percentage of wound closure (gap area at T0 minus gap 

area at T6 in percentage of gap area at T0).   

Quantification and Statistical Analysis 

Data represent mean ± SEM between biological replicates. Statistical significance was 

calculated using non-parametric Wilcoxon test or Kruskal-Wallis depending on the 

comparison. *p<0.05; **p<0.01; ***<p0.001. Statistical analyses were conducted using 

GraphPad PRISM.  
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Results 

Coculture with NSCLC cells lead to profound transcriptomic EC alterations 

To unravel how cancer cells impinge on normal endothelial cells (NECs) behavior we adapted 

a recent model of 2D coculture 17. For this purpose, we selected three NSCLC cell lines 

(namely A549, H1755, H1975) that encompass the mutational diversity and aggressiveness 

traits of NSCLC (Figure 1A) and cocultured them directly with a well-established primary 

cultured model of normal ECs (HUVECs: human umbilical vein ECs) (Figure 1A). Hereafter, 

HUVEC monoculture is referred to as control normal ECs (NECs), and NSCLC cell-cocultured 

HUVECs as tumor-like ECs (A549-TECs, H1755-TECs, H1975-TECs). Immunostaining for 

endothelial markers (vWF and CD31) revealed the spatial organization of HUVEC cocultures as 

surrounded by tumor cells (Figure 1B). After 48 hours of contact with NSCLC cells, NECs/TECs 

were enriched using magnetic beads coupled with CD31 antibodies. As expected, flow 

cytometry analysis of purified cells showed an enrichment for CD31, ranging from 89.9 to 

95.8% of CD31+ cells (Figure 1C), while PECAM1 (the gene encoding for CD31), was not 

detected in NSCLC by real-time qPCR analysis (Supplementary Figure S1A). Hence, this 

highlights the purity of the HUVECs purified after coculture with NSCLC cell lines. 

We then carried out an unbiased transcriptomics analysis to screen for global changes induced 

in NECs and TECs. Principal component (PCA) and hierarchical clustering analysis of the highly 

variable genes revealed that NECs and TECs grouped into 3 distinct clusters (Figures 1D-E). 

Compared to H1975 and A549 that had a profound impact on the endothelial transcriptomic 

signature, H1755 minimally affected HUVECs as 4402, 1298 and 137 significantly deregulated 

genes (adjusted p-value < 0.05) were observed, respectively (Supplementary Fig S1B). 

Interestingly, H1975- and A549-TECs had 676 commonly deregulated genes, and only 83 genes 

were in common between the 3 cocultures (Supplementary Fig S1C). Suggesting that 

difference mediated by NSCLC/EC cocultures could be attributed to distinct genomic 

alteration profiles. Notably, the impact mediated by NSCLC onto ECs seems to rely on direct 

cell-cell contacts as indirect coculture (by mean of inserts) did not show any significantly 

deregulated genes (adjusted p-value < 0.05) and PCA showed that most differences were 

mediated by the HUVEC donors and not our experimental conditions (Supplementary Fig S1D-

E). Gene set enrichment analysis (GSEA) was then performed to identify key upregulated 
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pathways in TECs compared to NECs. Among the 60 significantly upregulated pathways 

induced upon direct NSCLC cocultures, one third (21 gene sets) suggested a role in EC 

activation and pro-inflammatory signaling such as the prostaglandin synthesis, TNF-α and 

complement pathways, IL-22 signaling and leukocyte cell adhesion. On the other hand, gene 

sets involved in cell cycle, proliferation, EC migration, pseudopodia formation and 

angiogenesis were downregulated (Figure 1F). When comparing each H1975-, A549 or H1755-

TECs to the NECs by GSEA we confirmed unbiased PCA and hierarchical clustering indicating a 

minimal impact of the H1755-NSCLC cell line on ECs (Figure 1F; Supplementary Fig S1F). 

Thereafter, to maximize the relevance of our findings, we then performed a transcriptomic 

meta-analysis with RNA-sequencing dataset of HUVECs cocultured with the MDA-MB-231 

breast cancer cell line (hereafter coined as MDA_MB-TECs 17). Our meta-analysis revealed 

congruent deregulated gene signatures between MDA_MB-TECs and NSCLC-TECs as 

compared to NECs. Indeed, gene sets related to MHC protein complex, prostaglandin 

signaling, cell-cell (leukocyte) adhesion and TNF signaling were upregulated, while cell 

proliferation and migration was again downregulated (Figure 1G). Collectively our data 

indicate that the pro-inflammatory phenotype acquired by ECs upon coculture is probably not 

a unique feature of NSCLC but could also be generalized to other cancer entities. 
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Figure 1. A) Schematic of the 2D in vitro coculture system where human endothelial cells (HUVECs) were 

cocultured with/without non small cell lung cancer (NSCLC) cell lines during 48h. Thereafter, ECs were isolated 

using anti-CD31 antibody-coated magnetic beads and 3’RNA-seq was performed. B) Immunostaining for EC-

specific markers (vWF in red and CD31 in green) revealed the spatial organization of HUVECs in cocultures. Scale 

bar : 50 µm C) Flow cytometric analysis of different cocultured cells stained for CD31 before (i) and after (ii) CD31-

sorting to verify population enrichment. D) Principal component analysis considering the top 100 highly-variable 

genes. Samples segregate into 3 major groups with H1755-TECs being more similar to NECs as compared to the 

other NSCLC-TECs. n=8 per group. E) Correlation heatmap of the top 350 highly variable genes in NECs and NSCLC-

TECs. F) Gene set enrichment analysis in all NSCLC-TECs versus NECs. Pathways enriched in NSCLC-TECs appear 

in red. p-value p<0.05. G) Violin plot showing results of a meta-analysis between the different NSCLC-TECs and 

HUVECs cocultured similarly with the breast cancer MDA-MB-231 cell line. Congruent up/downregulated gene 

sets were observed among the datasets. 
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Coculture with NSCLC cells altered EC proliferation and migration 

We first investigated the proliferation defect of cocultured HUVECs as suggested by GSEA. 

Immunostaining of CD31 with the proliferation marker KI67 indeed showed a much lower 

fraction of double positive CD31+KI67+ cells in our cocultures compared to the monoculture 

condition (Supplementary Figure S2A). However, when NSCLC-TECs were purified and placed 

back in culture no significant reduction in cell proliferation was observed, suggesting that the 

proliferation blockade could be partly mediated by contact inhibition in the NSCLC cocultures 

(Supplementary Figure S2B). Seemingly, the reduced migration outlined by GSEA was not 

validated as NECs/TECs displayed similar migration and angiogenesis capacities in 

spontaneous, scratch wound and tubulogenesis assays (Supplementary Figure S2C-E). 

Altogether our data suggest that the diminished proliferation and migration phenotype 

harbored by NSCLC-TECs in cocultures is rapidly lost when ECs are removed from this setting. 

Coculture with NSCLC cells lead to a pro-inflammatory and endothelial activation state 

Differential expression analysis and GSEA revealed a marked pro-inflammatory and activation 

phenotype in all coculture conditions with the expression of multiple cytokines (CCL26, 

CXCL10, IL16, IL18), and adhesion molecules meant to attract and retain leukocytes (ICAM1, 

VCAM1, SELE, CD99) (Figure 2A). We first confirmed by qPCR and flow cytometry the 

heightened expression of the two major adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1 in NSCLC-

TECs (Figure 2B-D). We hypothesized that increased expression of intercellular adhesion 

molecules by TECs could stimulate the attraction and binding of leukocytes onto the EC 

surface. Purified NSCLC-TECs were allowed to form a confluent monolayer for 6 and 24 hours, 

and peripheral blood monocytes (PBMCs) derived from healthy donors were isolated and 

placed onto NECs/TECs. Interestingly, while there was a trend to increase leukocyte adhesion 

at 6 hours for the A549-TECs (that expressed the higher level of ICAM-1 and VCAM-1) (Figure 

2A-D, Supplementary Figure S3A), this effect was lost after 24 hours of culture. Moreover, at 

24 hours the leukocyte adhesion onto H1975-TECs appeared reduced compared to NECs 

(Figure 2E). As TECs display an altered cytokine profile upon NSCLC coculture, we exposed 

PBMCs to NSCLC-TEC or NEC secretomes and measured the immune cell chemotaxis with a 

transwell migration assay. Compared to NEC secretome we observed a trend in increased 

transmigration of CD3+CD4+ and CD3+CD8+ for all NSCLC-TEC secretomes, with significant 
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results for H1755- and H1975-TECs (Figure 2F). There was no impact on the CD14+ myeloid 

chemotaxis (Supplementary Figure S3B). 

 

Figure 2. A) Correlation heatmap analysis for genes involved in pro-inflammatory cytokines and adhesion 

molecules involved in leukocyte recruitment. Expression analysis for VCAM1 and ICAM1 by B) RT-qPCR  and C-D) 

flow cytometry analysis in NECs/NSCLC-TECs. E) NECs and NSCLC-TECs were cultured at confluency for 6h or 24h 

after coculture and leukocyte adhesion assessed. F) Chemotaxis experiment for CD3+CD4+/CD8+ lymphocytes 

attracted by the coculture medium from NECs alone or NSCLC-TECs. Data are mean ± SEM, n > 5, *p < 0.05, **p 

< 0.01, Wilcoxon test compared to NECs. 

NSCLC TECs have limited impact on CD8 T cell activation 

Having shown that NSCLC-TECs could promote CD3+ T cell recruitment, we sought to 

characterize their impact on lymphocyte activation and polarization. Indeed, in several tumor 
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entities including NSCLC, the TME has been shown to induce CD8+ T cell exhaustion, which is 

the main target of immunotherapies 21. After exposing HUVECs or not to NSCLC, NECs/TECs 

were subsequently cocultured with polyclonal activated CD8+ T cells for 24 hours. In that 

condition, our flow cytometry analysis did not show significant variation of the late/middle T 

cell activation marker CD25 in CD3+CD8+ T cells, and only minimal changes in the secretion of 

TNFα, as measured by ELISA (Supplementary Figures S3C-D). 

NSCLC TECs mediate the polarization of protumor CD4 T cell subsets 

The immunosuppression of the TME is also partly imposed by (but not limited to) pro-tumor 

CD4+ Treg and Th2 polarization 22 (Figure 3A). This polarization can be achieved via various 

cytokines produced by cancer cells (eg. TGFß), but also by direct contact with co-stimulatory 

molecules expressed on (semi)-professional APC such as ECs 23. One of these molecules is 

OX40L (encoded by TNFSF4), which was previously described to be constitutively expressed 

by ECs 24 but never assessed yet in a context of cancer. We first confirmed by qPCR and flow 

cytometry the reduced expression of OX40L (encoded by TNFSF4) in NSCLC-TECs as compared 

to NECs (Figure 3B-D). Of note, TNFSF4 expression appeared relatively stable in HUVECs over 

72 hours after EC purification (data not shown). OX40-OX40L interaction is described to i) 

abolish the suppressive activity of FOXP3+ Tregs, ii) prevent the induction of Tregs from 

effector T-cells, and iii) induce the proliferation of memory and effector T lymphocytes 25. 

OX40/OX40L thus appears as an important immunoregulatory signal, with OX40L expression 

tightly regulated by several actors including kinases of the PI3K, Src family in mast cell and 

dendritic cells 26,27. To unravel how the OX40L could be regulated in ECs, we performed a 

kinome assay to screen for 144 serine/threonine kinase (STK) and 196 protein tyrosine kinases 

(PTK) in TECs compared to NECs. After quality check filtering of the phosphorylated 

phosphosites and VSN normalization, an upstream kinase analysis algorithm was used to 

predict differential kinase activity in TECs compared to NECs. Mirroring the results obtained 

by RNA-sequencing (Figure 1D-E), phylogenetic coral trees showed that A549- and H1975-TECs 

presented similar modifications in their kinome profile while H1755-TECs have limited effect 

size compared to NECs (Figure 3E; Supplementary Figure 3E-F). Moreover, the majority of 

significantly deregulated predicted kinases appeared downregulated in A549- and H1975-

TECs, with common kinases belonging to the Src kinase family (LYN, FYN, HCK) (Figure 3E). In 

immune cells LYN and FYN were previously reported to tightly control OX40-OX40L signaling, 
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with the NFκB pathway that is directly implicated in the OX40L transcriptional expression 27–

29. As the NFκB heterodimers NFKB1 and RELA (encoding p50 and p65, respectively) were 

downregulated in H1975-TECs (Supplementary Figure 3G) our data suggest that the 

downregulation of LYN, FYN kinases and the NFκB signaling could explain the reduced OX40L 

expression in A549- and H1975-TECs. 

Following the same strategy as for CD8+ T cells, we scrutinized the impact of NECs/TECs on 

polyclonal or naïve-activated CD4+ T cells (Figure 3A). When cocultured with NSCLC-TECs, flow 

cytometry analysis of CFSE-labelled polyclonal CD4+ T cells showed a significantly diminished 

proliferation with A549- and H1975-TECs (Figure 3F). Conversely, naive CD4+ T cells 

proliferation was higher when cultured with H1755-TECs compared to NECs (Supplementary 

Figure S4A). The amount of TNF-α was quantified by ELISA in CD4+ T cell/EC coculture and 

showed a 1.8-fold change elevation when H1975-TECs were used compared to NECs (Figure 

3G). Besides being secreted by activated T cells, TNF-α is described to act on Treg polarization. 

As such the fraction of CD4+CD25+FOXP3+ Treg was higher with A549- and H1975-TECs for 

polyclonal CD4+ T cells but not affected in naive CD4+ T cells (Figure 3H; Supplementary Figure 

S4B). Seemingly, there was a tendency for increased IL-10 secretion in cocultures with 

polyclonal CD4+ T cells and A549- or H1975-TECs (IL-10 being a cytokine secreted by Treg) 

(Figure 3I). Using the LegendPlex technology we then performed a thorough investigation of 

the cytokines produced by CD4+ Treg and T helpers in the cocultures of naive CD4+ T cells with 

ECs. Notably, in monoculture upon TNFα/IL-1ß stimulation, naïve CD4+ T cells seem to polarize 

in Th2 (IL5+, IL13+, IL2-) and Th17 (IFNG+, IL22+) (Figure 3J; Supplementary Figure S4C). Our 

coculture results indicate that A549-TECs could induce the secretion of IL-2 and IL-5, secreted 

by Th1 and Th2 respectively (Figure 3J). On the other hand, H1975-TECs only fostered IL-22 

secretion, with low IL-17 levels suggesting a Th22 polarization (Figure 3J) 30,31. Notably, IL-4, 

IL-13 and IFNγ showed minimal variation (Supplementary Figure S4C), and IL-9, IL-10 and IL-

17A were undetectable. A combination of various polarization factors is described to mediate 

a specific CD4+ subtype. For instance, IL-6 and TNF-α (without TGFß) that stimulate the 

differentiation of Th22 32, are upregulated in H1975-TECs (Figure 3G; Supplementary Figure 

S4D-E). Hence, collectively our data point toward a Th22-polarizing effect of H1975-TECs, and 

a mixed Th1/Th2 signature with A549-TECs. 
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Figure 3. A) Schematic representation of the 5 days coculture between CD4+ T cells and NECs or NSCLC-TECs. B) 

Correlation heatmap analysis for genes involved in costimulation molecules and major histocompability 

complexes. Expression analysis for OX40-L (encoded by TNFSF4) by C) RT-qPCR  and D) flow cytometry analysis 

in NEC/NSCLC-TECs. E) Kinome analysis of protein tyrosine (PTK) serine/threonine kinase (STK) differentially 

regulated in NECs and NSCLC-TECs. A negative median kinase statistic means a downregulated kinase compared 

to NECs, and a specificity score in red is statistically significant. F) Proliferation of polyclonal CD4+ T cells in 

cocultures with NECs or NSCLC-TECs and assessed with CFSE by flow cytometry. G) TNFa secretion is dosed by 

ELISA in the coculture supernatant from polyclonal CD4+ T cells with NECs or NSCLC-TECs . H) Fraction of 

CD4+CD25+FOXP3+ Treg in the polyclonal CD4+ T cells/HUVEC cocultures. I) Cytokine secretion detected by 

Legendplex in naïve CD4 T cells/HUVEC cocultures. Data are mean ± SEM, n > 4, *p < 0.05, **p < 0.01, Wilcoxon 

test compared to NECs. 
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NSCLC-TECs mediate the polarization of anti-tumor M2-like macrophages 

The NSCLC immune TME is mostly composed of myeloid cells including monocyte-derived 

macrophages, that have pivotal functions in tumor immunity 33. To unravel the impact of ECs 

during this process we cocultured NSCLC-TECs and NECs with monocytes isolated from healthy 

peripheral blood (Figure 4A). After 5 days of culture, confocal microscopy analysis of 

monocyte/NEC cocultures revealed that CD45+CD163+ monocytes appear enriched in areas 

of close contact with NECs (Figure 4B). We then further analyzed by flow cytometry 

monocyte/NEC or TEC cocultures, and particularly the CD31-CD45+ cell fraction for accepted 

pro-tumor M2-like (CD163, CD16) and anti-tumor M1-like macrophage markers (HLA-DR). 

Cocultures between NECs/TECs and monocytes had limited impact on the monocyte 

polarization. Nonetheless, we observed a propensity toward an increased expression of CD163 

and HLA-DR with A549- and H1975-TECs, respectively (Figure 4C; Supplementary Figure 4F).  

Previous studies from our lab showed that thoracic cancer cell lines could mediate the M2-

like polarization of monocytes in 2D and 3D cocultures, involving tumor-secreted cues 

including the M-CSF/CSF1 34–36. Interestingly, mass spectrometry analysis demonstrated a 

higher expression of CSF1 in A549 secretome compared to those of H1755 and H1975 (Figure 

4D). Hence, to combine the impact of NSCLC on monocyte polarization, we directly tri-cultured 

in 2D the A549 NSCLC cell line with ECs (HUVECs) and monocytes for 5 days (Figure 4A). From 

now on, to simplify reading we will dub the 2D A549/HUVECs/monocyte triculture as AHM. 

We then screened by flow cytometry the AHM triculture by gating on the CD45+ immune 

population that was well defined on TSNE representations (Figure 4E). First, when monocytes 

were cultured with A549 we reproduced the heightened CD163 expression (and CD16, 

although not significant) as seen with other thoracic cancer cell lines 34,36. Second, the 

addition of ECs in the AHM triculture did not alter the increased expression of CD163, even 

when using a higher ratio of ECs in the triculture, but the levels of CD16 were boosted. Third, 

the addition of ECs was however able to induce the expression of the M1-like marker HLA-DR, 

but a greater EC ratio did not impose more variation in this marker (Figure 4F). As such, our 

data suggest that ECs could favor the emergence of a pro-tumor M2-like phenotype whilst 

minimally affecting the M1-like phenotype. 
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Figure 4: A) Schematic representation of the 5-day coculture between PBMC-derived monocytes and NECs or 

NSCLC-TECs. B) Confocal analysis of the coculture between healthy HUVECs (NECs) and monocytes, and stained 

for the endothelial marker CD31, the leukocyte marker CD45, and the M2-like macrophage marker CD163. Scale 

bar: 100µm. C) Flow cytometry analysis of several polarization markers after the coculture between monocytes 

and NECs or NSCLC-TECs. HLA-DR is a M1-like marker. D) Mass spectrometry proteomic analysis of the secretome 

of NSCLC cell lines for CSF1. E) tSNE representations and F) mean of fluorescence (MFI) of flow cytometry of the 

AHM triculture with A549, HUVEC and monocytes. The right panels are gated on the CD45+CD31- population to 

study macrophage polarization for M2-like (CD16 and CD163) and M1-like (HLA-DR) markers. Data are mean ± 

SEM, n > 4, *p < 0.05, **p < 0.01, Wilcoxon test compared to Mono/HUVEC. 
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A multicellular tumor spheroid (MCTS) 3D model to mimic the lung TME 

In the past decade, new culture systems have emerged, accounting for the study of 3D 

environment and that appear more similar to in vivo setting as compared to classical 2D 

monocultures 37,38. Hence, in order to complexify our coculture systems, we modeled the 

TME with 3D MCTS. MCTS were obtained by spontaneous cell aggregation over 5 days with a 

defined ratio (2:1:1:1) of A549, HUVECs, PBMC-derived monocytes isolated from the 

peripheral blood of healthy donors, and primary healthy lung fibroblasts (Figure 5A). As 

previously published by others 39, we showed that the use of fibroblast was necessary for 

MCTS condensation and formation, probably by secreting important components of the 

extracellular matrix (ECM) (data not shown). Confocal microscopy imaging revealed an 

elaborated cellular organization with FAP+ fibroblasts forming a network in the center of 

MCTS, embedding clusters of CD31+ ECs and CD45+ monocytes where those cells appeared 

to form privileged contacts (Figure 5B). To further unravel this complexity, MCTS were 

dissociated into a highly viable (>85%) single cell suspension, subsequently analyzed by single 

cell RNA-sequencing (scRNA-seq). After quality filtering and integration (Supplementary 

Figure 5), we obtained 52.206 high-quality cells that clustered into 6 distinct clusters, 

annotated on the basis of their top-50 marker genes (Figure 5C-D; Supplementary Figures 6A-

B). Cancer cells were identified by the expression of epithelial cell markers and genetic 

alterations as outlined by inferring somatic large-scale chromosomal copy number alterations 

with inferCNV (Supplementary Figure 6C). This step was necessary to formally distinguish 

cancer cells and fibroblasts that share similar features. The 31.878 cancer cells fall into 5 

subclusters with specific transcriptomic signatures such as a proliferative subcluster, 

cholesterol and fatty acid homeostasis, and EMT/inflammatory signaling (Supplementary 

Figure 7). Using Transcription Single-Cell Regulatory Network Inference and Clustering 

(SCENIC), we could detect enriched activity of CEBP and c-JUN-driven regulons and 

transcription factor expression, congruent with the proliferative capacities of cancer cells 

(Supplementary Figure 8). 3435 

Although healthy fibroblasts were used, among the 19.389 fibroblasts 18% expressed the 

cancer-associated fibroblast (CAF) marker FAP and were shared across all samples while 

normal fibroblasts displayed heterogeneity between donors 40 (Supplementary Figures 9A-

B). Heterogeneous phenotypes were identified thanks to gene signatures from breast cancer 
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scRNA-seq data 41 including immunosuppressive S1_ECM_myCAF and S1_TGFb_myCAF with 

few immunoactivatory S1-detox-iCAF (Supplementary Figure 9C). 

With respect to ECs isolated from MCTS (coined MCTS-ECs), although derived from large 

vessel (namely the umbilical vein), they express high level of canonical capillary marker genes 

(CD36, CA4), while venous EC markers (ACKR1, VCAM1, EDN1) were lowly expressed and did 

not represent per se EC cluster markers (data not shown). Thus, suggesting that HUVECs are 

reprogrammed in capillary-like ECs within MCTS. The 505 cells obtained post filtering 

segregated into 4 distinct subclusters (Figure 5E). A first subset of hypoxic MCTS-ECs expressed 

the hypoxic marker CA9 and the prostaglandin-degrading HPGD that was closely associated 

with capillary aerocytes in human lungs 42. Probably linked to the hypoxic response, the 

hypoxic EC cluster also expressed established proliferation markers (TOP2A, MKI67, BIRC5, 

CEP55) and pathways related to ECM remodeling. A second MCTS-EC subcluster, coined 

angiogenic MCTS-ECs expressed genes involved in angiogenesis (KDR, FLT1, TIE1, KIT), with 

tip-like markers (INSR, ANGPT2, ANGPTL2) and ECM remodeling (COL4A1, COL4A2, COL18A1), 

as described previously 9. Of note, the proliferative MCTS-EC subcluster also express some of 

angiogenic markers, probably suggesting a stalk-like phenotype. A third MCTS-EC subcluster 

had a mixed intermediary phenotype with a poorly defined signature. It was thus coined as 

intermediary. Finally, the fourth MCTS-EC subcluster displayed a marked pro-inflammatory 

signature with genes encoding for cytokines (CXCL1, CXCL2, CXCL8), NFKB pathway (CCN2), 

leukocyte adhesion molecule (ICAM1), endothelial-to-mesenchymal transition (SERPINE1), 

and endoplasmic reticulum stress-response (HSP90B1/GP96, HSPA5/BIP, PDIA4, 

SELENOK/S/M, DNAJC, SERP1, HERP, HYOU1). GSEA further highlighted the implication of the 

UPR, autophagy and mTORC1 signaling in the inflammatory/UPR MCTS-ECs, as recently 

characterized in mouse TECs 11,12. We then sought to unravel the relevance of those MCTS-

EC phenotypes by determining their similarities across models. While the proliferative and 

angiogenic MCTS-ECs were found in scRNA-seq datasets of 2D monoculture of normal HUVECs 

43, the inflammatory/UPR MCTS-EC subcluster was absent in early 2D culture of HUVECs 

(Supplementary Figure 10A). Conversely, the latter subcluster was expressed in freshly-

isolated ECs from NSCLC human biopsies and appeared similar to ECs with immunomodulatory 

functions such as lymphatic and postcapillary venule ECs (Figure 5G). Similarly, the 

inflammatory/UPR MCTS-EC subcluster was found similar to a cluster expressing a 
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mesenchymal/EndMT signature found in 2D culture of TECs from NSCLC biopsies 9 

(Supplementary Figure 10B). 

We then further phenotyped the immune cells of MCTS clusters, originating from PBMC-

derived circulating monocytes. Subclustering analysis revealed a formidable heterogeneity 

with 434 cells that cluster into 5 subclusters. Notably, probably due to contamination inherent 

to the monocyte isolation, 2 clusters of natural killer (NK) cells were identified, expressing 

CD96, IL32, CD70 and RELB (Figure 5H). They were labeled as NK, and NK proliferative by 

interrogating reference-based atlas 44. Those lymphoid clusters will not be further analyzed 

in this study. Emphasizing on macrophage diversity during differentiation and activation 

processes in the TME, 3 heterogeneous cluster of myeloid cells were identified on the basis of 

canonical markers (LYZ, CD86, CD14, CD68) (Figure 5I). Although a continuum exists within 

these subsets, we detected i) a perivascular M2-like macrophage characterized by CD163 and 

the accepted markers LYVE1 and FOLR2 45; ii) a M2-like phenotype with high expression of 

M2-like markers but no expression of LYVE1 and FOLR2 ; and iii) a population of M1-like 

macrophage expressing low levels of the aforementioned markers (Figure 5I). Interestingly, 

the M2-like fraction represents 77% of the myeloid compartment, mirroring our previous 

observations in NSCLC and mesothelioma MCTS that most of the monocyte-derived 

macrophages adopt an M2-like phenotype 35,36. Given that CD45+ were found in the close 

vicinity of ECs within MCTS (Figures 5B), we predicted ligand-receptor interactions between 

MCTS-immune and ECs with CellChat to identify therapeutically-relevant targets. Notably, the 

angiogenic MCTS-EC subcluster was predicted to perform most interactions (both incoming 

and outgoing), with the highest weight (Figures 5J; Supplementary Figure 10C). Interestingly, 

the MIF pathway was the pathway showing the most significant interactions in the 

perivascular M2-like cluster (Figure 5K). MIF was identified as a ligand of both CXCR2 and 

CXCR4, that are major regulators of inflammatory cell recruitment 46 (Figure 5L; 

Supplementary Figure 10D). Moreover, another receptor of MIF is CD74, and involved in TNF-

α–dependent lung inflammation 47. Our mass spectrometry proteomic analysis confirmed the 

expression of MIF in several NSCLC cell lines including the A549 (Supplementary Figure 10E). 

Hence, MCTS appear as a relevant model to mimic some aspects of cell-cell communications 

that could occur in the TME. 
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Figure 5. A) Schematic representation of the multicellular tumor spheroid (MCTS) formation during 5 days. B) 

Confocal imaging of MCTS for the cancer-associated fibroblast (CAF) marker FAP, the leukocyte marker CD45 and 

the endothelial CD31. Scale bar, 100µm. C) uMAP representation of each cell type composing the MCTS and 

detected after scRNA-sequencing (n=4). D) Dot plot of the key marker genes for each cell type in the MCTS. 

Subclustering analysis of the MCTS-ECs visualized by E) tSNE with F) dotplot depicting key marker genes. We 

annotated proliferative, angiogenic and inflammatory EC subsets. G) Circleplot showing the similarities between 

MCTS-EC subsets and ECs freshly isolated from NSCLC human biopsies. Subclustering analysis of the MCTS 

immune compartment visualized by H) tSNE with I) dotplot depicting key marker genes. J) Ligand-receptor 

predicted the interactions between MCTS-EC and the myeloid compartment present within MCTS. Depicted is 

the interaction weight, a thicker line means more interactions predicted between the two cell clusters. K) 

Heatmap of the top predicted pathways involved between the perivascular M2-like macrophage (pvM2-like) and 

the MCTS-EC clusters. The most significant pathway relates to the MIF (macrophage migration inhibitory factor). 
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Discussion 

The aim of our study was to model the TME and analyze the impact of ECs on various immune 

populations, in order to better dissect their immunoregulation function. We showed that 

coculturing ECs with various NSCLC cell lines induced profound alterations at the 

transcriptomic, proteomic and kinomic levels with the induction of pro-inflammatory 

pathways, reflecting their activation state. Interestingly, the pro-inflammatory phenotype 

appears mainly driven by direct cell contact as indirect coculture with inserts had minimal 

effect. Besides, this feature does not appear restricted to the NSCLC entity, as our meta-

analysis revealed a similar transcriptomic signature in breast cancer cell cocultured-ECs. 

Despite a limited impact of NSCLC-TECs on CD8 T lymphocyte proliferation and activation, we 

showed that CD4 T cells were polarized into different subsets (Treg, Th22 and Th1/Th2) when 

cocultured with NSCLC-TECs. We also discovered that NECs and NSCLC-TECs could enhance 

the expression of M2-like markers. For the first time, we brought to light that OX40L could 

play a role in the immunoregulatory function of TECs, where it appears downregulated as 

compared to NECs.  

In the seek to improve our 2D coculture system, we scrutinized at the single cell resolution, 

3D MCTS encompassing tumor cells, ECs, fibroblasts and monocyte-derived macrophages. We 

showed that cell heterogeneity was much more complex than 2D cultures, with several cell 

phenotypes identified. Particularly, 3 subclusters of MCTS-ECs were distinguished, among 

which the inflammatory subcluster that was absent from standard 2D culture but present in 

freshly-isolated ECs from NSCLC biopsies. Finally, we uncovered various macrophage 

polarization states within NSCLC-MCTS, with a perivascular M2-like subset that has particular 

therapeutic importance with regard to its interaction with the vascular compartment. 

Our results on OX40L raise several outstanding questions and promising future perspectives. 

OX40L/gp34 belongs to the TNF family and is identified as the ligand for the costimulatory 

receptor OX40. Importantly, the use of an anti-OX40 agonist antibody has been shown to 

enhance T lymphocyte-mediated antitumor immunity and inhibit Treg induction in several 

cancer models, thereby promoting tumor regression and ameliorating patient survival 48,49. 

Moreover, OX40L has been identified to be expressed in ECs (HUVECs) where it can act as a 

co-stimulation signal for T cell recruitment and proliferation 24,50,51. Here we show that 

OX40L expression was blunted in A549- or H1975-TECs, and their coculture with polyclonal 
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CD4 T cell inhibits their proliferation following activation, while increasing Treg proportion. 

We hypothesize that inhibition of CD4 T cell proliferation results from the failure of the 

proliferative support signal normally provided by OX40/OX40L at the time of T cell activation. 

Indeed, this hypothesis is reinforced by the fact that no difference in proliferation was 

observed in naive T cells, which only express OX40 very late after activation 52. An important 

interrogation holds in deciphering the signaling leading to reduced OX40L expression in some 

NSCLC-TECs compared to NECs. In various immune cell types, the OX40/OX40L signaling 

appears regulated by the NFκB pathway 27–29. Moreover, in HUVECs the OX40 binding results 

in c-Jun and c-Fos induction (10477563) that closely interact with the NFκB p65 subunit, 

thereby mutually activating their binding to DNA motifs 53. Here, we show that the expression 

of the Lyn and Fyn kinases (involved in NFκB pathway regulation 29) is reduced in A549- or 

H1975-TECs, and might be implicated in the OX40L diminution but this hypothesis needs be 

further tested. Noteworthy, given the role of the OX40/OX40L interaction in the establishment 

of an effector memory response 25, it will be relevant to examine effector (CD45RA-CCR7-) 

and central (CD45RA-CCR7+) memory T cell markers after activation upon coculture with 

NSCLC-TECs. 

The characterization of IL-22 Th22 cells is relatively recent and initially defined as cells 

specializing in tissue repair processes. Intra-tumor IL22-producing Th22 cells, which 

proportion is increased in tumor tissues, is associated with poor prognosis in several cancer 

types 54–56. Here we show that naive CD4 T cells cocultured with H1975-TECs fostered IL-22 

secretion, while producing low IL-17 levels and thus suggesting a Th22 polarization 30,31. 

However, the effect of A549-TECs appears less clear compared to the control condition 

stimulated with TNFα/IL-1ß where naïve CD4+ T cells polarize in Th2. Indeed, although IL-5 

secretion was induced upon coculture with A549-TECs, there was only a tendency toward 

heightened IL-13, and the IL-2 (a Th1 marker) was also induced. We hypothesize that this 

incomplete Th2 signature might relate to the coculture duration and would require later end 

point analysis. A mass spectrometry proteomic characterization of NSCLC-TECs secretome 

may also identify polarization mediators eventually involved in this mixed Th2 phenotype. 

Placing our results back in the context of the TME, we thus hypothesize that TECs may 

contribute to the polarization of Th2 and Th22 cells, hence participating in tumor 

immunosuppression. Following on from this project, it would be interesting to deepen our 
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understanding of the underlying mechanisms involved in the interaction between ECs and 

Th2/Th22 in normal and tumor contexts. 

In NSCLC, as it is the case for many other cancer entities, TAMs represent the major immune 

cell type, accounting for more than one third of tumor-infiltrating immune cells 33. 

Macrophages display high intrinsic plasticity and adaptability based on epigenetic regulation 

and various cues emanating from the TME. Beyond the canonical M1/M2 macrophage 

phenotype dichotomy, scRN-seq emphasized macrophage diversity in cancers (30979687). As 

such, macrophages exist along a phenotypic continuum and are not easily characterized by 

individual markers 57,58. As shown by our lab and others, monocytes differentiate toward 

M2-like macrophages when cultured in 3D with tumor cells 34–36. Here, we show by scRNA-

seq a much more in-depth resolution of this macrophage continuum with several intermediate 

phenotypes. In 2D, when cultured with ECs, macrophages seem to express high levels of 

CD163 when located nearby ECs. Seemingly, in MCTS CD45+ monocytes appeared to form 

privileged contact with MCTS-ECs. These observations are consistent with the results from 

Njock et al. which indicate that treatment with extracellular vesicles produced by HUVECs 

during coculture with MDA-MB-231 induced polarization towards an M2 phenotype 17. 

Finally, our MCTS data identify the presence of LYVE1+ FOLR2+ perivascular M2-like 

macrophages described to have therapeutic relevance by influencing treatment resistance, 

angiogenesis, EC-leukocyte interactions and patient survival 59–62. Although protein 

validations will be required to firmly establish their true nature it will be interesting to 

determine whether the presence of ECs alone suffices to induce M2-like perivascular traits or 

whether it requires other signals from the TME. 

We acknowledge limitations of our study. First, we restrained our 2D and 3D coculture 

systems to a single EC type with the HUVEC, but ECs from other vascular beds may show 

different responses to the contact with tumor cells. For instance, we and others 9 showed that 

normal aerocyte and general capillaries appear downregulated in NSCLC tumors. As such 

tumor cells or the TME may have a particular detrimental effect on this EC type. Second, in 

our study we determined the effect of NECs/TECs on the tumor immune compartment, as well 

as how tumor cells could influence ECs during this process. In fact, cellular communication 

within the TME is not unidirectional, and lymphocytes, macrophages or fibroblasts also have 

impacts on ECs 63,64. Third, several targets and cell-cell predictions will require to be 
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thoroughly validated and visualized using high dimension in situ imaging. Fourth, the 2D 

cocultures and MCTS cannot be seen as ideal models to mimic the TME. Rather they are means 

to study specific cell type/phenotype in which this culture model appears similar to the in situ 

condition. Nevertheless, adding flow to the MCTS with microfluidic device could certainly 

increase EC heterogeneity with artery/vein specification. 

Notwithstanding these limitations, we believe our various culture models allow to better 

delineate the precise function of TECs within the TME, and how they could modulate tumor 

immunity. In the future, the MCTS could represent an added-value as a platform for drug 

screening and to dissect in-depth aspects of immune related EC functions. 
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Supplementary figures  

 

Supplementary Figure 1: A) RT-qPCR analysis of NSCLC cell lines and NSCLC-TECs after enrichment for the 

endothelial marker PECAM1. B) Volcano plots depicting differential analysis between each individual NSCLC 

direct coculture relative to the HUIVEC monoculture (adjusted p-value p<0.05). C) Venn diagrams indicating 

congruent deregulated genes between each coculture versus monoculture (adjusted p-value p<0.05). D) Volcano 

plots depicting differential analysis for the indirect cocultures system. E) PCA showing the distribution of each 

sample in the indirect coculture assay. Clustering appear mediated by the different HUVEC donors and not by 

experimental conditions. F) Gene set enrichment analysis in each individual NSCLC-TECs versus NECs. Pathways 

enriched in each NSCLC-TECs appear in red. p-value p<0.05 
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Supplementary Figure 2: A) Confocal microscopy of NECs and NSCLC-TECs cocultures, stained for the endothelial 

CD31 and the proliferation marker KI67. NECs and NSCLC-TECs were enriched with CD31 after cocultures and 

screened for various functions upon culture. B) Proliferation, normalised to t = 0h in function of time and at 

different times (t = 6h, 12h and 23h) normalized to monoculture. C) Velocity, in µm/min and normalized to 

monoculture. D) Scratch wound closure, and E) 2D tubulogenesis assay. Data are mean ± SEM, n > 3, Wilcoxon 

test compared to NECs. 
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Supplementary Figure 3: A) Gene count expression from the 3’RNA-seq for VCAM1 and ICAM1 in NECs and 

NSCLC-TECs. B) Chemotaxis experiment for CD3+CD4+/CD14+ monocyte attracted by the coculture medium from 

NECs alone or NSCLC+TECs. C) Flow cytometry analysis for CD25 and D) TNFα ELISA secretion in polyclonal 

activated CD8+ T cells cocultured with NEC/NSCLC-TEC. E-F) Kinome analysis of protein tyrosine (PTK) 

serine/threonine kinase (STK) differentially regulated in analysis in NECs and NSCLC-TECs. E) Coral trees of the 

kinase differentially regulated in NSCLC-TECs compared to NECs. Kinase statistic represent the expression of the 

kinase compared to control (red is upregulated, blue downregulated). The diameter of the dots is proportional 

to its significativity. F) Bar plots of the deregulated kinases in H1755-TECs. Note that all STK are not statistically 

significant. G) Gene count expression from the 3’RNA-seq for NFKB1 and RELA in NECs and NSCLC-TECs. Data are 

mean ± SEM, n > 8, *p < 0.05, **p < 0.01, Kruskal-Wallis test, and Wilcoxon test compared to NECs. 



RESULTATS 

183 | Page 
 

 

Supplementary Figure 4: A) Proliferation of and B) Treg polarization of naive CD4+ T cells in cocultures with NECs 

or NSCLC-TECs and assessed with CFSE by flow cytometry. C) Cytokine secretion detected by Legendplex in naïve 

CD4 T cells/HUVEC cocultures. D) Gene count expression from the 3’RNA-seq for IL6 and E) IL-6 secretion by 

LegendPlex in NECs and NSCLC-TECs. F) Flow cytometry analysis for the M2-like polarization markers CD16 after 

the coculture between monocytes and NECs or NSCLC-TECs. Data are mean ± SEM, n > 4, *p< 0.05, **p < 0.01, 

Wilcoxon test compared to NECs. 
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Supplementary Figure 5: A) Violin plots of the quality control metrix with the number of Features, count and 

percentage of mitochondrial (mt) and ribosomal (Rb) genes. B) uMAP depicting cell clustering across all samples. 

 

 

Supplementary Figure 6: A) Dotplot showing key marker genes for the different MCTS clusters before merging 

the clusters belong to the same cell type. B) uMAP representation of canonical marker genes. C) Heatmap 

representing the chromosomal abnormalities in cells from the scRNA-seq of MCTS, as inferred by inferCNV. 

Reference cells at the top are endothelial, fibroblast and immune cells clusters, while the cancer cells are 

presented in the heatmap at the bottom and show several CNV (red, gain; blue, loss). 
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Supplementary Figure 7: A) uMAP representation of the cancer cell subsets present within MCTS. B) uMAP 

representation and C) dot plot of the marker genes for each cancer cell subcluster. D) Gene set enrichment 

analysis for each cancer cell subcluster according to the Hallmark gene set. E) Trajectory analysis (top) and 

pseudotime uMAP representation of the cancer cell subset using Monocle. 
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Supplementary Figure 8: A)Correlation plot depicting co-regulated transcription factors. B) Heatmap of the most 

specific regulons per cell type. 

 

 

Supplementary Figure 9: A) Feature plot showing the expression of the cancer-associated fibroblast (CAF) marker 

FAP across all cell type clusters from the MCTS. B) uMAP showing the fibroblast cluster with C) marker gene 

signatures for the major CAF subtypes identified previously40. 
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Supplementary Figure 10: Gene set enrichment analysis of the top marker genes from the inflammatory MCTS-

EC cluster. Circleplots showing the similarities between MCTS-EC subsets and 2D cultured A) normal HUVECs, 

and B) TECs isolated from NSCLC human biopsies. The inflammatory MCTS-EC cluster was absent in 2D HUVECs, 

but present in 2D cultured TECs from patients however associated with mesenchymal features rather than 

inflammation. C) Chord diagrams showing the number and interaction weight between each considered clusters. 

D) Contribution of each ligand-receptor pair to the MIF signaling pathway. E) Mass spectrometry proteomic 

analysis of the secretome of NSCLC cell lines for MIF. 
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DISCUSSION INTERMEDIAIRE 

Comme pour la partie résultat précédente, je souhaite aborder, en complément de la 

discussion générale (page 191), un point que nous n’avons pas discuté dans l’article mais qu’il 

me semble important de mentionner. 

Il concerne le modèle de coculture 2D entre HUVEC et cellules tumorales. Nous avons 

pu observer, dans la condition H1975-TEC en particulier, des variations plus importantes que 

ce soit dans la transcriptomique ou dans les tests fonctionnels par rapport aux autres 

conditions. Nous avons pu observer, dans la condition H1975-TEC en particulier, une fraction 

plus importante de cellules CD31- de l’ordre de 10%. Or nous avons observé en qPCR une 

augmentation, bien que non significative, de l’expression des ARNs du gène CD274 codant 

pour PD-L1. Afin de mieux comprendre ce biais expérimental nous avons alors regardé les 

niveaux d’expression de EPCAM et de la CDH1 (E-cadhérine), marqueurs épithéliaux, dans les 

H1975-TECs et nous avons observé qu’ils étaient up-régulés à la fois dans le modèle de 

coculture direct et indirect basé sur l’utilisation de transwell (avec lesquels les cellules ne 

pouvaient effectuer de transmigration). Ces observations nous ont permis de montrer que 

l’expression de EpCAM et PD-L1 ne semblent pas provenir ou de manière très faible d’une 

contamination tumorale.  

Nous avons alors émis l’hypothèse que les cellules tumorales pourraient transmettre 

des ARNs aux ECs par l’intermédiaire de l'endocytose des corps apoptotiques tumoraux ou 

chargés dans les EVs. Cette transmission d’ARNs fonctionnels a été montrée dans plusieurs 

études avec l’aide de protéines rapportrices comme la GFP ou la Gluc dont les ARNs étaient 

présents dans les cellules productrices d’EVs et la protéine produite dans les ECs 

receveuses463,464. En associant ces suppositions à ceux de l’article, où nous montrons que les 

cellules tumorales induisent des modifications par contact direct, ces observations apportent 

une valeur ajoutée au modèle de coculture en soulèvent l'hypothèse intrigante d'une 

transmission d'ARNs tumoraux. Conjointement, nos travaux ont enrichi notre compréhension 

des mécanismes d'interactions entre les cellules tumorales, les ECs et les cellules du système 

immunitaire. Cependant, il reste à approfondir les voies et mécanismes cellulaires exacts 

impliqués dans l’influence des ECs sur l’activité immunitaire tumorale qui seront débattus plus 

en détail dans la partie suivante. 
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REMISE EN CONTEXTE DES PRINCIPAUX RESULTATS OBTENUS 

Dans le cancer du poumon, l'efficacité des immunothérapies est souvent mise en 

échec par l'apparition de divers mécanismes de résistance aux traitements. Il devient 

impératif de pouvoir dépasser les obstacles thérapeutiques en explorant de nouvelles cibles. 

A ce titre, les cellules endothéliales tumorales (TECs) suscitent un intérêt croissant, comme 

actrices principales dans l’angiogenèse et parce qu'elles agissent dans un cadre plus large 

d'interactions et d'échanges biologiques qui conditionnent la progression tumorale. Leurs 

contributions, qui ne se limitent pas à la seule fonction vasculaire en font des cibles 

thérapeutiques prometteuses dans le domaine des traitements anticancéreux.  

A l’instar de plusieurs types cellulaires présents dans le TME, les TECs sont influencées 

par les signaux environnants et peuvent participer à l'immunosuppression. Toutefois, 

l'identification des mécanismes moléculaires responsables de phénotypes des ECs 

pathologiques reste difficile et la littérature qui les entoure se révèle parfois contradictoire. 

Ainsi, caractériser les ajustements phénotypiques des ECs en réponse aux variations du 

microenvironnement tumoral représente une direction de recherche prometteuse pour le 

développement de nouvelles approches thérapeutiques. Dans cette optique, il est important 

de mettre en place des modèles d’étude pertinents s'appuyant sur les dernières avancées 

techniques pour étudier les dynamiques et les communications cellulaires.  

L’objectif de ma thèse était de mieux comprendre la variabilité observée des TECs dans 

le CBNPC et d’explorer les relations qu’elles entretiennent avec les cellules immunitaires, afin 

d’établir leurs rôles dans la progression et l’immunomodulation du cancer. Dans cette 

discussion, je reviendrai sur les principaux résultats que j’ai pu obtenir, en analysant les 

limitations techniques et conceptuelles rencontrées et en exposant les perspectives du projet 

à court et moyen terme. 

Mes travaux de thèse ont dans un premier temps permis d’analyser les différences 

existant entre les ECs provenant de tissus sains ou de tissus tumoraux de CBNPC tout en 

révélant les difficultés de mise en œuvre d’une étude sur des cellules primaires préparées à 

partir de biopsies de patients. Dans un second temps, face aux difficultés du modèle ex-vivo, 

j’ai développé des modèles alternatifs qui m’ont permis de mettre en évidence l’implication 
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du contact entre cellules tumorales et ECs pour l’induction d’un nouveau phénotype 

endothélial.  

J’ai pu montrer que le phénotype des ECs activées est caractérisé par la surexpression 

d’ARNm et de molécules pro-inflammatoires (intégrines, cytokines et prostaglandines) et que 

cette modification phénotypique impacte la prolifération des LT CD4 polyclonaux après 

activation mais pas celle des LT naïfs. En revanche, les ECs semblent influencer la polarisation 

de ces LT naïfs et celle des monocytes en différentes sous-populations de macrophages 

exprimant des marqueurs plutôt de type M2-like. Je me suis également intéressée aux 

devenirs des ECs et des monocytes dans un modèle de sphéroïde 3D multicellulaire (MCTS). 

Ce dernier nous a permis de souligner l’importance de développer un modèle plus complet et 

complexe que le modèle  2D pour observer un panel plus large de phénotypes cellulaires. Dans 

cette section, j'analyserai nos résultats à la lumière des découvertes récentes et des études-

clés disponibles dans la littérature. 
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ÉTUDE DES CELLULES ENDOTHELIALES : TISSUS SAINS VS TUMORAUX 

Nous avons exploré l’hypothèse selon laquelle les TECs, influencées par le TME, 

possèdent un transcriptome et un protéome distincts des NECs. Cette divergence pourrait 

jouer un rôle central dans la modulation de la réponse immunitaire antitumorale. Mes 

recherches se sont concentrées sur l'impact des TECs sur l'infiltrat immunitaire et leur 

potentiel à induire l'anergie ou l'activation des LT anti-tumoraux, en explorant à la fois les 

interactions directes et la communication via des petites vésicules extracellulaires (sEVs). 

Pour ce faire, nous avons établi une collaboration avec le CHU de Nantes pour obtenir 

des biopsies de patients atteints de CBNPC pour lesquels du tissu sain adjacent avait 

également été prélevé, afin d'en isoler les ECs. Après le processus d’isolement qui s’est révélé 

difficile à standardiser, une validation fonctionnelle m’a permis de mettre en évidence que la 

taille totale du réseau formé par les TECs semble inférieure à celui de leur homologue NECs. 

Ces observations concordent avec les travaux de Sievert et al.407 chez la souris qui montrent 

que les TECs isolées de tumeurs ectopiques de lignées de mélanome (B16) forment des 

réseaux avec moins de ramifications par rapport aux NECs459. Ces résultats sont à nuancer car 

leurs auteurs ont comparé des TECs issues de mélanome aux NECs de cœur, dont les 

différences organotypiques peuvent certainement influencer la migration endothéliale465. En 

revanche, bien que les TECs montrent une capacité réduite à former des réseaux dans notre 

étude, elles présentent une proportion plus élevée de cellules de front ("tip cells"), 

généralement associée à une activité angiogénique accrue par rapport aux NECs. Ces résultats 

semblent indiquer une plus grande activité angiogénique des TECs par rapport aux NECs mais 

qui s’accompagne d’un réseau désorganisé et inachevé. La présence accrue de tip cells dans 

nos analyses font écho aux travaux de Goveia et al.57, qui ont identifié des sous-populations 

transcriptomiques enrichies dans la fraction TECs, dont les tip cell (H8), les immatures (H9) et 

les activated postcapillary veinule (H10)466. Ces résultats soulèvent des préoccupations quant 

aux biais potentiels liés aux techniques d'isolement, qui pourraient favoriser la sélection de 

certaines sous-populations davantage adaptable en culture. 

L’analyse comparative NEC/TEC a aussi révélé que les TECs adoptent un profil plutôt 

mésenchymateux par rapport aux NECs rejoignant les observations faites sur les TECs de 

prostate467. Ces analyses transcriptomiques sont appuyées par la morphologie des cellules 
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observées en microscopie à contraste de phase et par leur capacité réduite à former un réseau 

stable, caractéristique des cellules engagées dans un processus d’EndoMT. Cependant, les 

TECs n'affichent pas une augmentation de la migration, suggérant une EndoMT partielle. Il a 

d’ailleurs été montré que l’angiogenèse impliquait ce type d’EndoMT avec des cellules de front 

qui n’ont plus de polarité apico-basale et qui dégradent la matrice extracellulaire468. Des 

études ont aussi souligné le rôle crucial de la matrice extracellulaire dans l'induction de 

l’EndoMT. Dans des expériences in vitro, une élévation significative de l'expression de l'α-SMA, 

un marqueur de la transition EndoMT, a été observée lorsque les ECs étaient cultivées sur une 

matrice enrichie en fibronectine. En revanche, aucune augmentation n'a été constatée sur des 

matrices de collagène ou de gélatine469,470. Cependant, le degré de plasticité des ECs, influencé 

par le contexte tissulaire et le support sur lequel elles sont cultivées, semble moduler leur 

aptitude à subir cette transition. Par exemple, des disparités dans la réponse au TGF-β2 ont 

été documentées, indiquant que les ECs provenant de divers sites anatomiques peuvent 

répondre de manière hétérogène au processus d'EndoMT in vitro471. Que ce soit des TECs 

issues de CBNPC466, ou bien des HUVECs cultivées pendant 7 jours472 sur un support plastique 

en 2D, des analyses par scRNA-seq montrent bien l’émergence de phénotypes avec une 

signature d’EndoMT. Ces observations révèlent la complexité du phénotype des TECs, en 

particulier en lien avec l'influence de leur microenvironnement. Elles invitent à rester prudent 

sur l’interprétation des données obtenues à partir des cultures de TECs isolées de biopsies. En 

effet, étant donné que les méthodes d'isolement employées risquent de favoriser la sélection 

de sous-populations de TECs potentiellement minoritaires, cela pourrait occulter d'autres 

sous-types dotés de caractéristiques distinctes. 

À notre connaissance, aucune analyse du miRnome des TECs et NECs n’a été réalisée 

jusqu’à présent, faisant de notre étude une recherche pionnière dans ce domaine. J’ai pu 

identifier une surexpression de deux miRNAs (miR-483-3p et miR-3074-5p) et une sous-

expression de trois autres (miR-302a-5p, miR-210-3p et miR-138-5p). Les miRNAs surexprimés 

partagent 28 cibles communes, principalement impliquées dans les processus de dégradation 

des ARN et le métabolisme des acides gras. En revanche, les miRNAs sous-exprimés ne 

présentent aucune cible partagée, bien que 67 gènes soient ciblés par au moins deux miRNAs 

dans le groupe. Ces gènes sont associés à diverses voies biologiques liées à la glycosylation. Il 

convient cependant de considérer à nouveau ces résultats avec prudence, étant donné que 
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seul un nombre restreint de gènes a été analysé pour chacune de ces voies. Des travaux 

conduits par Chen et al.473 indiquent que le miR-302a-5p est diminué dans les tissus de NSCLC 

et que son augmentation est associée à une réduction de la prolifération, de la migration et 

de l'invasion des cellules tumorales474. L’ARNm de l’intégrine α6 (ITGA6) est une cible du miR-

302a-5p avec des propriétés de suppresseur tumoral. Dans leur étude de 2023, Kim et al.  

établissent que les TECs expriment des niveaux élevés d’ITGA6, qui seraient liés à 

l’angiogenèse dans le carcinome hépatocellulaire475. Nous avons donc émis l’hypothèse que 

l'augmentation d’ITGA6 dans les TECs pourrait résulter de la réduction de l’expression du miR-

302a-5p. Pour vérifier cette théorie, nous avons réalisé une qPCR de l’ITGA6 sur six couples de 

TECs/NECs, mais nos résultats ont révélé des variations hétérogènes dans l’expression de 

cette cible. Ces disparités pourraient provenir de la présence de  sous-types particuliers 

(CBNPC neuroendocrinien et épidermoïde) à partir desquels ont été isolées les TECs et NECs. 

De même, nous n’avons pas pu valider les données de la littérature au regard des cibles 

présumées du miR-210-3p, USF1 et PCGF3. Pourtant une corrélation pourrait être établie 

entre la diminution du miR-210-3p et une surexpression de sa cible USF1, ou de la 

surexpression du miR-483-3p. En effet, le miR-483-3p dont l’expression est régulée par le 

complexe β-caténine/USF1476 est considéré comme un oncogène car il induit une résistance à 

l’apoptose en ciblant le facteur pro-apoptotique PUMA477. Si l’augmentation d’USF1 avait été 

confirmée, nous aurions sans doute approfondi les implications de cette interaction chez les 

TECs. Concernant le miR-138-5p, il a été décrit comme influençant le processus angiogénique 

et potentiellement l’EndoMT en ciblant les ARNs des gènes tels que VEGF, MMP-9 et NOS3. 

De plus, il a été identifié comme un régulateur de PD-L1 dans le contexte du CBNPC où il 

influencerait les interactions entre les cellules tumorales et le TME478. Cependant dans le cas 

de nos experiences, l’expression du gène CD274 codant pour PD-L1 ne semble pas diminuer 

dans nos TECs par rapport aux NECs.  

Par la suite, nous avons voulu déterminer le potentiel immunomodulateur des TECs en 

comparaison de celui des NECs, au regard des résultats des analyses transcriptomiques. Dans 

un premier temps, nous avons examiné la capacité des TECs à induire l'adhésion des PBMCs 

par rapport aux NECs. Ce point est particulièrement étudié dans la littérature scientifique, 

étant donné que les TECs constituent la première barrière à la migration des cellules 

immunitaires vers la tumeur. Nos résultats révèlent que, en condition basale ou après 
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stimulation avec du LPS ou un mélange de cytokines telles que TNFα et IL-1β, les TECs 

semblent promouvoir une adhésion des PBMCs qui serait supérieure à celle des NECs. Cette 

observation est surprenante, surtout à la lumière des données transcriptomiques antérieures 

et en raison des études préexistantes qui décrivent les TECs dans le TME comme étant en état 

d’anergie479. En parallèle, j’ai analysé l’expression des molécules d’adhésion à la surface des 

TECs et des NECs dans des conditions basales. J’ai ainsi confirmé une baisse de l’expression de 

la VE-cadhérine, ce qui est en accord avec la réduction des ARNm associés à CDH5. Néanmoins, 

aucune différence significative n’a été observée concernant l’expression des protéines ICAM-

1 et VCAM-1. Pour compléter nos observations, des études supplémentaires sont nécessaires 

pour évaluer l’effet des cytokines pro-inflammatoires sur l’expression de ces protéines 

d’adhésion par les TECs.  

Il est envisageable que les mécanismes d’adhésion puissent impliquer des voies 

alternatives moins bien caractérisées que celles traditionnellement étudiées. Il est 

effectivement reconnu que, bien que de nombreux facteurs facilitant les interactions entre 

leucocytes et endothélium aient été identifiés, il existe également des inhibiteurs endogènes 

de l’adhésion leucocytaire. Notamment, dans les tissus cérébraux et pulmonaires, la molécule 

dérivée de l'endothélium ‘locus-1 endothélial développemental’ (Del-1), a été caractérisée 

comme un agent anti-adhésif, susceptible de perturber les liaisons entre les leucocytes et 

l’endothélium qui dépendent des intégrines LFA-1 et ICAM-1480. Une étude antérieure a 

démontré qu'une déficience en Del-1 au niveau endothélial entraînait une augmentation de 

l'adhésion des leucocytes qui était dépendante de LFA-1, tant in vitro qu’in vivo480. Cependant, 

dans le cadre de notre étude, nous n’avons observé aucune variation significative de 

l’expression de Del-1 au cours de l’analyse 3’RNAseq. En revanche, des études in vitro ont 

révélé que l'interaction entre la protéine Esm1 et la molécule d'adhésion LFA-1 peut entraver 

l'adhésion des leucocytes en inhibant leur liaison à ICAM-1481. Étant donné que les niveaux 

transcriptomiques d’Esm1 sont réduits dans les TECs, cela pourrait être une des pistes parmi 

d’autres expliquant l’augmentation observée de l'adhésion des PBMCs. Ainsi, il serait 

pertinent d’explorer d'autres mécanismes par lesquels les TECs stimulées pourraient faciliter 

l’adhésion, malgré l'absence d'expression des molécules d'adhésion classiques. 

Nous avons ensuite exploré l'expression de PD-L1, une cible de choix des 

immunothérapies. L’expression de PD-L1 par les ECs a suscité un intérêt croissant dans le 
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domaine de l’immunologie tumorale et les maladies auto-immunes, en raison de son 

implication dans la modulation des réponses immunitaires. PD-L1 et PD-L2, les ligands connus 

de la voie de signalisation PD-1, sont exprimés de manière variable selon les sources 

endothéliales et les espèces. Par exemple, des études sur des cultures primaires de ECs de 

cerveau humain ont révélé que ces cellules expriment des niveaux faibles voire indétectables 

de PD-L1 au repos qui se trouvent augmentés en réponse à des stimuli pro-inflammatoire 482. 

De manière générale, l’expression de PD-L2 est plus restreinte que celle de PD-L1 mais peut 

également être augmentée en fonction des conditions environnementales. La régulation de 

PD-L1 sur les ECs semblent être influencée par des facteurs du TME comme l’hypoxie et 

l’inflammation483. L’importance de cette régulation dans les ECs, en particulier dans un 

contexte tumoral, est essentielle pour mieux comprendre comment les ECs influencent les 

cellules immunitaires dans le TME484. Ainsi, dans un modèle d’implantation de tumeur 

mélanome B16 chez la souris, les TECs expriment des molécules de costimulation, le CMH de 

classe II, et PD-L1, suggérant qu’il s’agit de cellules présentatrices d’antigène avec une activité 

suppressive485. D’autres études ont démontré que l’expression de PD-L1 sur les TECs est 

associée à une diminution de l’infiltration des LT CD8+ et à une augmentation des Treg FOXP3+ 

et de leur capacité inhibitrice au sein des tumeurs, créant une « barrière 

immunosuppressive » qui favorise la progression tumorale424,486. En ce qui concerne notre 

étude, bien que nos résultats semblent montrer une très légère diminution des niveaux 

protéiques de PD-L1 dans les TECs, aucune variation au niveau de l'ARNm n'a été détectée. 

Nous avons alors cherché à déterminer si cette baisse de PD-L1 sur les TECs avait un impact 

sur l'activité des LT CD8+. Pour cela, j’ai co-cultivé des clones T CD8+ en présence de leurs 

cellules tumorales cibles exprimant la luciférase (N-luc), relarguée suite à la mort cellulaire, et 

ajouté à la coculture des TEC ou des NEC. Les résultats obtenus montrent que les TECs 

n’altèrent pas de manière significative la capacité des LT CD8+ à lyser les cellules tumorales 

par rapport aux NECs. Motz et al., ont montré dans leur étude parue en 2014 que les TECs 

provenant d’échantillons d’adénocarcinomes du sein, du côlon, du rein, de la vessie, de la 

prostate ou de l’ovaire humains expriment plus fortement la molécule immunosuppressive 

FASL que les NECs487 ce qui n’est pas le cas dans nos TECs issues de CBNPC.  

Cette situation soulève la question de savoir si l’absence d’expression de FASL dans 

nos échantillons est attribuable à la nature spécifique du cancer pulmonaire. Alternativement, 
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il est possible que nos cellules TECs en culture aient perdu l'expression de FASL, une protéine 

dont l'induction semble être influencée par le contexte environnemental. Dans la mesure où 

les ECs sont capables de détecter et de répondre à leur environnement, la large gamme de 

signaux d’un organe à l’autre est suffisante pour générer une forte hétérogénéité 

phénotypique. Lorsqu'elles sont isolées de leur environnement tissulaire natif et mises en 

cultures in vitro, il est vraisemblable qu'elles perdent leurs liaisons avec des signaux essentiels 

et subissent une dérive phénotypique. Par ailleurs, des études ont démontré que l'extraction 

des cellules de leur organe d'origine et leur culture ex vivo entraîne une perte des mécanismes 

de régulation épigénétique, conditionnant l'expression différentielle des gènes488,489. Par 

exemple, les HEV isolées des amygdales humaines perdent de multiples marqueurs 

spécifiques aux tissus après seulement 2 jours de culture489. En conséquence, les études 

portant sur les ECs en culture sont rapidement limitées par l’important changement de leur 

microenvironnement. 

Récemment, plusieurs études ont révélé que les exosomes (ou petites EVs) dérivés des 

cellules tumorales influencent fortement le TME. En revanche, le rôle des exosomes d'origine 

endothéliale dans l'immunité et la progression tumorale demeure peu exploré. Dans la 

dernière phase de mon étude, j’ai cherché à déterminer si les EVs produites par les TECs issues 

de CBNPC pouvaient affecter le comportement des LT effecteurs antitumoraux. Après avoir 

validé la méthode de purification des EVs et dans les conditions de mon modèle, j’ai observé 

que le traitement par EVs semble augmenter l’activité des LT CD8+ sans différence notable 

entre les EVs provenant de TECs ou de NECs. Cette absence d'effet nous a surpris, surtout en 

tenant compte de l’étude de Lopatina et al., ayant montré un effet du traitement des EVs de 

TECs sur les PMBCs460. Ici encore, la différence d’impact sur les cellules immunitaires pourrait 

s’expliquer par une origine tumorale différente. Une étude récente a montré que les EVs de 

TECs isolées de carcinomes épidermoïdes peuvent  favoriser l'immunosuppression via 

l'induction de TGF-β1, IL-10, et l'expansion des cellules Treg460. D'autres ont également 

observé que les EVs de TECs enrichies en mTOR soutiennent l'immunosuppression tumorale 

et favorisent les métastases490. Pour finir, une étude italienne a montré que les EVs isolées de 

TECs, tout en favorisant la croissance tumorale par l'induction de l'expression de PD-L1 dans 

les cellules myéloïdes, n'affectaient pas les LT naïfs491. Il serait donc pertinent, dans le cadre 
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de notre étude, d'examiner l'impact des EVs sur d'autres populations immunitaires que les LT 

ou encore sur les cellules tumorales elles-mêmes. 

Malgré ces résultats et les pistes potentielles que nous aurions pu développer, nous 

avons décidé de mettre fin à ce projet au début de ma troisième année de thèse et après 

discussion avec les membres de mon comité de suivi individuel. En effet, et comme abordé 

dans la discussion intermédiaire des résultats, le principal frein de l’étude a émergé dès l’étape 

de préparation des TECs à partir des biopsies de tumeurs, avec le constat d’une dérive des 

cellules cultivées. Cette dérive est rapidement apparue comme susceptible de limiter la 

pertinence des analyses phénotypiques comparatives. L'accès à la cohorte BREATHE incluant 

des patients atteints de CBNPC avant et après traitement est un avantage considérable pour 

notre équipe permettant de récupérer divers échantillons biologiques (sang périphérique, 

biopsies). Cependant, la plupart des patients bénéficie maintenant d'une thérapie 

néoadjuvante avant l'intervention chirurgicale. Ce traitement préopératoire a pour objectif de 

réduire les dimensions des tumeurs à exciser. Outre l’impact non négligeable que le 

traitement peut avoir sur le TME et les ECs, la réduction de la tumeur a limité notre capacité 

à disposer d’échantillons adaptés à l'isolement de populations cellulaires et à l’analyse 

approfondie que nous souhaitions entreprendre. De plus, maintenir en culture des ECs issues 

de biopsies a constitué un défi supplémentaire, principalement en raison de la nature 

plastique et primaire de ces cellules.  

Contrairement à notre approche in vitro, qui a mis en lumière les difficultés à préserver 

le phénotype des TECs sur une période prolongée, la communauté scientifique privilégie 

largement des modèles in vivo, comme les modèles murins, de poisson zèbres ou de CAM 

(chick chorioallantoic membrane)492, ou bien se concentre sur des études transcriptomiques 

immédiatement après l'isolement des cellules de la tumeur. Ces méthodes permettent de 

maintenir les caractéristiques spécifiques des ECs en limitant leur exposition aux conditions 

de culture. Elles minimisent ainsi les risques de dédifférenciation ou de biais induits par les 

conditions expérimentales. En revanche, ces approches ne permettent pas de valider les 

aspects phénotypiques fonctionnels associés aux observations transcriptomiques. Certaines 

équipes répondent à cette nécessité de pouvoir cultiver des ECs tout en conservant un 

phénotype tumoral en recourant à des surnageants conditionnés493. Ce milieu conditionné est 

obtenu après un temps d’incubation avec des cellules tumorales, puis utilisé pour traiter les 
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ECs ce qui permet d’étudier l’impact du sécrétome sur l’endothélium. Bien que cette méthode 

soit plus simple, elle présente l'inconvénient de ne pas seulement ajouter des signaux émis 

par les cellules tumorales mais également de dépléter le milieu en cytokine et autres 

nutriments. L’absence de ces signaux initialement évalués comme nécessaires à la culture des 

ECs introduit un biais supplémentaire dans les résultats expérimentaux. 

Pour nous affranchir des trop fortes contraintes de mise en culture de TECs tout en 

conservant l’ambition de décrire les fonctions biologiques des EC, nous avons réfléchi à un 

modèle alternatif de coculture intégrant des HUVEC afin de mimer le compartiment vasculaire 

sain. Ces modèles incluent des cellules tumorales de CBNPC ainsi que d'autres types 

cellulaires, dans des contextes en 2D et 3D. Cette nouvelle approche, développée au cours de 

ma troisième année de thèse, offrait la possibilité d’une complexité accrue par rapport aux 

monocouches de cellules en 2D. Elle apporte également la possibilité de faire varier les 

paramètres environnementaux, afin de s’approcher au plus près des conditions in vivo. De 

plus, ces co-cultures profitent des mêmes avantages que les cultures en surnageant 

conditionné tout en limitant le biais de consommation du milieu et en offrant un contact direct 

entre les HUVEC et les cellules tumorales. Cependant, ces modèles présentent également des 

limitations et comportent des contraintes spécifiques, que nous aborderons en détail dans la 

partie suivante.  
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MODELISATION DU CONTACT TUMEUR/ENDOTHELIUM : IMPACT SUR 

LA REPONSE IMMUNITAIRE 

Nous avons exploré l'hypothèse selon laquelle les ECs, influencées par leur contact 

avec les cellules tumorales, subissent des modifications transcriptomiques et phénotypiques 

qui peuvent altérer leur fonctionnement initial et conduire à une transformation tumorale de 

l’endothélium. Dans cette hypothèse, cette transformation des ECs pourrait jouer un rôle dans 

la modulation de la réponse immunitaire antitumorale. Nos recherches se sont donc 

concentrées sur la mise en évidence de propriétés immunomodulatrices des HUVECs après 

leur mise en contact avec les cellules tumorales. Nous avons notamment recherché dans 

quelle mesure elles pouvaient influencer l’activité des LT CD8+ effecteurs, des CD4+ auxiliaires 

mais aussi la différenciation des LT naïfs et des monocytes en macrophages.   

Notre approche s’est inspirée des travaux réalisés en 2022 par Njock et al. sur un 

modèle de coculture de HUVECs et de cellules de cancer du sein triple négatif (MDA-MB-

231)494. Nous avons, sur le même principe, exposé des HUVECs pendant 48 heures à trois 

lignées cellulaires tumorales de CBNPC (A549, H1755 et H1975) représentatives d’une 

hétérogénéité mutationnelle. J’ai ensuite ré-isolé les HUVECs à partir des cocultures. Par 

simplicité, dans la suite de mon manuscrit les HUVECs cocultivées avec les différentes lignées 

seront appelées de façon générale les NSCLC-TECs, et plus précisément A549-TECs, H1755-

TECs et H1975-TECs, tandis que les monocultures contrôles seront identifiées comme NECs. 

Pour évaluer les modifications induites par la co-culture, nous avons effectué un séquençage 

3’RNAseq qui nous a permis de montrer que les NSCLC-TECs présentaient des variations 

d’expression génique caractéristiques d’un profil d’activation endothéliale. Ce profil est 

marqué par la surexpression de gènes pro-inflammatoires, notamment ceux codant pour des 

molécules d’adhésions cellulaires et des chimiokines. Un différentiel d’expression s'est 

également dégagé pour des gènes impliqués dans plusieurs voies de signalisation, révélant 

une activation potentiellement accrue des voies de synthèse des prostaglandines, des voies 

impliquées dans l'adhésion cellulaire et dans la présentation antigénique en particulier du 

CMH de classe II. En revanche, aucune différence n’a été observée dans l’expression de 

marqueurs de la transition EndoMT ou dans les capacités d’angiogenèse des NSCLC-TECs. Un 

tel profil d’activation des ECs a également été mentionné dans l’étude de Njock. Leur travaux 

n’impliquent qu’une seule lignée tumorale en coculture avec les HUVECs, contrairement à 
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notre étude qui révèle que le type de cellules cancéreuses pourrait exercer une influence 

variable sur les profils des HUVECs co-cultivées. En effet, les H1755-TECs (mutations tumorales 

BRAF et TP53) affichent un profil transcriptomique moins éloigné des NECs que les H1975-

TECs (mutations tumorales EGFR et TP53) ou des A549-TECs (KRAS-G12S). Plus précisément, 

le contact avec les cellules H1755 engendre chez les ECs un différentiel significatif d’expression 

de seulement 137 gènes par rapport aux NECs, tandis que les cellules H1975 induisent des 

variations sur 4402 gènes et les A549 sur 1298 gènes. Pour les gènes d’expression modifiée, 

83 étaient communément dérégulés dans les trois lignées tumorales étudiées.  

Pour s’affranchir des effets de contacts directs et explorer les effets d’une signalisation 

paracrine, nous avons développé un modèle de coculture indirect entre CBNPC et HUVECs via 

l’utilisation de filtres « transwell ». Les cellules sont ensemencées dans deux puits distincts, 

séparés par une membrane poreuse laissant passer les signaux sécrétés. Nous avons observé 

que l’influence des cellules tumorales était fortement réduite dans ce modèle de co-culture 

indirecte, comparativement à la situation où les HUVECs sont cultivées dans le même puits 

que les cellules tumorales. Cette différence suggère que des interactions membranaires 

impliquant des ligands et des récepteurs présents à la surface des différents types cellulaires 

sont mobilisées pour conduire aux changements des ECs. L’effet biologique peut aussi être la 

conséquence de la formation de jonctions intercellulaires facilitant les échanges directs de 

matériel intracellulaire. Ce mode de communication a été mis en avant par une équipe 

nantaise, qui a démontré que le transfert de peptides tumoraux des cellules tumorales vers 

les EC via les «Gap junctions» permettait une reconnaissance et une activation des LT 

cytotoxiques495. Avec cette donnée que la signalisation paracrine n’est pas le mode principal 

de communication impliquée dans l’activation des profils des TECs, nous nous sommes 

concentrés sur les modèles de coculture par contact direct. 

En lien avec le profil transcriptomique d’activation, les A549-TECs ont montré une 

augmentation de l’expression des ARNs de VCAM-1 après 48 heures de coculture. Cette 

surexpression serait cohérente avec l’amélioration de l’adhésion des leucocytes observée 6 

heures après le tri. Malgré cette augmentation transcriptomique significative, l’expression 

protéique de VCAM-1 n’est que de 1,5 fois supérieure, ce qui n’est peut-être pas suffisant 

pour observer un effet fonctionnel. De plus, l’expression des intégrines semble transitoire 

avec une diminution de l'adhésion constatée à 24 heures. En complément de ces observations, 
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nous avons évalué la transcription de gènes cibles après la remise en culture des HUVECs triées 

à différents temps. J’ai extrait les ARNs à T0 après le tri, puis à 6, 24, 48 et 72 heures. Les 

résultats de qPCR suggèrent que pour certains gènes particuliers, les cellules tendent à perdre 

les caractéristiques acquises durant la coculture pour retrouver un niveau d’expression 

similaire à celui observé dans les monocultures après 48 heures. Ces extractions nous ont 

également permis de mettre en évidence que le tri magnétique pourrait avoir un impact sur 

les HUVECs en activant l’induction de voies de signalisation par l’intermédiaire de la fixation 

de l'anticorps sur le CD31 cellulaire. Toutefois, étant donné que toutes les cellules sont 

comparées à leur conditions monoculture contrôle, ayant reçu le même traitement (dont le 

tri), ce biais est pris en compte dans nos observations.       

Les ECs cocultivées au profil pro-inflammatoire ont révélé, en plus d’une surexpression 

des molécules d'adhésion ICAM et VCAM, une différence d’expression de gènes impliqués 

dans divers processus de régulation du système immunitaire et plus particulièrement liés au 

recrutement des cellules immunitaires. Un augmentation de l’expression de nombreux gènes 

codants pour des chimiokines tels que CXCL10, CCL5, caractérise ainsi les ECs en condition de 

coculture. Concernant les phénotypes fonctionnels, le milieu conditionné par les H1755-TECs 

et H1975-TECs post-tri, favorise un recrutement significatif des LT CD8+ et LT CD4+ lors d’un 

test de migration en transwell. A noter que l’augmentation se limite à une tendance pour les 

A549-TECs. En revanche, aucun des milieux conditionnés de TEC/NEC n’a modifié la migration 

de monocytes circulants.  Il est à noter que les milieux sont conditionnés après tri pendant 

seulement 6 heures. Cela soulève des questions sur la quantité et la temporalité de la 

production des chimiokines dans le surnageant, qui pourrait ne pas être optimale pour le 

recrutement. L’étape de diapédèse, autre étape-clé de la réponse immunitaire, pourrait aussi 

être analysée en mesurant les capacités de transmigration des PBMCs à travers une barrière 

monocouche de NSCLC-TECs. 

Parmi les gènes de co-stimulation immunitaire différentiellement exprimés, nous 

avons porté notre attention sur OX40L, dont le niveau d’expression est diminué dans toutes 

les HUVECs cocultivées. En tant que facteur-clé dans l’activation des LT CD4+ et CD8+, 

l'atténuation de la signalisation OX40/OX40L compromet la réponse anti-tumorale. En effet, il 

a été montré dans plusieurs modèles de cancer, que l’utilisation d’un anticorps agoniste anti-

OX40 renforce l’immunité anti-tumorale engendrée par les LT, ce qui favorise la régression 
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tumorale et la survie des patients496,497. Dans mon modèle, nous avons montré que les A549-

TECs ou H1975-TECs induisaient une diminution significative de la prolifération de LT CD4 

polyclonaux après activation. Nous formulons l’hypothèse que cette inhibition découle de la 

défaillance du signal de soutien prolifératif normalement apporté par OX40/OX40L au 

moment de l’activation des LT. Cette hypothèse est renforcée par le fait qu’aucune différence 

de prolifération n’est observée dans le cas des LT naïfs, qui n’expriment OX40 que très 

tardivement après leur activation498. Pour nos travaux futurs, nous avons l’intention d’évaluer 

les conditions de prolifération des LT avec les NECs (qui ont des niveaux normaux d’OX40L) et 

en présence d’un anticorps inhibiteur de l’interaction OX40/OX40L, afin de déterminer si la 

prolifération est également compromise, ce qui appuierait davantage notre hypothèse. De 

plus, compte tenu du rôle de l’interaction OX40/OX40L dans l’établissement d’une réponse 

mémoire effectrice, comme démontré par Soroosh et al.,499 il serait pertinent d’examiner les 

marqueurs de LT mémoires effecteurs (CD45RA− CCR7− ) et centraux (CD45RA− CCR7+) après 

activation500.  

L’intérêt pour OX40L ne s’arrête pas là puisqu’il a été démontré qu’il agissait sur la 

polarisation des LT naïfs, avec un effet inhibiteur dans l’induction de Treg et inducteur d’une 

réponse de type Th2501. Récemment, Zhang et al. ont montré que la liaison entre OX40 et 

OX40L inhibe l’induction de FoxP3 par l’intermédiaire des protéines BATF, qui régulent sa 

transcription, ou en activant la voie AKT-mTOR502. La perte de OX40L dans les NSCLC-TEC 

pourrait donc être associée à la perte de l’inhibition de la polarisation des Treg. 

Dans ce contexte, pour étudier la polarisation des LT, nous avons incubé les NEC ou 

NSCLC-TEC pendant 5 jours avec des LT naïfs isolés à partir de PBMCs de différents donneurs 

sains. De manière surprenante, nous n’avons pas observé d’induction de Treg dans les 

conditions où les NSCLC-TECs avaient perdu l’expression de OX40L. Il est possible que des 

signaux responsables de la polarisation soient manquants dans notre modèle puisque les 

HUVECs ne produisent pas d’IL-10 ou de TGF-β essentielles à l’induction des Treg. Pour 

explorer plus précisément la dynamique de polarisation, nous avons réalisé un LegendPlex 

afin d’évaluer les cytokines produites en fonction des différents types de LThelper induits, 

dans les surnageants de nos cocultures entre HUVECs et les LT naïfs. La génération de LT de 

type Th2 est associée à la production d’IL-4, d’IL-5, d’IL-13 et d’IL-10, et à l’expression de 

GATA3 dans les LT CD4+ 503,504. Nos résultats n’ont pas révélé une induction marquée de toutes 
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ces cytokines. Toutefois, dans des conditions où les HUVECs ont été activées avec des 

cytokines pro-inflammatoires induisant l’expression de OX40L, j’ai observé une potentielle 

polarisation des LT naïfs en Th2, avec une augmentation de la concentration de l’expression 

d’IL-5 et d’IL-13. De même, la coculture avec des A549-TECs induit une expression d’IL-5 et 

d’IL-2, associée au profil Th2 et Th1, respectivement. Ces résultats sont à nuancer car nous ne 

retrouvons pas d’expression d’IL-4 et d’IL-10 confirmant cette polarisation. Il serait pertinent 

de regarder l’expression des facteurs de transcription (GATA3) pour consolider nos résultats.  

Nous avons observé, dans les conditions de coculture avec les H1975-TECs, la présence 

significative d’IL-22, tandis que l’IL-17F reste très peu exprimée (et l’IL-17A indétectable), ce 

qui indique une polarisation vers une sous-population de type Th22, comme décrit dans la 

littérature505,506. Une étude américaine a rapporté que l’induction de Th22 se produit en 

présence d’IL-6, de TNF-α et en absence de TFG-β507, ce qui paraît correspondre aux conditions 

de notre étude, où les cocultures avec les H1975-TECs semblent produire de plus grande 

quantité d’IL-6 et de TNF-α par rapport aux autres conditions. La caractérisation des cellules 

Th22 est relativement récente. Elles ont été définies, dans un premier temps, comme cellules 

spécialisées dans les processus de réparation tissulaire. Par la suite, il a été observé que la 

présence de Th22 et les niveaux d’expression de l’IL-22 sont augmentés dans les sites 

inflammatoires par rapport aux tissus normaux, comme ça peut être le cas dans le 

cancer508,509. Les cellules Th22 infiltrant la tumeur ont été étudiées dans de nombreux cancers 

humains et leur présence intratumorale était associée à un facteur de mauvais pronostic510–

512. En effet, la surexpression d’IL-22 est associée à la promotion tumorigénique en stimulant 

la prolifération cellulaire via la voie STAT3 et en régulant à la hausse les molécules 

prolifératives (CyclinD1, c-Myc, Rb2, CDK4)513. Elle est également décrite comme pouvant 

inhiber l’apoptose par régulation positive des gènes anti-apoptotiques tels que Bcl-2, Bcl-XL, 

Mcl-1, et elle induit l’angiogenèse514,515. Cependant, il demeure incertain que les cellules Th22 

soient recrutées, induites ou développées au sein du TME. Nous proposons ici l’hypothèse 

selon laquelle, les ECs dans des conditions spécifiques de transformation tumorale qu’il reste 

à élucider, contribuent à la polarisation des Th22 et par conséquent, participent à 

l'immunosuppression dans le TME. Dans la continuité de ce projet, il serait intéressant 

d’approfondir notre compréhension des mécanismes sous-jacents de l'interaction entre les 

ECs et les Th22. 
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Pour finir sur OX40L, qui nous semble être une cible de premier plan, il faudra 

comprendre comment le contact avec les cellules tumorales aboutit à une répression de 

OX40L dans les NSCLC-TECs. Une des pistes serait de regarder le niveau de la méthylation de 

l’ADN puisque l’épigénétique est centrale dans la régulation de l’expression des gènes en 

fonction de l'environnement. En effet, le gène TNFSF4 codant pour OX40L se trouve sur le 

chromosome 1 humain et de manière intéressante, il est retrouvé dans la même région que 

le gène TNFSF18 codant pour GITRL qui se trouve lui aussi sous-exprimé dans nos conditions 

de coculture. Or cette région est effectivement davantage méthylée dans les tumeurs de 

CBNPC en comparaison des tissus sains comme présenté dans la figure 22, ce qui pourrait 

ouvrir sur des perspectives thérapeutiques intéressantes.    

 

Figure 23 : Comparaison de la méthylation des îlots CpG entre tissu sain et tumoral dans le CBNPC des locus encadrant 
TNFSF4. Fait avec http://www.bioinfo-zs.com/smartapp/.  

En parallèle des LT, les macrophages sont également des acteurs clés de la réponse 

immunitaire anti-tumorale. J’ai donc également étudié leur interaction avec les TECs durant 

ma thèse. Dans le microenvironnement du CBNPC, les TAM se révèlent être le type cellulaire 

majoritaire en constituant 34,1 % des cellules immunitaires identifiées516. Bien que certaines 

populations résidentes de macrophages sont classées parmi les TAM517,518, beaucoup 

proviennent de monocytes circulant recrutés, par exemple via l’axe CCR2/CCL2519. La 

différenciation des monocytes en TAMs est influencée par leur environnement. Par exemple, 

le facteur de stimulation des colonies de macrophages (M-CSF), également appelé CSF1 et le 

facteur de stimulation des colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF), également 

appelé CSF2, sont des cytokines impliquées dans la régulation de la polarisation des 

macrophages. Le GM-CSF est lié à l’activation du phénotype M1 et le M-CSF est associé à la 

différenciation du phénotype M2520. Dans le CBNPC, des études ont montré que le niveau 

http://www.bioinfo-zs.com/smartapp/
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sérique de M-CSF est augmenté chez les patients521,522 et qu’une expression élevée de son 

récepteur CSFR1 sur les TAM est corrélée à un taux de mortalité accrue523. En tant que cellules 

immunosuppressives, les TAMs facilitent le processus d’évasion immunitaire tout en 

favorisant la prolifération, la survie et l’invasion des cellules tumorales524. 

Pour reproduire cette composante du TME, nous avons isolé des monocytes circulants 

à partir de PBMCs de donneur sain, que nous avons mis en coculture avec les  HUVECs triées 

après leur exposition aux cellules tumorales de CBNPC (NSCLC-TECs). Nous avons ensuite 

analysé la présence de marqueurs M2-like (CD16 et CD163) ou M1-like (HLA-DR) en cytométrie 

en flux. Nous avons montré que le contact avec des HUVECs cocultivées semble modifier le 

phénotype des macrophages induits, avec une potentielle diminution de l’expression du 

marqueur M1 et une augmentation des marqueurs M2, bien que les réponses diffèrent 

suivant la lignée de CBNPC utilisée. Ces observations rejoignent les résultats présentés par 

Njock et al., qui indiquent que le traitement avec des EVs produites par les ECs lors d’une 

coculture avec des MDA-MB-231, entraîne une libération de miRNAs dans les macrophages 

susceptibles d’induire une polarisation vers un phénotype M2494. Ce phénomène serait 

cohérent avec nos observations précédentes suggérant que les ECs, modifiées par leur 

interaction avec les cellules tumorales, participent à l'immunosuppression en influençant les 

acteurs de l’immunité dans le TME.  

Clara Bourreau, étudiante en thèse dans notre équipe, a montré dans ses travaux que 

les A549 produisent du M-CSF, plus que d’autres lignées tumorales de CBNPC (comme les 

H1755 et H1975). Nous avons donc supposé que les monocytes en coculture avec les A549 

s'orienteraient vers un profil M2, comme démontré par Camille Chatelain avec les cellules de 

MPM525. Nous avons voulu déterminer l’impact d’un ajout de ECs dans cette coculture. Nous 

avons ensemencé des ECs avec des cellules tumorales et des monocytes pendant 5 jours, 

avant d’analyser le devenir des macrophages. La faible population de macrophages observée 

après incubation a été attribuée à la prolifération tumorale, plutôt qu’à un manque de signaux 

de survie. Nos résultats ont révélé une augmentation des marqueurs M2-like uniquement 

dans les cocultures avec les A549, confirmant que le M-CSF pourrait favoriser cette 

polarisation. Une augmentation (non significative) de ces marqueurs a également été 

observée pour les monocytes cultivés seul avec le milieu EGM2 supplémenté. Cette induction 

pourrait être imputée à la présence de VEGF dans le milieu, facteur connu pour favoriser le 
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switch entre M1-like vers M2-like526. L’ajout des HUVECs dans ce milieu semble réduire 

l’induction du profil M2-like, sans toutefois interférer avec l’induction provoquée par les 

cellules tumorales. L’augmentation du ratio des HUVECs dans la coculture semble également 

atténuer le switch M2-like, orientant les macrophages vers un profil intermédiaire entre M1-

like et M2-like.  

Les observations que j’ai pu faire dans mon modèle indiquent que la présence des ECs 

provoque des modifications dans le phénotype des macrophages, peut-être en induisant de 

nouveaux sous types mais cette hypothèse reste à vérifier. Avec seulement 3 marqueurs 

analysés il est difficile de caractériser précisément les populations. Comme discuté 

précédemment, les macrophages existent le long d’un continuum phénotypique et ne sont 

pas facilement caractérisés par des marqueurs uniques527,528. Chaque type de macrophage 

peut contenir de nombreux sous-types et en raison de leur plasticité, peuvent passer d’un 

type à un autre en fonction des facteurs solubles et cellulaires présents dans le TME529. Pour 

affiner nos observations, l’exploration d’autres marqueurs tels que CD206 pour les M2-like, 

CD80/86 pour les M1-like525 ou encore LYVE-1 pour les macrophages périvasculaires530 serait 

pertinente. De plus, il serait intéressant de déterminer si la présence seule de ECs permet 

d’induire ce phénotype de macrophages périvasculaires. Plusieurs études suggèrent que les 

profils acquis par les macrophages dans la tumeur ne relèvent pas d’un processus linéaire, 

mais impliquent un programme complexe en plusieurs étapes avec des phénotypes 

intermédiaires guidés par le TME340,531,532. L’évolution rapide de nos connaissances sur la 

plasticité macrophagique souligne l’importance d’adopter une approche méthodique pour 

caractériser les différents profils possibles et mieux comprendre l’hétérogénéité des TAMs. 

Dans notre modèle, le gène PGES codant pour l’enzyme responsable de la 

métabolisation de PGE2 est le gène le plus significativement régulé à la hausse dans toutes les 

cocultures. PGE2, connue pour être surexprimée dans le cancer est souvent facteur de 

mauvais pronostic car responsable d’une inflammation favorisant la progression 

tumorale533,534. Une dérégulation est également observée pour de nombreux autres gènes 

impliqués dans la voie comme ceux des transporteurs membranaires des prostaglandines. Ces 

observations sont conformes aux travaux de Njock et al., cependant, les expériences 

exploratoires de dosage par ELISA de PGE2 dans les surnageants de culture n’ont pas été 

concluants. Les expériences en cours visent à détecter PGE2 par spectrométrie de masse afin 
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de disposer d’une sensibilité suffisante pour envisager l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de 

la voie de synthèse du PGE2 comme piste thérapeutique.  

L’utilisation de plusieurs lignées tumorales aux mutations distinctes permet 

d’appréhender des mécanismes des dialogues qui pourraient être communs et d’autres plus 

spécifiques du type cellulaire. Nous avons observé que les lignées tumorales induisent des 

profils variés chez les HUVECs. Nous avons formulé l’hypothèse selon laquelle ces variations 

pourraient être liées aux mutations des cellules tumorales. Pour explorer cette hypothèse 

nous avons utilisé 2 nouvelles lignées cellulaires disponibles au laboratoire et présentant la 

même mutation que les A549 (KRAS G12S). Bien que les résultats ne soient pas inclus dans la 

thèse, nos analyses ont mis en évidence des réponses distinctes par rapport aux TEC-A549 

face à ces lignées, invalidant l’idée de modifications de l’endothélium qui soient uniquement 

dépendantes des mutations tumorales.     

Dans l’étude de coculture en 2D, qui nous a permis d’explorer les interactions entre 

les ECs, les cellules tumorales et les principaux acteurs de l’immunité anti-tumorale, nous nous 

sommes concentrés sur les effets produits sur les HUVECs après leur contact avec les cellules 

tumorales. Nous convenons néanmoins que la communication au sein du TME n’est pas 

unidirectionnelle et que les lymphocytes comme les macrophages peuvent agir sur le 

phénotype des ECs535,536 ou même sur celui des cellules tumorales.  

D’un point de vue technique, la variabilité biologique associée aux donneurs s’est de 

nouveau révélée être un frein pour l'interprétation de nos observations. En effet, les HUVECs 

tout comme les cellules immunitaires ont été isolées de différents individus, ce qui introduit 

une hétérogénéité génétique et épigénétique dans le modèle. Cette hétérogénéité peut 

rendre difficile la reproductibilité des résultats et réduire la robustesse des conclusions. Le 

choix du type cellulaire étudié dans le modèle pour représenter l’endothélium vasculaire ( les 

HUVECs) peut de plus faire débat et sera approfondi dans la dernière partie de cette discussion 

de thèse. 
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SPHEROÏDES 3D : UN MODELE PLUS COMPLET POUR LA 

DIVERSIFICATION CELLULAIRE 

Plusieurs études ont démontré que les cultures 3D favorisent l’induction de cellules 

présentant à la fois des caractéristiques transcriptomiques et morphologiques se rapprochant 

des conditions in vivo, comparativement à la culture en 2D537,538. Dans cette perspective, nous 

avons décidé d'approfondir notre compréhension des interactions entre les ECs et d'autres 

types cellulaires dans un contexte tumoral, en développant et caractérisant un modèle 3D de 

sphéroïde multicellulaire tumoral (MCTS). Notre équipe a acquis l’expertise d’un tel modèle 

dans lequel la proportion de cellules myéloïdes semble davantage conservée, et reproduit de 

manière plus précise les interactions intercellulaires au sein d’une tumeur que les cocultures 

en 2D. A partir de ce modèle, Thibault Blondy a montré que 90% des monocytes intégrés dans 

les MCTS avec des cellules de mésothéliome pleural malin (une tumeur thoracique de la 

plèvre) adoptent un phénotype M2-like, capable d’inhiber la réponse de clones LT 

antitumoraux345. Les premiers tests de formations de MCTS intégrant les HUVECs au mélange 

tumoral et monocytes, se sont avérés infructueux car la présence des ECs restreint la 

compaction adéquate de l’agrégat cellulaire. L’ajout de fibroblastes à permis de surmonter ce 

manque de stabilité539 aboutissant à l’élaboration d’un modèle MCTS composé de cellules 

tumorales (40%), de HUVECs (20%), de fibroblastes dérivés de tissus pulmonaires normaux 

(20%) et de monocytes circulants (20%).  

Nous avons effectué un scRNAseq sur ce nouveau modèle de MCTS, dont les analyses 

bioinformatiques réalisées par Lucas Treps, ont permis de montrer la diversité de sous 

populations induites dans ce modèle. Nous avons ainsi identifié 4 sous-groupes distincts au 

sein de la population myéloïde dérivée de monocytes, dont la majorité rentrait dans la 

classification M2-like, bien qu’un groupe avait un profil M1-like. D’autres études ont mis en 

évidence l’hétérogénéité des TAMs dans les modèles 3D, notamment Madsen et al., qui ont 

démontré que différentes lignées tumorales induisent des variations dans l’infiltration des 

monocytes et la polarisation des macrophages de manière lignée dépendante540. Dans notre 

cas particulier, nous avons identifié un groupe de macrophages M2 périvasculaires, 

caractérisé par l’expression de marqueurs clés comme LYVE1 et FOLR2. Ces macrophages 

périvasculaires, que nous avons déjà brièvement abordés, sont décrits comme agissant dans 

le cancer en régulant les intéractions entre les leucocytes et les EC, l’angiogenèse, et pouvant 
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influencer la réponse aux traitements541,542. En effet, l’expression forcée de LYVE1 dans les 

macrophages murins RAW264.7, entraîne une augmentation de l’expression de l’ARNm de la 

métalloprotéinase matricielle 2 (Mmp2), de Mmp9 et du Vegfa. Les macrophages exprimant 

LYVE1 favorisent la migration et la formation de tubes des HUVECs543. Fait intéressant,une 

étude publiée en 2020 rapporte que l'expression de FOLR2, particulièrement exprimée dans 

notre modèle, est fortement associée au profil transcriptomique des macrophages 

dépendants du M-CSF544. Ce sous-ensemble identifié dans notre MCTS pourrait être doté de 

rôles distincts dans la progression et l’immunité tumorale. Il mérite une investigation plus 

approfondie en raison de son implication controversée. En effet, dans l’adénocarcinome 

pulmonaire, les macrophages LYVE1+FOLR2+ sont associés à un phénotype agressif 

défavorable et semblent dériver de la transformation de macrophages alvéolaires résidents 

au cours du développement tumoral545. Ramos et al., ont montré que dans le cancer du sein, 

les macrophages FOLR2 se concentrent dans les zones périvasculaires du stroma tumoral, où 

ils interagissent avec les lymphocytes T CD8+, ce qui améliore leur activation et est donc 

corrélé à une meilleure survie des patients546. Nos résultats de microscopie confocale sur 

MCTS semblent aller dans ce sens avec la présence des cellules CD45+ en contact intime avec 

les ECs au sein d’agglomérats cellulaires. Cette contradiction concernant les effets de la 

présence de ce type cellulaire pourrait être liée au type de cancer ou à la localisation de ces 

macrophages au sein de la tumeur. A la lumière de ces observations, il serait pertinent 

d’examiner la localisation de ces macrophages dans notre modèle ainsi que les types 

cellulaires présents dans leur environnement immédiat. Sont-ils positionnés à proximité des 

HUVECs ? Sont-ils répartis de manière homogène dans le sphéroïde ou préférentiellement 

dans certaine région comme le centre nécrotique ? Cette question sera explorée par Hortense 

Perdrieau cours de sa thèse avec des expériences envisagées en transcriptomique spatiale sur 

des MCTS. 

En ce qui concerne le compartiment endothélial, bien que le nombre de cellules 

analysées soit relativement restreint, nous avons pu identifier trois sous-types distincts, situés 

au sein du sphéroïde et entourant un noyau nécrotique. La première population se distingue 

des autres par un phénotype angiogénique, avec l’expression de marqueurs pro-

angiogéniques comme DLL4, Kit et PLVAP547. La seconde est une population proliférative 

marquée par l’expression des cyclines et dont les principales voies up-régulées s’orientent 
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autour des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et de la glycolyse. Cette population conserve 

également des marqueurs angiogéniques, rejoignant les caractéristiques retrouvées chez les 

TECs dans le CBNPC548. La dernière population de ECs présente un profil inflammatoire 

traduisant une activation endothéliale, comme nous avions pu l’observer dans notre modèle 

2D. Elle est caractérisée par la surexpression de molécules d’adhésions telles que ICAM1 et de 

chimiokines comme CXCL8. De manière intéressante, cette population présente une signature 

associée à l’autophagie, à la signalisation mTORC et à la transition EndoMT. Cette dernière 

caractéristique n’était pas présente dans un modèle 2D avec des HUVECs et nous rapproche 

davantage du profil observé dans les TECs fraîchement isolées de CBNPC. Le processus 

d’autophagie est décrit comme ayant un rôle majeur dans les capacités immunomodulatrices 

des TEC. Verhaeven et al., ont montré que l’autophagie au sein de l'endothélium tumoral 

limite les réponses du mélanome aux thérapies anti-PD1. En effet, dans leur modèle de souris 

transgéniques où les TEC sont déficientes pour l’autophagie, l’expression des facteurs 

impliqués dans la voie NF-κB et celle de diverses molécules d’adhésion à l’EC ont été 

significativement régulée à la hausse, signant la levée de l’anergie endothéliale549. A noter que 

l’autophagie a également été montrée comme importante dans les EC lymphatiques 

tumorales550. Ces observations attestent l’établissement d’un environnement 

immunosuppresseur actif dans nos modèles de MCTS, offrant des perspectives prometteuses 

pour l’évaluation des résistances aux traitements par ICIs rencontrées dans le CBNPC, et pour 

l’exploration des mécanismes sous-jacents à ces résistances.  

L’analyse du devenir des fibroblastes présents dans les MCTS a révélé 13 profils 

transcriptomiques distincts. Parmi ceux-ci, certaines signatures correspondent aux iCAFs, et 

peuvent être corrélées avec l’infiltration tumorale. D'autres correspondent aux myCAFs, 

impliqués dans la construction d'un environnement immunosuppresseur en attirant et en 

retenant les Treg287. Les CAFs recrutent également des monocytes et des macrophages et 

contribuent à la formation d'une niche pro-angiogénique avec une population de TAM 

périvasculaire532. En outre, dans les cancers humains, des preuves expérimentales ont révélé 

que les CAFs soutiennent l'angiogenèse en libérant des quantités importantes de VEGF-A et 

d'autres signaux pro-angiogéniques dans le TME551. Une étude réalisée dans le CBNPC a 

également montré que les iCAF étaient spatialement proches des ECs293. Cependant, le 

dialogue complexe entre les CAFs, les TAMs et les TECs au sein du TME reste peu documenté. 
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L’étude du devenir de ces CAFs, ainsi que la caractérisation de leurs interactions avec les ECs 

au sein de notre modèle de MCTS, constitue un projet de recherche ambitieux à part entière. 

Ce thème sera au centre des prochains travaux de thèse d'Émilie Navarro, que j’ai eu 

l’occasion d’encadrer pour son stage de fin d’étude d’ingénieur. Ce projet sera également 

mené en collaboration avec une équipe du département d’immunologie du St. George 

Campus à Toronto. Parmi les perspectives de ce modèle MCTS, l’inclusion des LT pourrait 

fournir une complexité supplémentaire permettant l'étude d’immunothérapies combinées et 

éventuellement d’une amélioration des réponses antitumorales. 
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MODELES ALTERNATIFS : LIMITES ET PERSPECTIVES POUR EXPLORER 

LES COMPLEXITES BIOLOGIQUES 

Les interactions cellulaires, les signaux paracrines, la rigidité du substrat, la quantité 

d’oxygène, et d'autres facteurs présents dans un organisme vivant sont absents ou 

considérablement simplifiés in vitro, ce qui limite la pertinence physiologique des résultats. 

Malgré une amélioration apportée par nos modèles par rapport à une culture 2D bicellulaire, 

ils ne permettent pas de reproduire de manière fidèle la complexité du microenvironnement 

retrouvé in vivo. Quelle que soit l’approche choisie, il y a toujours des défis à relever pour 

optimiser les paramètres comme la densité cellulaire et le rapport d’ensemencement, ainsi 

que des contraintes inhérentes aux types cellulaires choisis pour le modèle. Je ne peux donc 

pas terminer la discussion de ma thèse sans aborder la principale question qui m’a été 

fréquemment posée, au cours des échanges que j’ai pu avoir avec la communauté scientifique, 

notamment lors de congrès : pourquoi utiliser le type cellulaire HUVECs en tant que modèle 

représentatif de l’endothélium pulmonaire sain ?  

Les HUVECs restent une source prédominante de ECs primaires au sein de la 

communauté scientifique, particulièrement pour les études in vitro de la vascularisation et 

l’angiogenèse552 ainsi que pour les recherches sur les biomatériaux553. Leur principal atout 

réside dans leur accessibilité puisque le cordon ombilical, souvent considéré comme un déchet 

biologique après la naissance, est une source abondante de ces cellules par ailleurs difficiles à 

obtenir et cultiver avec succès à partir des différents autres lits vasculaires. De plus, leur 

relative facilité d’isolement et les faibles risques de contamination par d’autres types de 

cellules constituent un avantage considérable. Pour l’instant, il s’agit d’une limitation pour les 

études comparatives complètes de l’endothélium capillaire. Cependant, l’absence de 

spécificité d’organe et le niveau de différenciation des HUVEC doivent être pris en compte. 

Bien qu’elles soient parmi les ECs les mieux caractérisées, il existe encore des lacunes 

concernant leur capacité à récapituler l’hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle de 

l’endothélium provenant de différentes origines vasculaires554. En effet, les HUVECs 

représentent des cellules entièrement différenciées, incapable de se développer davantage 

en endothélium spécifique à un organe555. Par exemple, les HUVECs sont jugées inappropriées 

pour les études de vascularisation du tissu nerveux, car elles ne parviennent pas à établir une 
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barrière endothéliale hermétique et efficace, caractéristique du système nerveux central556. 

Les barrières formées in vitro par les HUVECs affichent également une perméabilité plus 

élevée que celle constituée par d’autres types de ECs557.  

Bien qu’elles ne reflètent pas parfaitement la complexité de l’endothélium in vivo, 

l’utilisation des HUVECs pour notre étude nous a paru être un bon compromis. Leur utilisation 

largement répandue les rend très présentes dans les recherches qui sont menées sur les 

interactions cellulaires. Cela nous a paru de nature à faciliter les comparaisons inter-études, 

notamment dans le cadre de cocultures avec des cellules tumorales. Sur cette base, notre 

étude s’inscrit tout naturellement dans la continuité de nombreuses autres avec les HUVECs 

comme modèle de référence endothéliale, certaines ayant permis de comparer des données 

transcriptomiques entre différents cancers494,558. Il convient de noter que l'utilisation des 

HUVECs soulève néanmoins des questions, notamment en ce qui concerne l'étude des 

interactions avec le système immunitaire, qui s'effectuent principalement au niveau des 

veinules post-capillaires. Cependant, nous avons pu vérifier que lorsqu’elles sont cultivées en 

2D ou 3D, elles présentent au niveau transcriptomique des marqueurs caractéristiques de 

microvaisseaux. Malgré tout, lorsque nous comparons les transcriptomes des HUVECs 

cocultivées avec celui des TECs isolées de biopsie, il apparaît des différences significatives sur 

le plan transcriptomique. Dans les perspectives à court terme pour ce projet, nous proposons 

de tester un nouveau type cellulaire ECs, en remplaçant les HUVECs par des cellules 

endothéliales microvasculaires pulmonaires humaines (HMVEC-L). Cette stratégie devrait 

reproduire de manière plus fidèle les interactions cellulaires propres au modèle pulmonaire. 

Les études s’appuyant sur le modèle sphéroïde ont été introduits pour la première fois 

dans les années 1970559,560. Depuis lors, leur complexité n’a cessé d’évoluer, avec le 

développement de modèles muticellulaires montrant que certains d’entre eux, contenant des 

infiltrats de macrophages présentent certaines des caractéristiques essentielles des tumeurs 

solides. Parmi ces caractéristiques figurent l’hétérogénéité cellulaire, les modifications 

métaboliques, les gradients de nutriments, la production des ROS, ainsi que l'interaction entre 

HIF1α et HSP70, qui favorise la régulation des enzymes responsables de la dégradation de la 

MEC561. Notre étude vient renforcer l’intérêt de tels modèles puisque nous avons pu mettre 

en évidence la diversité des sous-populations cellulaires induites dans ce contexte, avec des 

profils semblables à certains types cellulaires retrouvés in vivo et que nous ne retrouvions pas 
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dans les cultures 2D. Les modèles 3D de MCTS représentent donc un outil prometteur pour le 

criblage d’immuno/thérapies anticancéreuses. Cela permettrait d'améliorer la pertinence 

physiologique des études et de mieux comprendre les raisons pour lesquelles les patients 

répondent différemment à certains traitements, ouvrant ainsi la voie à une personnalisation 

thérapeutique. 

Malgré leur complexification possible, ces modèles demeurent statiques limitant une 

reproduction fidèle des conditions réelles produites par des vaisseaux sanguins dans lesquels 

le flux sanguin influence les phénotypes cellulaires, l’expression des gènes562, les propriétés 

mécaniques563 et la capacité d’adhésion564,565. En condition statique, les cellules sont exposées 

à un environnement biochimique uniforme, alors que les gradients moléculaires varient selon 

les sites anatomiques566. Depuis plus de deux décennies, la microfluidique a permis des 

avancées significatives dans l’analyse cellulaire in vitro, en particulier pour les études des 

interactions entre cellules tumorales et divers types de cellules cibles dans des conditions 

physiologiques davantage pertinentes, telles que les ECs, les cellules stromales, les cellules 

immunitaires et même directement en sphéroide567–570. Les dispositifs microfluidiques offrent 

ainsi une approche reproduisant des forces mécaniques naturelles ce qui permet de restituer 

en partie les conditions physiologiques. Dans cette perspective, le laboratoire a acquis 

l’équipement nécessaire pour inclure le flux dans nos futurs modèles. Les mises au point de la 

formation de vaisseaux en Chip ont récemment été réalisées par Nikita Rajkumari, étudiante 

en thèse dans notre équipe. Il serait intéressant d’étudier la complexité apportée par le flux 

sur le compartiment endothélial dans le modèle 2D ou 3D intégrant la potentielle perfusion 

du sphéroïde.  
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CONCLUSION 

La recherche que j’ai menée au cours de cette thèse s’inscrivait dans un contexte de 

fort engouement pour les ECs au sein du TME, afin de déterminer si ces cellules sont des 

actrices d’influence de l’immunité tumorale. L’objectif de ma thèse était donc de mieux 

comprendre les relations entre cellules tumorales pulmonaires, ECs et cellules immunes dans 

le CBNPC étudiées au laboratoire. Au cours de mes travaux de thèse j’ai pu montrer que les 

cellules tumorales induisent une transformation des ECs qui les oriente vers un profil 

inflammatoire. Elles influencent alors le comportement des cellules immunitaires dans le TME 

en induisant une immunosuppression, via l’inhibition de la prolifération des LT CD4+ et la 

polarisation en macrophage de type M2-like (Figure 23). Toutefois, des limitations liées à la 

complexité des interactions cellulaires et les conditions de culture imposées par nos modèles 

in vitro restent non négligeables et demandent à être améliorées. L'optimisation du modèle 

est un prérequis pour espérer se rapprocher le plus possible des conditions physiologiques du 

TME. L'intégration de la microfluidique est l’amélioration qui semble la plus prometteuse pour 

garantir une plus grande portée des résultats. 

 

Figure 24 : Résumé graphique du travail de thèse. 
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Abstract: Cell death by apoptosis is a major cellular response in the control of tissue homeostasis and
as a defense mechanism in the case of cellular aggression such as an infection. Cell self-destruction is
part of antiviral responses, aimed at limiting the spread of a virus. Although it may contribute to the
deleterious effects in infectious pathology, apoptosis remains a key mechanism for viral clearance
and the resolution of infection. The control mechanisms of cell death processes by viruses have been
extensively studied. Apoptosis can be triggered by different viral determinants through different
pathways as a result of virally induced cell stresses and innate immune responses. Zika virus (ZIKV)
induces Zika disease in humans, which has caused severe neurological forms, birth defects, and
microcephaly in newborns during the last epidemics. ZIKV also surprised by revealing an ability to
persist in the genital tract and in semen, thus being sexually transmitted. Mechanisms of diverting
antiviral responses such as the interferon response, the role of cytopathic effects and apoptosis in
the etiology of the disease have been widely studied and debated. In this review, we examined the
interplay between ZIKV infection of different cell types and apoptosis and how the virus deals with
this cellular response. We illustrate a duality in the effects of ZIKV-controlled apoptosis, depending
on whether it occurs too early or too late, respectively, in neuropathogenesis, or in long-term viral
persistence. We further discuss a prospective role for apoptosis in ZIKV-related therapies, and the
use of ZIKV as an oncolytic agent.

Keywords: apoptosis; cell death; Zika virus; ZIKV

1. Introduction

The recent COVID pandemic reminds us of how vulnerable the world’s population
is to zoonotic RNA viruses of medical concern. Between 2007 and 2016, the emergence
of epidemic strains of mosquito-borne Zika virus (ZIKV), a member of the flavivirus
genus of Flaviviridae family, was in the spotlight. [1]. At that time, the rapid expansion of
the Zika epidemic throughout the intertropical zone had already received international
attention. Health authorities from several countries were concerned and had to deal with a
disease whose clinical outcomes such as congenital syndromes and microcephaly in infants
were more severe and frequent than previously known [2]. The international scientific
community had to react to a poorly documented infectious agent whose interactions with
its hosts (human or mosquitoes), pathogenesis, and unusual transmission pathways had
been only partially or not described [3].

The pathogenicity of an infectious agent depends largely on the cytopathic effects it
will produce in its target cells. In contrast, programmed cell death (PCD) is an urgent and
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necessary defense response, implemented by the infected host to disrupt virus multiplica-
tion and propagation, thereby preserving other cells and surrounding tissue [4]. The death
of infected cells by apoptosis also plays a crucial role in promoting antigen presentation
and recruiting immune cells, thus facilitating the infection resolution [5,6]. Failures in viral
clearance are widely attributed to defects in the infected cells’ auto-destruction [7].

Despite the tissue damage and the subsequent critical loss of cell populations, PCD by
apoptosis is thus considered a ‘necessary evil’ of the body’s response in its efforts to get rid
of the infectious agent.

In the case of ZIKV infection and pathogenesis, massive apoptosis of neuronal progen-
itor cells (NPCs), early in fetal development, has been proposed as an explanation for the
specific induced central nervous system (CNS) disorders in newborns and infants [8,9]. At
the same time, the finding that ZIKV can persist in adults in the urinary and reproductive
tracts and semen, for many months after the acute infection episode, is an indication that
viral clearance may be incomplete and associated with impaired or delayed apoptosis [10].

In this review, we propose examining the available data on ZIKV-induced apoptosis
and the state of knowledge regarding the virus’s ability to manipulate, delay, or inhibit
the cell death response. We also discuss antiviral therapies based on the remediation of
apoptosis, and given its unique dual relationship with cell death, the possibility of using
ZIKV as an oncolytic agent.

2. Apoptotic Cell Death
2.1. Features of Apoptosis

Apoptosis is one of the genetically programmed cell deaths that regulates tissue home-
ostasis and aims to eliminate non-viable, stressed, injured, or infected cells [11]. Cell death
by apoptosis is a process defined by canonical morphological and molecular criteria. Apop-
tosis induces specific morphological changes that lead to cell implosion and disappearance.
This is supported by the condensation and fragmentation of the nucleus (pyknosis and
karyorrhexis), followed by plasma membrane blebbing and cell disassembly [12]. The
process ends by efferocytosis, with cell residues such as blebs or apoptotic bodies being
engulfed by non-dying neighboring cells or professional phagocytes [13]. At the molecular
level, the caspase family of proteases is required for the completion of the operation, which
entails initiation and execution phases [14]. Mitochondria plays a major role in the initiation
of apoptosis through the permeabilization of its outer membrane (MOMP) [15]. The mem-
bers of the BCL-2 protein family are the main actors of the MOMP (Figure 1). Among the
family are proteins with the BH3 domain only (e.g., BID, BIM, NOXA, BAD), which activate
or control other BCL-2 proteins (the pro-apoptotic BAX and BAK) to initiate the complex
formation required for MOMP, while anti-apoptotic regulators such as BCL-2, BCL-XL, and
MCL-1 inhibit its formation [16]. MOMP leads to the release of cytochrome-c from the mi-
tochondria and the activation of the protein apoptosis protease activating factor 1 (APAF-1).
Oligomerized cytochrome-c-APAF-1, together with pro-caspase-9, form a macromolecular
complex called apoptosome [17]. Activated caspase-9 from the apoptosome complex will
then process the executioner pro-caspase-3 into active caspase-3, which in turn degrades
numerous substrates such as poly ADP-ribose polymerase (PARP) [18].

Several typical situations are capable of initiating apoptosis (Figure 1). Receiving death
signals activates the extrinsic pathway through TNF receptors (TNFR) and Fas receptors
(CD95) and leads to death-inducing signaling complex (DISC) formation and activation of
caspase-8. This initiating caspase can activate BID, which will then activate the mitochon-
drial pathway [19,20]. Cell stresses decompensations, damages of physico-chemical origin
(UV, drugs, reactive oxygen species) or following endoplasmic reticulum (ER) stress, and
an unresolved unfolded protein response (UPR), lead to an intrinsic pathway of apoptosis
with mitochondrial membrane modifications and caspase-9 activation [21,22].
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Figure 1. The different pathways of apoptosis. Apoptosis can follow several pathways, depending on
the signals integrated by the cell and the respective influence of the mobilized pro- and anti-apoptotic
factors. The extrinsic pathway is induced by external death signals such as TNFα and mediated by
death receptors (FAS, DR4 expressed on the cell surface. The intrinsic pathway is induced by internal
stimuli such as DNA damage, oxidative stress, or intracellular parasites. Apoptosis could also be
activated by unresolved endoplasmic reticulum stress (ER stress) and unfolded protein response
(UPR) through C/EBP HOmologous Protein (CHOP) [15–22]. Viruses such as BHV, DENV, WNV,
JEV, and HSV (in red) can induce apoptosis by the activation of different pathways [23–35].

2.2. Virus-Induced Apoptosis

Each stage of a viral infection cycle is likely to drive pro-apoptotic signaling. First,
some viruses can trigger an extrinsic pathway, just upon attachment and entry. In the cases
reported in the literature (e.g., for the bovine herpesvirus (BHV),) functional proximity
between the viral cell surface binding site and death receptors seems to be involved [23].
Second, intrinsic pro-apoptotic signaling in infected cells is the logical consequence of
the multiple decompensations caused by viral multiplication on cellular homeostasis. It
is argued that to ensure its replication cycle and the production of its progeny, the virus
robs the cell of its resources for its own benefit. This hijacking of cellular metabolism, the
diversion of protein synthesis, and nucleotide pools have been described as being able to
disrupt mitochondrial homeostasis and activate the intrinsic pathway of apoptosis [24–26].

In addition to metabolic reprogramming, the increasing amounts of viral compounds
following virus replication are likely to generate stresses that lead to apoptosis initiation.
The considerable input of proteins to be processed by the endoplasmic reticulum leads to
ER stress and UPR. This adaptive response is implemented by cells for its antiviral effects
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at the end. UPR is a way to reduce viral protein synthesis and ultimately results in the
self-destruction of the cell, thus bypassing the virus. Many viruses have replication cycles
that lead to UPR-dependent apoptosis. This kind of viral induced cellular stress, followed
by cell death has been extensively documented, for example, in Japanese encephalitis virus
(JEV) and herpes simplex virus (HSV) infections [27–29]. Viral compounds have been
identified as capable of inducing apoptosis on their own. Among the flaviviruses, the
overexpression of viral proteins, both of structural and non-structural origin, or of peptides
derived from these proteins such as the peptide called apoptoM has demonstrated their
cytotoxic capacity [30–33]. Unfortunately, the exact mechanisms of their pro-apoptotic
action remain poorly understood. One assumption is that some of them may be more
specifically responsible for the UPR response by initiating the formation of misfolded
aggregates in the ER lumen.

The literature on virus-induced apoptosis frequently reports that viruses can change
the dominant relationship between pro- and anti-apoptotic factors. It has been shown that
Dengue virus (DENV2) induces apoptosis via the expression of XIAP associated factor
1 (XAF1), an inhibitor of the anti-caspase activity of the XIAP protein [34]. Additionally,
several viruses are known to upregulate the expression of pro-apoptotic factors. West
Nile virus (WNV), for example, induces apoptosis via increased transcription of the pro-
apoptotic factor BAX [35] (Figure 1).

Furthermore, it is increasingly suggested that pattern recognition receptor (PRR)
activation by viral compounds, in particular viral genomes in all their forms (DNA, cDNA,
single-, and double-stranded RNA) and the subsequent innate immunity signaling, can
result in apoptosis [36]. The mitochondrial antiviral-signaling protein (MAVS) recruitment
by RIG-I and MDA5 sensing can disrupt the mitochondrial membrane potential and lead
to caspase activation [37]. IRF3, an interferon response factor, can directly promote BAX
oligomerization at the outer mitochondrial membrane or act as a transcription factor able
to upregulate the expression of BH3-only NOXA [38,39]. Of note, activation of PRRs,
in addition to promoting the immune response with inflammatory cytokine production,
seems to lead to various forms of cell death such as pyroptosis and necroptosis [40]. This
diversity of signaling pathways in response to viral infections has led to the emergence
of a PANoptosis concept, based on the crosstalk between key molecules of each type of
PCD [41].

3. Zika Infection
3.1. Zika Virus, Historical Data

Zika virus (ZIKV) is a pathogenic arbovirus, vectorized by mosquitoes of the genus
Aedes (Ae.) [42]. It belongs to the Flaviviridae family and the Flavivirus genus such as DENV,
WNV, and many others. It was initially isolated in 1947 from a sentinel rhesus monkey
during a study on the circulation of the Yellow Fever virus (YFV) in Uganda and found
later in Ae. Africanus mosquitoes [43]. The first human case was described in 1952 [44], but
little research on ZIKA arbovirosis has been conducted over the past century as only a few
outbreaks and sporadic cases have been reported, with only mild characteristics evoked
for the symptoms. This has changed over the last twenty years with the re-emergence of
ZIKV, associated with major epidemics and severe forms of ZIKA diseases. ZIKV returned
to the spotlight in 2007 in Micronesia [45], then the virus reached French Polynesia in
2013 [46], and affected Brazil in 2015, where an estimated 1.5M people were infected [47].
This epidemic emergence led the World Health Organization (WHO) to declare ZIKA
disease as a public health emergency in February 2016. Analysis of circulating viruses
revealed the existence of two lineages, an African lineage and an Asian-American lineage
containing all the strains that have led to the epidemic outbreaks [48]. Today, the virus
circulates endemically in several regions and outbreaks are occasionally observed such
as in Jaipur in India [49]. Further emergences could lead to sporadic outbreaks in certain
places described as being at high risk of introduction [50,51].
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3.2. Zika Virus Transmission and Clinical Outcomes

Associated with the virus’s emergence, new modes of transmission have been discov-
ered. Several hypotheses have been put forward to explain the extent and rapid expansions
of the last outbreaks. Among them was the switch from historical African and sylvatic
species of mosquitoes to more urban vectors, mainly Ae. Aegypti, but also Ae. Albopictus,
Ae. Polynesiensis, Ae. Vittatus, Ae. Unilineatus, and Ae. Hensilli [52]. More unusual among
flaviviruses, non-vector modes of transmission have been reported for ZIKV such as sexual
transmission. This has led the Centers for Disease Control (CDC) and the WHO to recom-
mend the use of condoms or avoidance of sex for at three months [53,54]. Maternal–fetal
vertical transmissions were also reported during pregnancy [55].

Clinical forms are in most cases common to many arbovirosis and include fever, rash,
arthralgia, and sometimes conjunctivitis due to direct eye infection [56]. The febrile state
usually resolves in less than a week [45].

However, serious complications have occurred after infection with ZIKV. The most
outstanding ones have been neurodevelopmental injuries during mother-to-fetus transmis-
sion, but peripheral nervous system disorders such as Guillain-Barré syndrome in adults
have also alerted the international scientific community. High levels of anti-ganglioside
antibodies in affected patients with this syndrome may be linked to this pathology [57,58].

Numerous cases of congenital Zika syndrome (CZS) including microcephaly due to
arrested development of the cerebral cortex [59], brain calcifications, intrauterine growth
restriction, and fetal death were reported during the 2013 Polynesian and 2015 Brazilian
epidemics and among imported cases all over the world [9,59]. The case fatality rate for
microcephalic infants is estimated to be around 10%, with the worst outcomes seen in late
preterm and/or low birth weight newborns [60,61].

Another surprising feature of Zika infection was the discovery that viral RNA could be
found until 40 days in serum and until 120 days in semen after the onset of symptoms [62,63].
Moreover, a recent report suggests that viremia could be found three years after infection,
probably due to genetic susceptibility [64]. All these data suggest that ZIKV can persist in
the host body after the acute phase of the viral infection.

3.3. Zika Virus Structure and Life Cycle

The ZIKV genome is composed of a positive 11 kb single-stranded RNA that encodes
10 proteins. Among these proteins, three are structural (C, prM, E) and seven are non-
structural (NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B, NS5) as shown in Figure 2A and reviewed by
Petersen et al. [65]. In classical vector transmission, an infected mosquito will deliver
the virus to the epidermis of the host during its blood meal. ZIKV will further enter its
target cells and move along the endocytic pathway to reach the endosome. Fusion of
the viral envelope and decapsidation will release the viral genome into the cytoplasm
where it will be directly translated into a polyprotein further cleaved by viral proteases
(NS2B/NS3) and host proteases of the endoplasmic reticulum (ER) and Golgi apparatus.
The envelope protein (E) is involved in virus entry and receptor recognition. The membrane
(prM) protein present in the immature virion prevents premature fusion during egress; it
is further cleaved in M protein. The nucleocapsid protein (C) holds the viral RNA. The
non-structural proteins participate mainly in viral replication. The NS5 protein implements
genome replication platforms at the ER membrane, with cofactor proteins such as NS1,
NS4A, and NS4B. NS1 is a singular flaviviral protein that can be secreted and found
circulating in the bloodstream. Its role in Zika disease is not clearly identified, but it is
known to be highly immunogenic and potentially involved in metabolic modifications [66].
After incorporation of neo-synthesized viral genomes in capsids, and budding from the
ER membrane, virions move to the Golgi apparatus where the host furins lead to a mature
virion. The non-coding regions of the viral RNA (3′UTR), which leads to the production of
small flavivirus RNA (sfRNA) that accumulate in infected cells, are known to be important
in modulating cell responses [67].
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Figure 2. Zika virus structure and life cycle. (A) Scheme of Zika virus genome and structure. Zika
virus genome encodes 10 viral proteins, three structural, and seven non-structural. 5′ and 3′ UTR refer
to untranslated regions [65]. (B) ZIKV binds its specific receptors and is subsequently internalized
into the target cell via clathrin-mediated endocytosis (1). Viral RNA is released into the cytoplasm
following virus fusion with the endosomal membrane and capsid disassembly (2). Upon release,
positive-sense RNA is translated into a polypeptide incorporated in the endoplasmic reticulum (ER)
membrane and cleaved by proteases into structural and non-structural proteins (3,4). It will also
be transcribed into negative-sense RNA that will serve as a template for RNA replication that takes
place in ER vesicle packets (5,6). Viral proteins are accumulated and structured at the level of the ER
(7). Virus assembly, budding, and maturation then occur in the ER-Golgi intermediate compartment
(ERGIC) and in the Golgi apparatus, respectively (8,9). New viruses are released by exocytosis (10).
Adapted from Lebeau et al. [66].
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3.4. Zika Virus Tropism and Pathogenesis

Although not classified as an encephalitic flavivirus, ZIKV has been responsible
for debilitating CNS disorders in neonates in the severe forms of infection described
from 2013 in Polynesia and 2015 mainly in Brazil [68]. Most of the documented CZS
mention hypoplasia of the cerebellum, delayed myelination, calcifications, and many
cortical abnormalities [69]. ZIKV infection during the first or second trimesters of pregnancy
also resulted in hearing loss and blindness in newborns [70]. In-vitro, ex-vivo, and in-vivo
study models have been developed to understand the pathological processes behind these
clinical outcomes.

Multiple strains of ZIKV of African or Asian-American origin have been isolated and
used for the study of ZIKV tropism and pathogenesis. Some studies have used recent
epidemic clinical isolates and other infectious clones for the analysis of (i) viral tropism
and (ii) molecular determinants of pathogenesis [71]. Some teams [72,73] have reported
in their reviews that ZIKV infection in mouse models (neonatal wild-type mice, adult
immunocompromised Ifnar1−/− mice) had reproduced the main features of the human
disease including infection of the placenta and neuro-invasiveness, leading to reduced
brain development and fetus size. Many studies have shown that in these models, the
virus could accumulate in various organs such as the brain with associated damages, in
the spinal cord, in eye associated tissues, male and female reproductive tracts, gonads,
and kidneys. Neurotropic pathogenesis has been attributed to the depletion of neural
progenitor cells; however, their infection does not appear to be the only cause of their
loss [74–76]. In non-human primate models, infection also resulted in fetal brain lesions
and ZIKV RNA was found in saliva and seminal fluids for at least three weeks after the
end of viremia [76].

In the field of in-vitro models to investigate the interaction of the virus with its human
host, Marazzo and colleagues recently reviewed how the development of neurosphere
organoid cultures has provided insights into the specific neuropathological mechanisms
of ZIKV [77]. The different studies that have been carried out using these models have
confirmed that neuronal and neural progenitor cells were susceptible to ZIKV [78].

Finally, ZIKV was shown able, in-vitro and in-vivo, to infect trophoblasts, fetal en-
dothelial cells of the placenta, placental macrophages (Hofbauer cells), and perivascular
cells [79,80]. It has also been shown to infect a variety of cultured cells and cell lines of both
fibroblast and epithelial origin [81].

4. Zika Virus and Apoptosis

As the cytopathic activity of the virus may explain the pathogenic processes and
some clinical outcomes, many studies have evaluated the viral-induced forms of PCD in
in-cellulo, ex-vivo, in-vivo, and in animal models of ZIKV infection. The onset timing of
cytopathic effects and the search for markers specifying the virally mediated cell death
were conducted and compared to the course of infection and completion of the viral cycle.
Various apoptosis data obtained for different ZIKV strains and infection models have been
compiled in Table 1. Hence, the main protagonists of apoptosis that are under the control
of ZIKV are highlighted in Figure 3.
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Table 1. Apoptotic induction in different biological models infected by ZIKV.

Virus Strain Cellular Model Apoptotic Cues Apoptosis and ZIKV
Infection Interplay Reference

MR766: East African
strain isolated from
sentinel rhesus in

Uganda in 1947 (Dick,
Kitchen, and Haddow

1952)

HT1080
(Human epithelial cells

derived from
fibrosarcoma)

Apoptotic cell death markers
were cleavage of Caspase 3

and PARP.

Apoptosis was shown to be
delayed by inhibition of the

JAK-STAT pathway by ZIKV
NS2B/3 proteins.

[82]

Brazil 2015 (KU940228)
Brazilian strain 2015
(Calvet et al., 2016)

hNPCs
(Human Neural
Progenitor cells)

Early apoptosis was induced
at 24 h.p.i. with caspase 8, 9,
and 3 activation. This viral

strain was found to be highly
deleterious to human neural

progenitor cells.

Apoptosis was shown to
limit viral production. This
was reversed by the use of
Z-VAD which induced an

increase in intracellular viral
RNA.

[83]

MR766 hNPCs

Apoptotic cell death was
induced at 72 h.p.i. Caspase

3 expression was highly
increased 3 d.p.i.

N.D. [84]

cDNA encoding the E,
prM-E and M-E

proteins of the Haitian
ZIKV strain

(KU509998.3)
isolated in 2014

(Lednicky et al., 2016)

PC12 cells
(Rat

pheochromocytoma
cells)

Intrinsic mitochondrial
pathway.

Envelope viral protein
induces apoptosis by

increasing BAX expression
and decreasing Bcl-2

expression at the
transcriptional and

translational levels at
48 h.p.t.

[85]

H/PF/2013:
French Polynesian 2013

clinical isolate
(Cao-Lormeau et al.,

2014)

A549
(Human

Adenocarcinomic
human alveolar basal

epithelial cell)

ZIKV induces mitochondrial
apoptosis 48 h.p.i. by

activating caspase 9 and 3.

Apoptosis is detected when
the viral progeny reaches the

peak.
[81]

MR766

HuH7 (Human
hepatoma cell lines)
and BCLXKO HuH7

cells

MCL1 expression decreases
in cells infected with ZIKV
while BCLXL expression is

not affected. BCLXL
down-regulation induces cell

apoptosis.

Decreased MCL1 expression
during ZIKV infection

promotes viral replication
in vitro.

[86]

H/PF/2013
MR766

and Brazil 2015
BeH819015

(molecular clones)

A549, U251MG
(derived from a human

malignant
glioblastoma), HEK293

(Human embryonic
kidney 293 cells)

ZIKV infection leads to
mitochondrial apoptosis
when most of the ZIKV

progeny is released by the
infected cells. (48 h.p.i),

ZIKV delays apoptosis in
infected cells and confers

protection against exogenous
apoptosis induced by either

intrinsic or extrinsic
pathways.

[87]

PLCal ZV: Asian strain
isolated in 2013 in

Thailand (Ellison et al.,
2016)

PRVABC-59: Asian
strain isolated in Puerto
Rico in 2015 (Lanciotti

et al., 2016)

HFAs (Human fetal
astrocytes),

A549

Late apoptosis was induced
in ZIKV HFA infected cells.
Under 50% of the infected
HFAs exhibited apoptosis

compared to more than 90%
for A549 5 d.p.i. This

indicates that HFAs are
remarkably resistant to

apoptosis induced by ZIKV.

Although HFAs have a
strong antiviral response, it
has been shown that they

keep excreting ZIKV for up
to 28 d.p.i.

[88]
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Table 1. Cont.

Virus Strain Cellular Model Apoptotic Cues Apoptosis and ZIKV
Infection Interplay Reference

MR766 (molecular
clone)

PRVABC-59

Primary human Sertoli
cells

Less than 10% of Sertoli
PRVABC59 infected cells are
apoptotic versus around 70%

of A549 infected cells at 72
h.p.i. These percentages are
half as low when cells are
infected with the MR766
strain. The low level of

ZIKV-induced apoptosis
detected in Sertoli cells

explains the persistence of
both American and African
ZIKV strains in these cells.

The limited percentage of
apoptosis observed in

ZIKV-infected Sertoli cells
allows the virus to replicate

furthermore. The peak of
viremia was detected
between 3 and 4 d.p.i.

[89]

r-MRV (recombinant
MR766 strain)
PRVABC-59

HTR-8 cells
(Human immortalized
first-trimester placental

trophoblast cells),
JEG-3 and JAR

(choriocarcinoma-
derived third-trimester
placental trophoblast

cell lines)

Apoptosis was induced in all
three cell lines at 48 h.p.i.
CHOP upregulation and

nuclear translocation were
observed 24 h.p.i.

Trophoblast
induced-apoptosis involved

activation of caspases,
ER-Stress markers and most

importantly JNK protein.

Apoptosis was strongly
inhibited by the use of JNK

inhibitors.
[90]

MR766,
SZ01 (Asian strain,
isolated in China in

2016)

hRPTEpiCs
human renal proximal
tubular epithelial cells

MR766 induced a higher
degree of cell apoptosis (48
h.p.i.) compared to SZ01 (9

d.p.i.)

ZIKV persisted for more
than 30 d.p.i within the

hRPTEpiCs.
[91]

h.p.i.: hours post-infection. d.p.i.: days post-infection h.p.t.: hours post-transduction N.D.: not determined.
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Figure 3. Zika virus controls apoptosis. ZIKV acts on anti-apoptotic factors such as Bcl-2 or Bcl-xL
mainly through an effect mediated by the non-structural proteins. ZIKV controls CHOP activity
during UPR, limiting its pro-apoptotic activity [92]. DsRNA/TLR3 induced apoptosis is controlled
by ZIKV through NS2B/3 [82]. ZIKV also stimulates the expression of pro survival factors such as
fibroblast growth factor 2 (FGF2) [88,93].

4.1. Is Early Apoptosis in Development Responsible for the Irreversible Damage Produced by ZIKV
Infection?

Most of the studies carried out suggest that ZIKV elicits apoptosis in vitro, around
48- or 72-h post-infection in cultured cell models. We and others have thus evidenced the
mitochondrial events typical of PCD by apoptosis and the implication of BAX and caspases
in fibroblast HT1080, in epithelial cell lines such as A549, HEK 293 [81,94], in glioblastoma
astrocytoma U-251 MG [95], and in neuroblastoma cell line SH-SY5 [96] and neural crest
cells PC-12 [85].

Cells that may be key players in the unique pathogenic process of ZIKV, which depends
on maternal–fetal transmission, blood–brain barrier crossing, or important points in the
neurodevelopment, were specifically studied.

One of the main issues raised by the CZS observed during the last outbreaks was how
ZIKV spread into the fetal compartment early in gestation and whether apoptosis could
be involved in the process. The mechanisms of crossing the uterine–placental interface
(UPI) by ZIKV have been extensively studied and reviewed. Many cell types of the UPI
support ZIKV replication. Placental infection, associated cytopathic effects and injury were
characterized ex vivo, in villus explants from the first-trimester of pregnancy, in primary
cells isolated from placental tissues, and in several relevant cell-lines [97–100].

Santara et al. found that in the first-trimester placenta, infected trophoblasts under
severe ER stress were being destroyed, particularly through direct killing by maternal
decidual natural killer cells (dNK) [101]. Thus, Muthuraj et al. showed that human immor-
talized placental trophoblasts and human choriocarcinoma-derived cell lines responded
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to infection by implementing an UPR-dependent apoptosis, with activation of JNK and
that this feature could contribute in the dissemination of ZIKV from mother to fetus [90].
As above-mentioned (Section 2.2), virus-induced apoptosis may be the result of ER stress
and unresolved UPR. During ZIKV infection, not all PERK, ATF6, and IRE1 pathways of
the UPR are activated in the same way in all models [102,103]. It was found that ZIKV was
actually able to control these responses during infection, acting de facto on the downstream
UPR-dependent apoptosis. Thus, the ATF6 pathway appears to be little or not active,
depending on the model and potentially inhibited during ZIKV infection [87,104–106]. If
it is admitted that the IRE-1 pathway of UPR could activate apoptosis through JNK phos-
phorylation [107], an important factor in UPR-dependent-apoptosis is the transcription
factor CCAAT-enhancer-binding protein (C/EBP) homologous protein (CHOP), whose
expression is directly linked to the PERK pathway [108]. However, if we and others have
noticed a significant increase in the transcriptional expression of CHOP [104], there is a
lack of information concerning the CHOP protein presence in ZIKV infected cells. Thus, in
the A549 model, we showed that the CHOP factor and its pro-apoptotic translational pro-
gram were not induced [92]. Assessment of its role in the virally induced UPR-dependent
apoptosis is therefore difficult. Furthermore, the control that the virus may exert over this
factor instead suggests that ZIKV deploys strategies to inhibit or delay apoptosis.

To complete the available data on the mechanisms of maternal–fetal transmission,
it is also worth mentioning that a pro-inflammatory context, likely to alter the physical
placental barrier function, a cell-to-cell infection process, and a Trojan horse role for infected
Hofbauer cells would be the major causes of viral dissemination through the placenta and
then to the fetus. It is therefore interesting to note that primary Hofbauer cells have been
shown to be resistant to virus-induced cell death [109]. Furthermore, in contrast to the
African strains, the Asian-American epidemic strains showed more frequent replication in
Hofbauer cells, increased dissemination, and longer viremia, but with lower viral titers.
It was then proposed that the African strains, which were found to be more cytotoxic,
might induce a better immune response and less accessibility to crossing the maternal–fetal
barrier [110]. The timing or extent of apoptosis in placental tissue could be an example of
the dual action of ZIKV on cell death to improve its dissemination strategy.

To gain an insight into the pathophysiology of ZIKV in neurodevelopment, infections
have been conducted in neuronal models. Apoptosis was then shown to be induced in
human neural progenitors (hNPC) and associated with P53 and cell cycle impairments [111].
In addition, in vitro models of hNPC derived from induced pluripotent stem cells (iPSC)
were found to be susceptible to infection with mitosis abnormalities and cytopathic effects
marked by caspase-3 activation [83].

Among the studies conducted ex vivo, sliced human fetal brain tissues from 14 to 21
weeks of gestation were infected with ZIKV. Activated caspase 3 and DNA fragmentation
could be found in numerous infected and non-infected cells. Targeted cells were inter-
mediate progenitor cells (IPCs) and post-mitotic neurons, confirming that ZIKV-induced
neuropathogenesis could be the consequence of the disappearance of these cell popula-
tions [112].

Several in vivo study models support this assertion. In a mouse model of intracranial
infection at different stages of embryonic development, co-immunoreactivity throughout
the brain of cleaved caspase-3 and ZIKV are indicators of deleterious cell death [8]. In
a recent study, oligodendrocyte loss in spinal cord and white matter has been linked
to neurodevelopmental defects and perinatal ZIKV induced pathogenesis in mice [113].
In another chick embryo model, virus-induced apoptosis of cranial neural crest cells
was shown to be responsible for aberrations in cranial osteogenesis and to lead to birth
defects [114]. Finally, studies in pregnant non-human primate infection models revealed
that neuroprogenitor apoptosis followed placental and fetal vascular compromise [115].

It should be noted that the study of ZIKV-induced patho-neuro-physiology has greatly
benefited from the development of complex neurosphere and brain organoid models.
Organoids are 3D cell cultures of self-organized progenitor cells that mimic the tissue
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architecture and development [116]. Several studies on these models have shown a size
reduction in ZIKV infected neurospheres and brain organoids and a depletion in neural
progenitors [75,78,110].

Transcriptome analyses performed on infected hNPCs, SH-SY5Y neuroblastoma cells
or brain organoids revealed that ZIKV modified the expression of several factors related to
apoptosis, neuronal development, and differentiation [75,84,96,117,118]. ZIKV infection
resulted in increased expression of BAX, BID, and APAF1 in SH-SY5Y [96,117]. Caspase-3
gene was overexpressed in hNPCs [84] such as BAX, Bcl-2, and genes involved in tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) signaling and TRAIL-mediated
apoptosis such as death receptors DR4 and DR5 [119]. ZIKV infection could increase cell
susceptibility to extrinsic death, suggesting that a bystander cytotoxic effect in developing
brain tissue should not be minimized. Among the molecular mechanisms that could lead to
cell death, it has been shown that ZIKV was able to induce p53 activation and to inhibit the
mTOR pathway with an early switch from glycolysis to oxidative phosphorylation [120].
The changes in cellular metabolism initiated by the virus at a vulnerable period of neuronal
development would then be responsible for the defects in differentiation of immature neu-
ral stem cells and their exhaustion. Another study showed that an epidemic strain of ZIKV
provoked cell cycle arrest in neural stem cells by activating the p53-p21 signaling path-
way [121]. This suggests that in addition to cell death, ZIKV-induced neuropathogenesis
could also be due to proliferation and differentiation failures.

As a first look at all the data linking cell death and post-infection pathophysiology,
it seems that a consensus has emerged on the capacity of ZIKV to induce an excess of
apoptosis too soon during the particular situation of gestation and fetal development.
This cell death would occur at the level of placental cells, which would facilitate the
dissemination of the virus to the fetus. Apoptosis would then concern the neuronal
progenitors and astrocytes. It would be responsible for a depletion of neuronal populations
and for definitive damage during the development of the fetal brain.

4.2. Is Delayed and Impaired Apoptosis Responsible for ZIKV Persistence and Unusual
Transmission Pathways?

A delayed apoptosis controlled by ZIKV was supported by mathematical models [122]
and experimental approaches. By comparing studies describing the onset of in vitro virus-
induced apoptosis in different cell models (Table 1), it appears that ZIKV triggers a delay of
this cellular response and that this delay is to its own benefits. In in vitro infection models
of epithelial cells, the first cytopathic effects occur after the completion of the viral cycle and
the release of the viral progeny [81,87]. This timing is very different from that produced
by infection with other arboviruses of the alphavirus family such as Chikungunya virus
(CHIKV) or Ross River virus (RRV) [87,123]. At equivalent multiplicities of infection in the
same cell types, the latter induced apoptosis as early as 6h post-infection, whereas with
ZIKV, the first signs of PCD were only visible 48 h post-infection. In their studies, Limonta
and colleagues argued that astrocytes were infected by ZIKV with reduced cytopathic
effects including apoptosis, probably through FGF-2 upregulation during infection [88,93].
Therefore, they hypothesized that a ZIKV-driven anti-apoptotic activity was correlated
with long-term infection and with the persistence of replicating virus in astrocytes.

A body of evidence points to the ability of ZIKV to manipulate cell death in order to
limit the antiviral action produced by the cell auto-destruction. Thus, several studies have
shown that apoptosis has an antiviral effect on ZIKV. Addition of the pan-caspase inhibitor,
zVAD-FMK during infection leads to an intracellular increase in viral RNA [83]. The use
of inhibitors of the anti-apoptotic Bcl-2 family proteins, triggered an earlier apoptosis
in infected cells by ZIKV [86]. In the same publication, Suzuki and colleagues reported
that HuH7 cells that were knocked out for the anti-apoptotic gene BclXL underwent an
accelerated apoptosis with a suppressed viral dissemination. This was observed with ZIKV
and other flaviviruses such as DENV and JEV. BclXL gene suppression led to a reduction in
the viral loads in cells and animal models. Last but not least, this apoptosis remediation also
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increased animal survival in JEV infected mouse models. Suzuki and co-authors concluded
from their study that delayed apoptosis was associated with high viral pathogenicity,
whereas early apoptosis combined with accelerated efferocytosis inhibited viral spread in
the body and limited pathogenicity.

In the case of ZIKV infection and its unique pathogenesis with neurological compli-
cations, the role of anti-apoptotic factors and the control of their expression or activity by
the virus have been examined. A clinical study of cases of fatal microcephaly found that
the parenchyma of infected newborns had a two-fold increase in the anti-apoptotic Bcl-2
protein. This feature appears to be specific to CZS as microcephalies of other origin do not
have variation in Bcl-2 expression [124]. Based on the observation that ZIKV seemed to
be able to counteract apoptosis, our team had the idea of testing the protection that the
virus could offer to cells against an exogenously induced apoptosis. Surprisingly, cell death
hallmarks could not be observed in A549 cells when apoptosis was artificially induced
two hours after infection with ZIKV. Inhibition of cell death in the presence of ZIKV was
achieved whether the induction of apoptosis was extrinsic, with TNF-alpha, or intrinsic,
with etoposide or blasticidin. This protection from exogenous apoptosis was potentially
dependent on the presence of ZIKV non-structural proteins [87]. In addition, another
study indicates that double-stranded RNA (Poly I:C) induced apoptosis is reduced by
overexpressing the ZIKV NS2B/3 non-structural proteins [82].

We investigated which protagonists of apoptosis ZIKV was able to act upon and also
observed that the amount of anti-apoptotic protein Bcl-2 was increased during in vitro
infection. A privileged role for the Bcl-2-family of anti-apoptotics was confirmed by the
use of the inhibitor ABT-737, which abrogated ZIKV-mediated protection, led to restoration
of apoptosis, and reduced viral infection [87]. As previously mentioned, we also found
that ZIKV was able to subvert the CHOP pro-apoptotic program and thus override ER-
dependent apoptosis [92].

This viral ability to inhibit one of the main cellular defense responses to infection
legitimately raises the question of its effect on the outcome of infection and, if unsuccess-
ful, the possibility that the virus will not be properly eliminated. There is an extensive
literature on the strategies developed by infectious agents to manipulate apoptosis and
the link between impaired apoptosis, deficiencies in viral clearance, and viral persistence
in privileged niches [125–128]. Numerous studies on the mechanisms and issues of ZIKV
infection have revealed that the virus can indeed persist for a long time after the primary
infection.

Initially puzzling to the scientific community, a first case of sexual transmission of
ZIKV was reported in 2011 [129]. The confirmation that this route of transmission was
far from anecdotal, and observed with both Asian and African strains of ZIKV raised the
possibility that ZIKA could persist in the male reproductive organs [10]. Indeed, viral RNA
have been detected in semen for up to six months post infection, suggesting that men may
therefore act as potential reservoirs of ZIKV [130]. Reproductive tract and testis certainly
offer a suitable immune-privileged environment for ZIKV persistence.

High-level and persistent viruria could also be observed for up to 15 days after
the onset of infection symptoms. Several cell types of the infected renal tissue such as
glomerular cells or renal proximal tubular epithelial cells (hRPTEpiCs) may be susceptible
as reservoirs for long-term excretion of ZIKV in urine [91,131].

The maintenance of viral replication in these different cells, whether or not associated
with their survival and incomplete apoptosis, deserves further investigation.

Then, the first clinical indications that the virus might also persist in the CNS were
given when worrying cases of neurological complications were reported in infants a long
time after their birth and their in-utero exposure to ZIKV [132,133].

In conclusion, a body of evidence indicates that ZIKV manipulates apoptosis, which is
an adverse response of the cell to virus multiplication. This ability could account for the
persistence of the virus in immunoprivileged niches. Inhibited or delayed apoptosis and
viral persistence could influence pathogenesis and could explain the unique features of
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ZIKV infection. These main singularities are the non-vectorial routes of transmission and
the ability to induce neuropathogenesis long after infection.

4.3. Apoptosis in the Mosquito Vectors

In mosquito cells, arbovirus infections rarely cause cytopathic effects, and the limited
data currently available assessing the role of apoptosis in vector competence suggests that
apoptosis is detrimental to the virus. Virus/vector interactions appear to have co-evolved
by limiting apoptosis, probably to an initial regulation by non-retroviral integration RNA
virus sequences (NIRVS) and the piRNA antiviral pathway [134]. In invertebrate cells
infected with Zika virus, very few, if any, cytopathic effects are observed [135]. Further-
more, it seems that sfRNA from ZIKV could inhibit apoptosis whereas sfRNA mutants
showed increased TUNEL positive cells in-vivo. Adding caspase inhibitors rescued a ‘wild
type’ virus transmission rate in a sfRNA mutant, showing that apoptosis decreases the
transmission rate in mosquitoes [136]. This confirms previous studies on arboviruses and
apoptosis in mosquitoes [137].

Infection with ZIKV leads, in particular, to a reprogramming of cellular glucose
metabolism in a human cell model by enhancing ATP production via the use of the tricar-
boxylic acid cycle [26]. In contrast, during infection of mosquitoes’ cells, ZIKV increased
the use of glucose through the pentose phosphate pathway. Thus, this differential repro-
gramming of glucose metabolism changes the cellular ratio of AMP/ATP, which leads
to the differential status of the AMPK phosphorylation level between mosquitoes and
humans during ZIKV infection. The AMPK activation in human cells contributes to
caspase-mediated cell death, and conversely, low activation of AMPK in mosquitoes’ cells
prevents apoptosis [26].

All of these different apoptosis control mechanisms are important for vector compe-
tence, and thus virus spread between mosquitoes and humans.

5. Therapeutics Related to ZIKV, A Role for Apoptosis?

In addition to preventive measures, which mainly involve personal protection against
mosquito bites, it is essential to respond to the Zika threat by developing treatments and
vaccines. Currently, we have neither one nor the other, although a vaccine candidate using
mRNA technology has recently shown promising results in mice [138]. The development
of anti-ZIKV drugs must take into consideration several specificities such as the passage
of the virus in immune-privileged sites (central nervous system, placenta, gonads) and it
must be adapted for the particularly fragile target of pregnant women or women planning
a pregnancy.

One approach to containing the infection is to fight the virus early by acting on the virus
particle itself or at a particular stage of the viral cycle (entry, replication). Unfortunately,
although many studies have been carried out and have proposed molecules with promising
effects in vitro, no validated treatment has yet been improved [139–141].

Alternative strategies focus on enhancing the natural antiviral responses of host cells
by repurposing already known active therapeutic molecules. Trials using the proteasome
inhibitor bortezomib have demonstrated antiviral activity in in vivo models and have
provided some hope [142,143]. The advantage of targeting host responses is to limit the risk
of the emergence of treatment-resistant viral variants, as has been observed with nucleotide
analogues [144,145].

5.1. Antiviral Treatment through Apoptosis Remediation

Based on the observation that many viruses, and this is the case of ZIKV, manipulate
the cell death response and that this capacity contributes to infectious processes (outcome,
pathogenesis, viral persistence), therapeutic options using apoptosis remedial action have
been explored. The underlying idea is that restoring apoptosis can improve or accelerate the
resolution of infection and free the body from potential virus persistence [146]. Apoptosis
sensitizers such as inhibitors of the Bcl-2 family or molecules mimicking suppressors
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of apoptosis inhibitors (synthetic SMAC/DIABLO proteins) have thus been tested as
antiviral candidates [147]. From this theory of a ‘functional reactivation of apoptosis’
during infection, an antiviral strategy caused a sensation in 2011. By combining the
double-stranded RNA recognition domain of the PKR protein and the caspase interaction
domain (CARD) of the Apaf1 protein, the technology called double-stranded RNA (dsRNA)
activated caspase oligomerizer (DRACO) showed broad-spectrum antiviral activity and
lack of toxicity in murine, human, and in vivo non-human primate cells [148]. It resulted in
an 80% reduction in mortality in a mouse model of H1N1 A/PR/8/34 infection. Following
the same idea, the antiviral therapeutic potential of molecules known to act by reactivating
apoptosis in cancer pathologies was tested on ZIKV infection, with the project of a possible
drug repositioning. One study successfully evaluated the anti-ZIKV activity of the anti-
cancer obatoclax or GX15-070, a pan-blocker of the Bcl-2 family of proteins [149]. It should
be noted that the use of inhibitors of Bcl-2 family proteins had previously been validated for
their capacity to inhibit several viruses other than ZIKV, in in vitro and in vivo studies [147].

5.2. ZIKV as Oncolytic Virotherapy

Interestingly, ZIKV has been considered as an oncolytic candidate, notably for therapy
of brain cancer [150]. The modes of action of ZIKV on the tumor and the advantages and
disadvantages of using this virus, which may be genetically modified, are summarized in
Figure 4. Briefly, oncolytic viruses are replicative viruses capable of specific replication in
cancer cells. These biological agents have cancer therapeutics potential due to their ability
to induce selective tumor cell death through direct cytopathic effects. They induce an
immunogenic cell death similar to apoptosis, which releases cell debris and viral antigens.
Dendritic cells from the microenvironment will then allow the immune system to be
educated against the tumor [151,152]. Countering the frequent immune escape phenomena
induced by the tumor microenvironment is therefore one of the major goals of new anti-
cancer therapies. Showing the important potential of this type of treatment, the FDA already
approved the use of Talimogene Laherparepvec (T-VEC), a modified herpes simplex virus
type I, for metastatic melanoma management [151].

As aforementioned, ZIKV has a privileged tropism for neuronal cells in which it
produces cytopathic effects [83,111]. This specificity is due to the high level of neuronal
expression of the main known ZIKV membrane receptors such as AXL or CD24. Interest-
ingly, these receptors are overexpressed in cancer cells. Due to this ability, ZIKV has been
proposed as a promoter of tumor mass reduction for some brain cancers (e.g., glioblastoma
multiforme (GBM) and neuroblastoma). Indeed, in 2017, a selective oncolytic activity was
shown against glioma stem cells (GSCs) [153], which are therapy-resistant self-renewing
tumor precursor cells responsible for the local recurrence of cancer. ZIKV infection in these
cells leads to a loss of self-renewal and proliferation due to increased apoptosis, whereas
no detrimental effects were observed on normal cells. However, this feature is not a general
property of neurotropic flaviviruses, since WNV causes the cell death of GSCs and normal
cells. In order to confirm these promising results and show the usefulness of ZIKV as a
therapy to treat brain cancer, the authors used a mouse model of glioma. Mice receiving
ZIKV injection showed prolonged survival in comparison to mock-infected mice due to
extensive tumor cell death.

Consistent with these results, intracerebral injection of a live attenuated Zika virus
(ZIKV-LAV) in a mouse model of human GBM significantly reduced intracerebral tumor
growth and prolonged animal survival by selectively killing SOX2+ GSCs within the
tumor [154]. Recently, the same team reported some details on the mechanism underlying
ZIKV oncolytic activity against GSCs [155]. They found out that SOX2 expression in
GSCs leads to downregulation of the IFN signaling pathway, this being essential for
ZIKV infection and replication in GSCs. Indeed, SOX2 is a core regulator of antiviral
response and apoptosis, and is found to be highly expressed in GSCs, which partly explains
the preferential lytic effect on GSCs. Moreover, SOX2 has also been associated with the
regulation of Integrin αV expression. Integrin αV forms heterodimers, notably with Integrin
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β5, whose blockade with specific antibodies has led to reduced ZIKV-induced oncolytic
effects on GSCs. Thus, the SOX2–Integrin αVβ5 axis seems to be crucial for oncolytic
activity against GSCs, and therefore GBM treatment.

Figure 4. Zika as an oncolytic agent, pros and cons. ZIKV has natural tropism for neurons but
its replication is counteracted by antiviral pathways. Tumor cells overexpress receptors for viral
entry, have a high metabolism that efficiently supports ZIKV replication, and have frequent defects
in antiviral pathways. These natural capacities enhance viral infection (1). To further improve its
tropism toward the tumor, ZIKV could be modified to specifically target tumor cell receptors or to
be more dependent on the tumor’s singular properties (2). Delayed apoptosis induced by ZIKV
replication allows for a more immunogenic cell death, which can turn an immunosuppressive tumor
microenvironment into an immunoactivating one (3). Delayed apoptosis also promotes transgene
expression allowing for more efficient delivery of therapeutics (4).

It has also been shown that ZIKV oncolytic activity requires CD8+ T cell recruit-
ment to the tumor microenvironment, as the survival benefits are lost if CD8+ T cells
are depleted [156]. ZIKV infection enhances immune infiltration, which is favorable for
combination with an anti-PD1, an immune checkpoint inhibitor to remove microenviron-
ment induced T-anergy. Moreover, this education of CD8 by ZIKV induced tumor cell
death persists over time. Hence, they protect mice against syngeneic tumor rechallenge.
Additionally, neuroblastoma cells’ permissiveness for Zika virus has been reported [157].
In neuroblastoma cells, ZIKV-induced cytopathic effects lead to a decrease in tumor cell
viability. Nevertheless, not all neuroblastoma cell lines were sensitive to ZIKV oncolytic
activity. It was shown that CD24 expression, a receptor expressed on the surface of metabol-
ically active cells including cancer cells [158] is essential to ZIKV oncolytic activity [157].
Restoring CD24 (SK-N-AS) expression in a low-permissive neuroblastoma cell line restores
ZIKV oncolytic activity, unlike the CD24-deficient cell line. CD24 is rather a brake on
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apoptosis, which could promote ZIKV replication in metabolically active cells and conse-
quently induce a better immunogenicity [152,158]. Therefore, ZIKV seems to be a powerful
tool for the treatment of brain cancers that are of critical concern. As raised by several
teams [151,154,155], the use of ZIKV as oncolytic therapy can only be considered if the
safety conditions are met. Data currently available from these studies indicate that viral
RNA remained localized to the tumor until two weeks after treatment, showing the absence
of viral spread following injection [153].

However, as discussed above, ZIKV can persist in the body and has a broad tissue
tropism. There is therefore concern that it may affect several organs other than the target
tumor. These issues could be circumvented by improving ZIKV specificity to tumor cells.
Indeed, receptors essential for ZIKV entry such as AXL and CD24 that are overexpressed in
glioblastoma and neuroblastoma cancer cells, respectively, are also present on many other
cell types [158,159]. Thus, addressing ZIKV to a specific receptor on tumor cells would
reduce its entry into healthy cells. Technically, modifications can be made to the viral
genome to fine-tune its oncolytic capabilities. However, engineering the viral envelope to
control the interaction of the viral particle with the cell surface is difficult to design and
implement. If retargeting is not possible or not sufficient, another option is to increase the
dependence of the virus on the singular properties of the tumor cells. Indeed, it would
be possible to make the virus more conditional on the specific enhanced metabolism of
the tumor cell, as is the case for the vaccinia virus TK-RR- [160] (or the measles virus
vaccinal strain [161]. Genetically-modified ZIKV strains should then be envisaged to
further improve the safety of a ZIKV based oncolytic virotherapy [153,154].

Finally, and regarding the ambiguity revealed by our literature review on the ability
of ZIKV to promote apoptosis too early or too late, it would appear that delayed or
attenuated cell death is not a pitfall, but may be an advantage in oncolytic therapy. Thus,
cytolytic effects on infected cells, by being delayed, will promote immunogenicity with
a progressive and sustained recruitment of immune cells [156,162]. This mechanism is
decisive in overcoming immunosuppression induced by the tumor environment, one of the
main strengths of virotherapy. It should also be noted that the possibilities of manipulating
oncolytic viruses have led to their proposal as vectors for therapeutic agents such as T-
VEC, which encodes for granulocyte-macrophage colony-stimulating factor to increase
its immunostimulant properties [163]. In this context, a virus with persistent replication
still has an advantage in that it can increase the production of the therapeutic protein
over time. In addition, delayed apoptosis becomes an advantage for this vectorization
process. Whether strictly for oncolytic purposes or as a genetic backbone for the delivery of
a recombinant therapeutic agent, this ability of ZIKV to induce delayed cell death makes
it a potentially good vector for antitumor therapy. However, these beneficial effects may
be mitigated by the ability of ZIKV to persist in some tissues, with detrimental effects on
patients. Despite this, studies have shown that, in dogs with glioblastoma, the use of a
Brazilian ZIKV reduced tumor size and did not induce clinical side effects [164]. Further
research is needed to decipher the potential of ZIKV as an oncolytic treatment for brain
cancers [153,154].

6. Discussion and Conclusions

In the last decade, a series of epidemics has put global human health at risk. This
pressure is due to the threat of mainly viral pathogens that do not spare any region,
regardless of the economic levels or medical capacities of countries. In this context, better
knowledge of infectious agents, their mechanisms of dissemination/transmission in the
environment, and their interactions with their hosts, particularly humans, is essential.
This is necessary to face the risks of viral emergence or re-emergence as well as current
and future epidemics and pandemics. Understanding the mechanics of host–pathogen
interactions at the cellular and molecular levels is also essential for the development of
preventive and/or therapeutic strategies. Among the cellular and molecular responses
that are crucial for eliminating the pathogen, but that may also be involved in pathological
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processes is cell death by apoptosis. Just as humans evaluate the benefits and risks of
an action, the cell must make a choice between survival and self-killing to resolve an
infection. The decision to commit suicide is based on a precise control of pro-apoptotic and
anti-apoptotic factors. The process of ZIKV infection seems to be a wonderful example of
manipulation of this pro-death or survival balance of the host cell.

ZIKV, similar to other flaviviruses (such as JEV, DENV or WNV), is capable of inducing
apoptosis in various types of infected cells. Therefore, an excess of placental cell apoptosis,
early in gestation, seems to be one of the main causes of horizontal maternal–fetal transmis-
sion. Dissemination of the virus into fetal tissues, infection of the brain, and early apoptosis
of neuronal progenitors seem to be involved in Zika pathology and SCZ development
(Figure 5).

Figure 5. Too soon or too late, graphical abstract. ZIKV-related apoptosis is ambivalent. On one
hand, the virus transmission to the central nervous system via microglia and astrocytes induces early
apoptosis of neuroprogenitor cells. This leads to a set of symptoms and defects grouped under the
term of ZIKV congenital syndrome. On the other hand, ZIKV has been shown to persist for a while
in infected organisms due to delayed apoptosis. Persisting in the genital tract could lead to sexual
transmission that is unusual for an arbovirus.

Conversely, cell death by apoptosis has been shown to occur late in many cell types.
This delay in the onset of cell death involves anti-apoptotic proteins such as Bcl-2, whose
stability and half-life are increased by a mechanism that remains to be defined. It also
involves a defect in the induction of the expression of pro-apoptotic factors (BIM, PUMA,
NOXA...) that are cruelly lacking to tip the balance. This defect is in part due to the ability
of ZIKV to ‘hack’ the communication pathway between ER stress, UPR, and apoptosis by
inhibiting the CHOP factor. Other studies have described that paraptosis is sometimes
induced by ZIKV, with hyper vacuolation of cells without caspase activation. This could be
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in place of apoptotic death and apparently allows the virus to replicate more abundantly
in the cell [165]. This confirms that apoptosis is detrimental to the virus and this raises
the question of the impact of delayed apoptosis on pathophysiological processes and viral
persistence following ZIKV infection. A persistence capacity of ZIKV is established. The
virus, which remains in the genital tract and is secreted for a long time in the semen, is
the cause of sexual transmission (Figure 5). In addition to the complications observed in
newborns, the evidence of neuropathologies in children after birth [132] raises questions
about the mechanisms involved long after the acute infection. Recent work also suggests
that ZIKV exposure may contribute to the development of neurodegenerative pathologies
in adults in the longer term [103,166]. Of note, data on microcephalic brains of ZIKV-
infected neonates have shown an increase in Bcl-2 protein, opening up the hypothesis
of viral persistence mediated by overexpression of anti-apoptotic proteins [124]. Taken
together, these insights into ZIKV infection confirm the interest in understanding the
mechanisms of apoptosis control. This understanding is important for the development of
antiviral therapies based on the restoration of the ability of infected cells to die. It could
also be useful in the fight against late-onset forms of Zika. This understanding is ultimately
important for considering the use of this singular virus in oncolytic virotherapy.
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Abbreviations

ZIKV Zika virus
PCD Programmed cell death
CNS Central Nervous System
ER Endoplasmic Reticulum
MOMP Mitochondrial outer membrane permeabilization
APAF-1 Apoptosis protease activating factor 1
PARP Poly ADP-ribose polymerase
DISC Death inducing signaling complex
UPR Unresolved unfolded protein response
CHOP C/EBP HOmologous Protein
BHV Bovine herpesvirus 1
DENV Dengue virus
WNV West Nile virus
JEV Japanese encephalitis virus
HSV Herpes simplex virus HSV
MAVS Mitochondrial antiviral-signaling protein
WHO World Health Organization
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CDC Center for disease control
CZS Congenital Zika syndrome
sfRNA Small flavivirus RNA
CHIKV Chikungunya virus
RRV Ross River virus
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Abstract: Exosomes are small subtypes of extracellular vesicles (EVs) naturally released by different
types of cells into their environment. Their physiological roles appear to be multiple, yet many
aspects of their biological activities remain to be understood. These vesicles can transport and deliver
a variety of cargoes and may serve as unconventional secretory vesicles. Thus, they play a crucial role
as important vectors for intercellular communication and the maintenance of homeostasis. Exosome
production and content can vary under several stresses or modifications in the cell microenvironment,
influencing cellular responses and stimulating immunity. During infectious processes, exosomes are
described as double-edged swords, displaying both beneficial and detrimental effects. Owing to their
tractability, the analysis of EVs from multiple biofluids has become a booming tool for monitoring
various pathologies, from infectious to cancerous origins. In this review, we present an overview
of exosome features and discuss their particular and ambiguous functions in infectious contexts.
We then focus on their properties as diagnostic or therapeutic tools. In this regard, we explore
the capacity of exosomes to vectorize immunogenic viral antigens and their function in mounting
adaptive immune responses. As exosomes provide interesting platforms for antigen presentation, we
further review the available data on exosome engineering, which enables peptides of interest to be
exposed at their surface. In the light of all these data, exosomes are emerging as promising avenues
for vaccine strategies.

Keywords: exosomes; extracellular vesicles; cargoes; pathological biomarkers; infection; viruses;
flaviviruses; antigen presentation; exosome engineering; vaccine design

1. Introduction

Cellular communication is an essential aspect of multicellular organism physiology.
It relies on signals emitted by cells, capable of circulating to reach target cells specifically
equipped to receive the message. Signal production and reception require complex cellular
and molecular networks. By implementing multiple biological programs, these networks
enable a wide range of coordinated cellular responses. Responses vary from phenotypic
and metabolic changes to the control of movement and cell migration, the modification of
gene expression, and the determination of cell survival, division, differentiation, or death.
Therefore, communication systems condition the constant adaptability of cells to their
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environment. The underlying mechanisms have been extensively explored for decades,
notably in the field of immune cell interactions, where coordinated immune responses are
required to eliminate pathogens or tumor cells. Intercellular signaling between immune
cells was initially thought to occur either through cell–cell contact or soluble factors, such
as cytokines, until the late 1990s when it was identified that extracellular vesicles (EVs)
were involved in dendritic and T cell crosstalk [1,2] and constituted antigen-presenting
devices [3,4]. This discovery marked a turning point in the understanding of immune
cells crosstalk. It demonstrated that EVs produced by immune cells could encapsulate
cytokines, circulate, contact, or deliver their content to recipient cells, thus priming or
immunomodulating other immune cells [5]. Since then, EVs have emerged as key players
in intercellular communication, and their nature and biological functions have been increas-
ingly documented. Owing to their membrane-bound nature, EVs provide a unique facility
for transporting a wide variety of signaling molecules and driving their precise targeting to
recipient cells.

In recent years, the study of EVs has been greatly facilitated by the development of
new and improved methods. These methods enable their detection and purification from a
variety of biological fluids, as well as their imaging, size measurement, and content analysis
through lipidomics, proteomics, and genomics studies [6,7]. It is worth highlighting that
major technological advances now enable specific analysis at the level of single vesicles.
These significant developments, regularly reviewed, make it possible to collect extremely
valuable precision biometric and molecular information on EVs [8]. Research in the field
has revealed that EVs and their cargoes are highly diverse in nature. From this observation
ensued a need for a classification, which first put emphasis on the membrane origin: vesicles
derived from the plasma membrane are considered as ‘ectosomes’, whereas vesicles that
originate from an endosomal biogenesis pathway are named ‘exosomes’ [9,10]. Moreover,
their biogenesis, production, and content differ according to a plethora of parameters,
such as cell type, metabolic activity, and physiological and pathological conditions. This
plasticity complexifies the understanding of the biological activities of EVs. At the same
time, their morphological and molecular signatures make them powerful biomarkers and
indicators of the progression of numerous diseases.

In this review, we have chosen to highlight exosomes as important actors in the
context of viral infections and as potential biological tools that could pave the way for
new strategies to combat these infections. Our emphasis on exosomes among all EVs is
grounded in the notable ability of viruses to corrupt the exosome biogenesis pathway, and
the extensive data related to the transport of viral components by exosomes. Their use
as biomarkers in the context of viral infections is also an area of study that is becoming
well documented. In addition, their ability to present antigens and the development of
engineering methods to tailor their content make them interesting therapeutic tools, and
especially promising immunogenic tools for vaccine development.

In light of the latest data in the literature, our aim was firstly to provide insight
into the known features of exosomes. We sought to understand how their biogenesis,
specific loading, and interaction with targeted cells can lead to specific physiological
responses. We then provided an overview of what is known about exosomes in the biology
of viral infection, notably that of flaviviruses. In doing so, we sought to unveil the dual
roles of exosomes, which are powerful players in the immune response, permitting the
resolution of infections and viral clearance. Conversely, exosomes are often hijacked to
promote virus dissemination or the vectorization of viral factors, contributing to infectious
pathophysiology. We then focused on the potential of exosomes to be reliable indicators of
health and disease, turning them into valuable biomarkers. After a brief overview of the
potential of exosomes as diagnostic tools, we also addressed their interest as therapeutic
tools. This involves engineering methods aimed at controlling exosome content to deliver
drugs. In line with the abundant literature examining the function of exosomes in mounting
adaptive immune responses during viral infections, our main goal was ultimately to explore
the capacity of exosomes to vectorize immunogenic viral antigens. As exosomes provide
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interesting platforms for antigen presentation, we reviewed the available data on exosome
engineering, which allows peptides of interest to be addressed at their surface. In the light
of all these data, we propose exosomes as emerging and promising avenues for vaccine
strategies. Figure 1 provides an overall diagram outlining the different goals of our review,
with a particular focus on exosomes in the context of viral infections. Additionally, it
highlights their role as manipulable tools for infection control and vaccine design.

Figure 1. Overall diagram outlining the different aims of the present review, with a particular focus on
exosomes in the context of viral infection, as antigen presentation disposals, and as antigen-presenting
devices in vaccine strategies.

2. Exosomes Are Small, Specialized Extracellular Vesicles (EVs)

Extracellular vesicles (EVs) refer to all lipid vesicles released by cells. Despite an ever-
changing nomenclature, EVs are distinguished by their biogenesis pathways, morphology,
molecular composition, and size [11,12]. According to a substantial body of literature, the
size of EVs serves as a reliable indicator in determining their nature and origin. This led
to the identification of three subcategories of EVs: first, blebs and apoptotic bodies, with
sizes reaching up to 5 µm; then, microvesicles, also called ectosomes, ranging between
100 and 500 nm, and sometimes even up to 1000 nm; lastly, exosomes, which exhibit diam-
eters varying between 30 and 150 nm [13,14]. The first two subcategories are produced by
shedding from the cell surface, with blebs being generated in the late stages of apoptosis.
Their membranes derive from the plasma membrane of the donor cell. In contrast, exo-
somes proceed from biogenesis pathways and derive from endosomal membranes. They
are released through exocytosis and follow cell secretion pathways.

EVs are constitutively produced by a wide variety of cell types. The capacity of cells
to release vesicles appears to be a highly conserved mechanism throughout evolution,
and has even been observed in bacterial communities [15,16]. As a consequence, large
quantities of EVs can be detected in extracellular compartments. In humans, exosomes
can be found in almost all body fluids, including blood, cerebrospinal fluid, saliva, breast
milk, and urine [13,17–19]. When first discovered in the late 1980s, exosomes were initially
considered as cellular waste. Nevertheless, it has been shown that EVs play a crucial role
in intercellular communication, both in physiological and pathological conditions, and
maintain homeostasis at cellular and systemic levels [20,21]. This role is fulfilled by their
ability to encapsulate and transport diverse yet specific cargoes of complex biochemical
composition: as it is, proteins, lipids, secondary metabolites, and nucleic acids have all
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been found within exosomes. This characteristic positions them as true unconventional
secretory systems [22].

The action of EVs has been described to either occur in the vicinity of their production
site, thus promoting autocrine or paracrine signaling, or at a distance from their secretion
site, serving as stable conveyors of signaling molecules with endocrine action [23]. Ex-
osome interaction at the surface of recipient cells, and their potential uptake, may elicit
pleiotropic responses and induce phenotypic changes [24]. The in vitro biological effects of
exosome exposure have been extensively documented. However, the exact physiological or
pathological roles of exosomes in vivo are yet to be fully understood, offering a significant
area for further research. Their production and behavior in the biology of viral infections
deserve particular attention, as detailed below. Indeed, their importance as molecular
signatures and prognostic biomarkers in the evolution of infectious diseases and several
other pathologies will be explored in subsequent paragraphs. Due to the close proximity
between the intracellular sites of exosome production and those of viruses, a strong inter-
relationship should necessarily be established in infected cells. Therefore, a comprehensive
understanding of exosome biogenesis is particularly relevant for studying their role during
viral infections.

2.1. Exosome Biogenesis

Exosomes are small EVs that have their own biogenesis pathway within cells, prior to
their release into the extracellular environment. Krylova and Feng recently reviewed the
extensive literature dealing with their biogenesis mechanisms [25]. Exosome formation oc-
curs in cellular compartments called multivesicular bodies (MVBs), which proceed from the
maturation of endosomal compartments [26]. This process is illustrated in Figure 2A. Endo-
somes are intracellular sites of convergence for vesicular trafficking originating mainly from
the cell surface [27]. A broad range of substances can travel through the endomembrane
compartments [28,29]. Following their internalization by receptor-dependent endocytic
pathways, captured molecules reach early endosomes [30]. The endosomal compartment
includes recycling components, which undergo centrifugal vesicular trafficking back to the
plasma membrane. Alternatively, early endosomal components undergo maturation in late
endosomes with more acidic content, closely related to autophagosomes. The remodeling
of late endosomes into MVBs occurs after the invagination of their membrane. This results
in the formation of a multitude of small vesicles called intraluminal vesicles (ILVs) [31,32].
In the course of this remodeling process, ILVs can be loaded with exceptionally diverse
molecules ranging from cytosolic proteins to metabolites, lipids, and even nucleic acids.
An exocytosis mechanism allows MVBs to fuse with the cell membrane, releasing ILVs into
the extracellular compartment where they become exosomes. Otherwise, MVBs are routed
to the lysosomes where their content is degraded, including membrane receptors [33,34].
The ILV genesis process relies on an intricate protein machinery called the Endosomal Sort-
ing Complex Required for Transport (ESCRT) which reshapes the endosomal membrane
topology [35,36]. During MVB formation, the ESCRT allows the intraluminal budding of
vesicles and the sorting of embedded cargo proteins. The ESCRT comprises around twenty
proteins, including ALG-2-interacting protein X (ALIX), tumor susceptibility gene 101
(TSG101), and charged multivesicular body protein 4a (CHMP4). The molecular actors of
ESCRT are organized into four cooperative complexes called ESCRT-0, -I, -II, and -III, which
are conserved from yeast to mammals [37]. The ubiquitination of proteins located on the
endosomal membrane drives the inward budding. ILVs containing ubiquitinated proteins
are destined to be degraded into the lysosome. The de-ubiquitination of these proteins by
the de-ubiquitylating enzymes (DUBs) will rescue the ILVs from degradation. Numerous
studies have also shown that phosphoinositides, ceramides, and the lipid composition of
the endosomal membrane as a whole are key factors in the biogenesis of ILVs [38,39]. It is
also worth mentioning that ESCRT-independent mechanisms have been delineated as alter-
native systems for the formation of ILVs, and that vesicle release by cells could also occur
from lysosomes [40–42]. In addition, a process involving tetraspanin enrichment appears
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to be important for membrane remodeling and ILVs formation [43,44]. Tetraspanins are a
family of transmembrane proteins including CD9, CD63, and CD81, which are abundantly
found in MVBs and ILV membranes [45,46]. They are therefore frequently used as markers
for identifying EVs of exosomal origin [47]. However, it is important to emphasize that
the presence of CD9 and CD81 has also been observed on the plasma membrane. Hence,
CD63 remains the most specific tetraspanin marker for exosomes [48]. Tetraspanins are
known to participate in the cargo sorting process that occurs during ILV formation and
could also play a role in determining the specificity of exosomes for particular recipient
cells [44,49]. The selective process of cargo sorting and the specific components required
for the biogenesis of exosomes have a tremendous impact on their final composition.

The final stage in the cellular production of exosomes is their release into the extracel-
lular environment. Exosome secretion by cells appears to be a continuous mechanism but
with quantitative and qualitative controls. It is known that specific interactions between
Rab proteins and SNARE (soluble NSF attachment protein receptor) complexes control the
intracellular trafficking of MVBs and determine their subsequent destination [50–53]. An
increase in the quantities of circulating exosomes has been particularly noticed in many
pathological situations. The increased production and secretion of exosomes with modified
content is indeed part of cellular responses to various stresses. This confirms the role of
exosomes as vectors of mediators, assisting cell to cell communication in these stressful
situations. The internal and environmental factors regulating MVB exocytosis are not yet
fully understood. According to Xu et al., these include, but are not limited to, intracellular
Ca2+ concentrations, MVB acidification processes, nutrient and oxygen availability, and
oxidative metabolism. Additionally, various signaling pathways, including those of growth
factors, contribute to this complex regulatory network [54].

In conclusion, the biogenesis and secretion of exosomes emerge as pivotal biological
programs orchestrated by our cells to navigate through diverse physiological situations,
environmental changes, and stresses. This program aims to emit vesicular communication
devices that will complement the arsenal of soluble mediators. These vectored messages
will in turn inform recipient cells, which will respond by adapting their biological activities.
Various stimuli lead to the subsequent reprogramming of biogenesis mechanisms, resulting
in the repackaging of exosomal cargo. Therefore, the molecular composition will determine
the nature of the message and its targets.

2.2. Exosomes Composition

A non-exhaustive schematic representation of a canonical exosome, with some of its
typical compounds and cargoes, is illustrated in Figure 2B. During their formation, ILVs
are loaded with both membrane and soluble cytosolic proteins. Some components, mostly
involved in their biosynthesis process, are common denominators further shared by all
released exosomes. Tetraspanins, syntenin-1, TSG101, and ALIX are considered molecular
signatures of exosomes and, in this regard, could serve as reliable markers, differentiating
exosomes from other EVs [55]. Tetraspanins (i.e., CD9, CD63, and CD81), which are strongly
represented in the membrane, play an important role in cell contact, uptake, and mem-
brane fusion events [56]. Embedded within the membrane, various adhesion molecules
(e.g., integrins, ICAM-1) have been identified [57]. Adhesion molecules could allow the
docking of exosomes at the surface of recipient cells, prior to their internalization. The
diverse nature of adhesion molecules, as well as their relative abundance at the exosome
surface, are likely influencing their selectivity for recipient cells. Thus, depending on their
relative abundance at the exosome surface, these membrane adhesion factors may reflect
pathological situations. In cancer, for example, integrin display patterns have been closely
associated with the organotropism of tumor exosomes, whose uptake contributes to tumori-
genesis [58,59]. Additionally, major histocompatibility complex (MHC) type I molecules
can be found in the membrane of exosomes, albeit in variable quantities according to cell
type and local microenvironment. MHC class II and co-stimulatory molecules are more
restricted to exosomes secreted by professional antigen-presenting cells (APCs). However,



Vaccines 2024, 12, 280 6 of 40

both MHC-I and MHC-II are required for mature exosomes to prime naive T cells [60].
Interestingly, the presence of functional MHC–antigenic peptide complexes could confer
exosomes with a prominent ability to initiate adaptive immune responses [4,21]. Regarding
the protein content of exosomes, various chaperones are loaded into exosomes and use this
alternative secretion pathway to join in extracellular networks. These include members of
the heat-shock proteins (HSPs) and J-domain proteins [61]. In addition, positive correlations
have been described between HSP70 levels in exosomes and cancer malignancy [62]. Of
note, the presence of traditionally abundant proteins in exosomes, such as cytoskeletal
proteins, GAPDH, and even HSPs, has become a topic of controversy. These uncertainties
regarding exosome content arise from advances in techniques for separating small vesicles
and the growing availability of powerful analytical methods, such as mass spectrometry,
for studying their proteomes [63]. Other exosomal components are more specific and may
be uniquely related to cell types and their physiological state [1,64,65]. Thus, the content
of exosomes may reflect the molecular composition of the producing cell, and indicate
the specific biological activities elicited in the recipient cells [66,67]. Importantly, cells
are able to adjust their exosome production both qualitatively and quantitatively, further
supporting the implication of EVs in intercellular communication. This also suggests that
the content of ILVs is not the mere result of passive diffusion, the loading process being
actively orchestrated by cells. As mentioned in the previous paragraph, the control of
exosome release and packaging depends on a variety of stimuli, allowing the secretion of
exosomes carrying fine-tuned messages [43].

Figure 2. Insights into exosome biogenesis and composition. (A). Exosomes biogenesis. The early
endosomes produced by the endocytic pathways can mature into multivesicular bodies (MVBs).
During their formation, the intraluminal vesicles (ILVs) are loaded with cytosolic material like
proteins, lipids, and nucleic acids. MVBs have two possible fates. They are either directed to
lysosomes, enabling the degradation of ILV constituents, in particular membrane components, or
released by exocytosis, enabling the externalization of ILVs, then called exosomes. (B). Schematic
representation of an exosome and its standard cargo. Exosomes are delimited by a phospholipid
bilayer membrane containing proteins from the tetraspanin family, such as CD9, CD63, or CD81.
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The intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) and major histocompatibility complex MHC I and/or
II are detected in variable proportions in the membrane, depending on the emitting cells, and
contribute to the biological or pathological functions of exosomes. The ALIX protein is identified
within these vesicles, serving as one of the primary intravesicular markers. Additional intra-exosomal
markers exist, such as the tumor susceptibility gene 101 (TSG101), which plays a critical role in
exosome biogenesis and secretion. A variety of chaperones, including members of the heat shock
protein 70 (HSP70) family, could use this unconventional secretion pathway. In addition to proteins,
these vesicles can carry nucleic acids, including DNA and RNA such as miRNA. Adapted from
Kowal et al. [57]. Created with Biorender.com.

In response to specific contexts, cytokines and various mediators seem to be able to
use the exosomal vectorization pathway. This has been documented for interleukin-1β
(IL-1β), which can be loaded and transported via exosomes in inflammatory and pyroptotic
contexts [68,69]. IL-6, IL-10, and TNF-α could also be transported in this way, giving these
mediators a longer lifespan in body fluids and reinforcing exosomes as suitable markers
for prognosis and diagnosis [70]. The broad diversity of exosomal content also suggests a
trafficking between cellular compartments that remains poorly understood. For example,
MVBs and autophagosomes have been shown to interact, allowing cargo exchange. This
proximity may also favor the release of exosomes [71].

Besides proteins, exosomes contain lipids which shape their membrane and contribute
to their biogenesis pathway [72]. Sphingomyelin, phosphatidylserine, glycosphingolipids,
and regulated concentrations of cholesterol are the hallmarks of ILVs and exosome mem-
branes. Thus, cholesterol-enriched MVBs appear more prone to lysosomal digestion, while
lower cholesterol levels are more associated with the exocytosis pathway [73].

Exosomes also carry nucleic acids like short DNA molecules, small RNAs, and es-
pecially miRNAs [74,75]. Deep sequencing RNA techniques confirmed that many types
of non-coding RNAs were loaded into ILVs. Their composition depended on cell types
and cellular contexts. Several heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (HNRNPs) and
RNA-binding proteins have been shown to promote RNA sorting and loading in ILVs.
Additionally, they could play a role in RNA function in target cells. These mechanisms
were extensively reviewed by Corrado et al. [76].

Remarkably, and in the light of numerous data in the literature, it is clear that ex-
osome composition in terms of miRNAs undergoes significant changes under different
physiological and pathological conditions. For instance, studies on the effects of exposure
to a set of environmental factors, known as the ‘exposome’, on carcinogenesis processes
have demonstrated an unexpected role for exosomes. Data recently reviewed by Kalita-de
Croft et al. report that exosomes produced after the exposure of cells to various chemicals,
including arsenite and other substances present in cigarette smoke, exhibited an altered
miRNA content. This finding highlights exosomes as sensors of these exposures and as
biological players ultimately participating in pathophysiological processes [77].

This variability is well regarded for its prognostic and diagnostic properties. Con-
sequently, the quantity and content of exosomes derived from patients plasma emerge
as a valuable tool for monitoring the progression of diverse pathologies [78], from au-
toimmune diseases such as rheumatoid arthritis [79,80] to cancers [81]. These aspects will
be elaborated further below. The observation of changes in exosome composition under
pathological conditions also suggests that the molecular variability, as well as the way
exosomes interact with their target cells, are at the origin of a broad range of biological
responses in the recipient cells.

2.3. Exosome Biological Activities according to Their Mode of Interaction with Recipient Cells

The enrichment of exosomes with various components underscores their intricate
nature and the potential for functional diversity. There is extensive literature on the mes-
senger functions of exosomes, during immune responses or pathophysiological situations
like tumor development or host–pathogen interactions [82]. Recipient cells may be near

Biorender.com


Vaccines 2024, 12, 280 8 of 40

or distant from the exosome-shedding cells and are reached because EVs can circulate in
a wide range of biological fluids. It can naturally be inferred that the vesicle-mediated
transport of biological mediators may protect them from degradation; however, this feature
has not been fully verified in vivo. While EVs can remain stable in serum for days, their
half-life in circulation is notably brief. Studies in mice indicate that exogenous EVs exhibit
a very short half-life (2–10 min) in the blood circulation [83]. This brief circulation time
could, however, be attributed to a rapid uptake of circulating EVs by scavenger cells like
monocytes and endothelial cells. Indeed, several studies have shown that small EVs have
no difficulty in crossing endothelial and blood–brain barriers, sometimes by transcytosis,
and thus diffuse widely into tissues [84–86].

Exosomes appear to be able to interact with their target cells in various ways [53,64].
Firstly, they can act through direct contact with cell surfaces. This is the case for exo-
somes that carry MHC–peptide complexes and can induce the activation of TCR receptors
on T lymphocytes [60]. Another example is given by exosomes produced by melanoma
cells that are loaded with FasL ligand during their biogenesis. They can induce apopto-
sis in recipient lymphocytes by mere contact [87]. Although a simple contact between
exosomes and their recipient cells is sometimes sufficient to trigger signaling pathways,
effective phenotypic changes are more likely to be achieved through the transfer of ex-
osome content into recipient cells. The ability of exosomes to deliver their cargoes has
been a longstanding hypothesis, and it has been demonstrated only recently. The release
of intra-exosomal molecules into the cytoplasm is achieved by membrane fusion, either
directly with the plasma membrane or after endocytosis and transit through the endosome
where a back-fusion process takes place. A functional assay has been developed to verify
that membrane fusion, exposing the luminal face of the exosome to the cytoplasm, occurs
following exosome uptake. The assay is performed using exosomes engineered to vectorize
a transcription factor which enables the expression of a reporter gene upon its intracellular
delivery [88]. Thanks to this demonstration, the ability of exosomes to deliver their protein
content has been assessed and is regularly reviewed [89]. Similarly, it has been shown
that small RNAs and miRNAs carried by exosomes can be transferred into recipient cells.
Once inside, they retain full functionality and can modify the behavior of the recipient
cells through gene expression modulation [90]. The growing body of data on the ability
of exosomes to specifically vectorize and deliver various types of molecules to cells has
clearly opened up tremendous new avenues for their use as nano-therapeutic tools.

Recipient cells can internalize exosomes through an uptake process that can be vi-
sualized through several imaging techniques [91]. The mechanisms by which recipient
cells take up exosomes have been the subject of extensive research for over 20 years [92,93].
Although macropinocytosis may be a potential entry mechanism, the capture of exosomes
appears to be quite specific. However, the recognition process by which exosomes are
identified by their target cells remains poorly understood, and receptors specialized in
exosome uptake have not been formally identified yet [94]. It has been proposed that T-cell
immunoglobulin- and mucin-domain-containing molecule 4 (TIM4) could bind to exo-
somes through the phosphatidylserine exposed at their surface [95,96]. Other studies have
suggested that exosome endocytosis may result from their interaction with heparan-sulfate
proteoglycans [97], or syndecan 4 [98]. Once internalized, exosomes have several possible
fates. They may follow a recycling path, and before being returned to the extracellular
environment, acquire new cargoes. They may undergo lysosomal digestion, or release
their cargo into a recipient cell cytoplasm through a pH-dependent fusion process with
endosomal membranes [99]. The factors and mechanisms that govern the fate of exosomes
after the internalization process remain to be fully elucidated.

Once they have reached their target cells, exosomes perform their messenger functions.
As in intercellular communication based on soluble signal molecules and membrane signal
receptors, these responses are behavioral or phenotypic. The biological effect of exosomes
has been particularly well studied in pathological contexts, in order to elucidate their posi-
tive or negative role in disease progression, with a view to identify new therapeutic players
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or targets. Their role in cancerous processes has notably received particular attention,
enabling the scientific community to unravel the mechanisms of exosome capture and
action. At the same time, the communication system driven by EVs in cancer revealed
an extreme complexity of both pro- and anti-tumor effects [100–102]. For example, EVs
derived from malignant cells, which differ in content from exosomes produced by healthy
cells, have been shown to play a key role in liver pre-metastatic niche initiation during
pancreatic cancer [58,59]. Moreover, exosome transfer from highly metastatic to poorly
metastatic tumor models has been shown to increase the metastatic behavior of the lat-
ter model [103]. It remains to be elucidated how exosomes shape the microenvironment
of those pre-metastatic niches. However, the selective uptake of exosomes by Kupffer
cells in the liver was proposed to induce the activation of fibrotic pathways and a pro-
inflammatory environment that supports metastasis formation [104]. Mechanisms such as
vascular permeability impairment or local immunosuppression may be involved. Indeed,
exosomal hepatocyte growth factor (HGF) receptor was shown to skew hematopoietic stem
cells towards pro-vasculogenic phenotypes. Additionally, C-C motif chemokine ligand 2
(CCL2) facilitates the uptake of tumor exosomes by immune cells, which ultimately leads
to the enrichment of myeloid suppressive cells at future metastatic sites [105,106]. The
communication system woven through EVs appears to be particularly prevalent during
carcinogenesis, suggesting that cancer cells have evolved exosome-based strategies to
better adapt to their microenvironment. For example, it has been shown that the exo-
somal transfer of oncomir-like miRNAs by cancer cells induces the reprogramming of
recipient cells and promotes prometastatic behavior [107]. Other exosomal miRNAs are
suspected to be involved in immune escape by promoting the anergy (activation-induced
non-responsiveness) of CD8+ T lymphocytes [108]. A decrease in cytokine production and
granzyme B secretion was also observed after the internalization of tumor exosomes by lym-
phocytes. Moreover, exosome-mediated signaling may not only protect cancer cells from
the host immune system, but also contribute to their resistance against anti-cancer therapies.
This mechanism has been demonstrated in diverse cancer types, encompassing hematologi-
cal malignancies, as well as colorectal, breast, prostate, liver, and lung cancers [109]. In their
study on pancreatic cancer, Patel et al. demonstrated that gemcitabine-treated pancreatic
cancer cell lines could produce exosomes that increased the IC50 (half maximal inhibitory
concentration) of non-treated cancer cells [110]. Strikingly, cancer cells that had never been
directly exposed to a drug could still display a significant resistance to it. Thus, in the con-
text of cancer, exosomes could play a determinant role in the migration and proliferation of
tumor cells, but also in the establishment of a complex communication network with their
neighboring cells. This could actively contribute to angiogenesis, remodeling the tumor
immune microenvironment by disrupting the conventional cross-talk between immune
cells, thereby promoting the formation of tumor niches [111,112]. The dual function of exo-
somes in the tumor context, with their strong capacity to ensure communication but with
adverse pro-tumor effects, has led to the development of two main types of exosome-based
anti-cancer strategies. One is based on the inhibition of EV trafficking to improve new
therapeutic combinations [113]. Another is based on the engineering of exosomes to use
them as nano-vectors for therapies [114].

Considering the amount of research carried out on the cellular responses and phe-
notypic changes induced in cells exposed to exosomes, it is very challenging to give an
exhaustive overview. Among other examples of phenotypic changes induced, exosomes
were shown to contribute to the polarization of macrophages [115]. Exosomes have also
been described as players in epithelial–mesenchymal transition (EMT) in a variety of patho-
logical conditions, including fibrosis and cancer [116,117]. However, the miRNA content of
exosomes, depending on the emitting cells, would mediate potentially antagonistic effects
on EMT, revealing both the promotion and inhibition roles [118,119].

In conclusion, the vast amount of data on the biological effects of exosomes reveals
the multifaceted nature of exosome-mediated cellular communication. The substantial
development of research into their activities in the field of cancer confirms their key role
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in the progression of these diseases. Meanwhile, this intensive research has also revealed
the difficulty of exploring the fate of exosomes in vivo, leading to potential controversies
and limitations. Despite the often ambiguous and challenging-to-delineate activities of
exosomes, harnessing their knowledge could help find sustainable applications, including
innovative diagnostic approaches and targeted therapeutic interventions. This paves the
way for further exploration of personalized medicine and precision therapeutics.

Although the interest in exosomes in the field of infectious diseases is more recent,
there is a constantly growing number of studies on the role they could play in the resolution
of viral infections, in the clearance or persistence of viruses, and in the evolution of infec-
tious pathophysiology. In addition, specific molecular signatures linked to the vectorization
capacities of viral factors reveal that exosomes could serve as biomarkers for monitoring
infectious diseases. A detailed overview of the data in this area deserves our attention.

3. Exosomes and Biology of Infection

The particular biological context arising from the infection of tissues has prompted sci-
entists to investigate whether exosomes could exhibit a modified profile. Numerous studies
have shown that exosome biogenesis in infected cells was altered, leading to increases
in their production and modifications in their content. Such results were obtained for
in vitro infections with several phylogenetically unrelated families of both RNA and DNA
viruses, and confirmed by analyses of biological samples, e.g., patient plasma [120–125].
In particular, an increase in exosome quantity has been revealed in the case of infection
with flaviviruses, notably Dengue (DENV) and Zika (ZIKV) viruses. This was observed
in vitro during the first 24 h of infection and was accompanied by a change in EV size [126].
The ability of exosomes to move bidirectionally from the plasma membrane, and across
the endosomal pathway, has aroused suspicions about their possible involvement in the
dissemination and pathogenesis of intracellular pathogens (viruses, parasites, and intracel-
lular bacteria). However, it is increasingly documented that exosomes play an active role in
mounting the immune response, which commonly provides beneficial effects to the host in
the course of an infection. In this paragraph, we will attempt to review the literature and
expose the striking ambivalence of exosomes during viral infections, the main aspects of
which are summarized in a schematic representation (Figure 3).

Figure 3. Exosomes are double-edged swords during infection. On the one hand, exosomes may have
detrimental effects during infection by promoting viral replication, impairing immune response, and
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increasing susceptibility, ultimately leading to enhanced viral spreading. On the other hand, exosomes
can participate in controlling infection through their immunomodulatory effects, including antigen
presentation, the delivery of cytokines and antiviral mediators, miRNA delivery, and the engagement
of the stimulator of interferon genes. Created with Biorender.com.

3.1. Exosomes May Contribute to Viral Dissemination

Many viruses exploit intracellular trafficking mechanisms to complete their multipli-
cation cycle. They initially interact with the cell surface and commonly follow pathways
leading to endosomes. The assembly and budding of enveloped viruses share many sim-
ilarities with the biogenesis of small EVs, as both processes rely on cellular membranes.
Consequently, it is unsurprising that some viruses may interfere with the biogenesis of
MVBs and the production of exosomes. In particular, the ESCRT system, which is required
for the formation of ILVs, has been found to be an essential tool for the production of en-
veloped viruses. Numerous studies have shown that many viruses hijack the ESCRT system
to promote their own budding and, thus, the efficiency of their production and dissemina-
tion [127,128]. Flaviviruses are particularly concerned, and numerous studies have shown
the dependence of their viral cycle on ESCRT-dependent membrane remodeling [129–131].

In line with these findings, it can be hypothesized that MVB formation and the release
of exosomes are disrupted, and this defect may favor the virus at the expense of homeostasis
control. The hijacking of exosome biogenesis might additionally confer the ability of
viruses to target crucial components within exosomes, including their own viral nucleic
acids, as well as viral proteins or even complete virions. This was notably shown with
the hepatitis B virus (HBV) [132], and since the role of EVs in infections has been studied,
examples of viruses using host exosomes as transport systems for their factors have become
widespread and are regularly and recently the subject of comprehensive reviews [133,134].
This ability has led to a Trojan Horse hypothesis that exosomes actively contribute to
infectious pathogenesis, helping some viruses to evade immune system recognition and
sometimes facilitating viral persistence [135]. Hence, the hepatitis C virus (HCV), like
other Flaviviridae family members (e.g., flaviviruses like DENV, ZIKV, or West Nile virus),
enters through endocytosis and releases its genome by a “back fusion” phenomenon which
is comparable to the one observed for exosomes [136,137]. But a particularity of HCV is
that its genome can be included in ILVs, following the endocytosis of the virus and its
transit through endosomes. This viral genetic material is then released into exosomes [137].
Strikingly, these exosomes were shown to act as pseudo-viral particles that can efficiently
infect recipient cells [138]. This alternative transport of viral material could even diversify
the tropism of viruses, which is thought to be restricted by the display of appropriate
receptors on permissive cells. In their recent review of the literature on EVs in Flaviviridae
pathogenesis, Latanova et al. cite several studies supporting the ability of EVs to assist
neurotropic flaviviruses such as ZIKV and WNV in their neuroinvasive capacities [139].
Similarly, exosomes derived from epithelial cells infected with the Chikungunya virus
(CHIKV), a member of the alphavirus genus, have been shown to transport viral RNA and
proteins. These exosomes were able to infect naive epithelial cells [140]. This unexpected
mode of transmission raises questions about the general ability of viruses to use exosomes
as alternative routes of entry into cells [141]. This mimicry with a physiological mode of EV
transport and capture could indeed diversify the cellular tropism of viruses and contribute
to their escape from the immune system.

Viruses could also use exosomes as a way to transport non-infectious subgenomic
RNAs, thus promoting viral replication and dissemination. During human immunod-
eficiency virus (HIV) infection, HIV-associated RNAs (including TAR, trans-activation
response element) have been detected in infected T cell-derived exosomes. These RNAs
were able to down-regulate apoptotic signals in recipient cells, thus presenting an improved
support of HIV replication [142]. Viral RNAs could also contribute to an accentuation of
pro-tumor profiles, especially in Head and Neck Squamous-Cell Carcinoma (HNSCC)
cancers. Indeed, it has been shown that infected T cell-derived exosomes carrying TAR pro-
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moted the proliferation of cancer cells and induced proto-oncogene expression in recipient
cells [143].

In addition to viral RNAs transported in exosomes, virus-derived miRNAs could also
exert numerous adverse effects in recipient cells. For example, miRNAs encoded by the
Epstein–Barr virus (EBV) and produced by infected cells are able to inhibit genes involved
in antiviral activities and inflammation in neighboring non-infected cells through exosomal
transfer [144]. During Japanese encephalitis virus (JEV) infection, activated microglial
cells release let-7a/b miRNAs through extracellular vesicles [145]. These miRNAs activate
caspases in uninfected neuronal cells, potentially contributing to bystander neuronal death.
Additionally, in COVID-19 patients, SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2) RNA was detected in plasma-derived exosomes, with a distinct proteomic
signature. Based on the proteomic analysis, these circulating exosomes could potentially
contribute to various processes like coagulation, inflammation, and immuno-modulation
during SARS-CoV-2 infection [146].

Viral proteins also use exosomes as effective delivery systems. For example, during
HIV infection, the viral membrane protein Gag and the virulence factor Nef have been
identified in exosomes derived from infected cells [147,148]. Of note, exosomal Nef was
shown to restore the infectivity of Nef-deficient HIV virions in recipient cells. Exosomal Nef
also triggers apoptosis in CD4+ T cells and endothelial cells, contributing to the pathophys-
iology of the infection [149]. On further note, Nef attenuates the effect of RNA interference
in recipient cells due to a modification of the miRNA content of exosomes [150]. Other
viruses are known to promote the incorporation of their proteins into exosomes, which
facilitates their replication or enhances the susceptibility of recipient cells. Such mecha-
nism has notably been reported for the glycoprotein B of cytomegalovirus (CMV) [151],
as well as the E2 protein of HCV [138]. Mishra et al. reviewed the data concerning the
role of exosomes during Dengue fever. As it appears, exosomes produced in response to
DENV infection are also thought to facilitate the cell-to-cell transmission of viral particles
by spreading various viral factors that enhance the susceptibility of cells and promote
immune evasion. The various cargoes carried by exosomes could modulate immunity in
T lymphocytes and platelets, and their action on endothelial cells may contribute to the
pathophysiology of Dengue fever, notably vascular permeabilization during hemorrhagic
forms of the disease [152].

The enclosure of viral factors in exosomes supports the Trojan Horse hypothesis,
since the hijacking of exosomes by viruses seems an excellent means of promoting their
incognito trafficking. Their capacity for prolonged circulation, as well as their nano-
size and consistent shape give them access to extracellular spaces, thus explaining the
efficient diffusion of their cargo. Moreover, exosomes can act as an effective platform to
circumvent immune surveillance. As such, exosomes from APCs were shown to express
membrane regulators of complement (CD46, CD55, and CD59) on their surface, preventing
the activation of opsonin and coagulation factors [153]. Exosomes are thus protected
from destruction by the complement cascade, warranting their stability and large-scale
distribution in biofluids. In general, EVs have demonstrated their ability to regulate
complement activity, albeit with variable effects, but contributing to the pro- and anti-
inflammatory immune balance [154,155].

Finally, some infectious agents have the ability to corrupt exosome biogenesis to
influence the localization of host-specific proteins, either by addressing them to exosomes,
promoting their display at the cell surface, or concealing them in endosomal compartments.
These mechanisms are mostly favorable to viruses and their ability to escape the immune
system. For instance, HIV has been shown to promote the availability of its major entry
receptors, CCR5 and CXCR4, on exosomes secreted by infected cells. The transfer of
these receptors into recipient cells is associated with increased viral susceptibility [156].
Studies on EBV-infected cells have shown that they secrete exosomes with high levels of
galectin-9, which triggers the apoptosis of CD4+ T cells and limits Th-1 responses [157,158].
Finally, the escape of herpes simplex virus 1 (HSV-1) from the immune system is due to its
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ability to hijack the addressing of viral peptide/HLA-DR complexes by promoting their
sequestration in MVBs [159].

Fortunately, the ability of viruses to exploit exosomes is sometimes auspicious from
a therapeutic standpoint. Indeed, oncolytic viruses have been introduced as a novel
treatment strategy against malignancies. Interestingly, it has been observed that oncolytic
adenoviruses could induce a systemic anti-tumor immunity, despite specifically and locally
targeting malignant cells. The systemic effect was achieved when infected cells secreted
exosomes loaded with viral genomes. Similar to the HCV pseudo-virions mentioned earlier,
these exosomes could act as pseudo-viral particles and deliver the oncolytic genomes
to other cancer cells. Their ability to circulate in body fluids and infiltrate tissues is
in complete accordance with the systemic anti-cancer effect that has been documented
for adenoviruses [160,161]. Although it was previously unknown that they could hijack
exosomes, those findings may further explain how oncolytic viruses achieve the targeting
of distant tumor cells, all the while evading the antiviral immune response.

The study of exosomes in infection biology provides many examples of their proviral
effects, which mostly come as a consequence of exosome hijacking. However, many studies
have contributed to cast a different light on exosomes, as they also appear to take part
in the antiviral cellular responses and seem actively involved in the host response to
pathogen intrusion.

3.2. Exosomes Contribute to Infection Resolution

Although their hijacking contributes to viral replication and dissemination, exosomes
are canonically known for their aptitude to induce immune responses and their participa-
tion in immunomodulatory mechanisms. These functions have been extensively described
in tumor processes [162]. The exosomes released during infection could play a similar role
in modulating immune responses [163].

First, as stated above, exosomes from infected cells were shown to carry viral nucleic
acids. This may lead to the stimulation of pattern recognition receptors in recipient cells
(PRRs), such as cyclic GMP-AMP synthase stimulator of interferon genes (cGAS-STING) or
RIG-I like receptors (RLRs), as demonstrated in the case of cancer-derived exosomes [164].
The downstream signaling pathways of these PRRs are part of the innate immune system,
triggering the expression of inflammatory genes and type I interferon response, which are
deleterious for pathogen replication and dissemination [165]. Such mechanisms were no-
tably reported during HCV infection, illustrating the dual role played by exosomes that can
have proviral and antiviral activities [166]. Secondly, exosomes can participate in antigen
presentation, influencing the adaptive immune response [3]. This ability will be developed
further below, as it contributes to the suitability of exosomes for vaccine development.

Supporting their ability to perform antiviral signaling, exosomes have been identified
as carriers of various chemokines and cytokines important for infection resolution, like
IL2, IL4, IL17, IL21, IL22, IL33, IFNα, IFNγ, TGFβ, TNFα, and other antiviral media-
tors [167,168]. This ability of cytokine encapsulation by exosomes is a feature shared by
many viral infections and has even been achieved in vitro when stimulating keratinocytes
with Poly(I:C) [169]. An exosome-mediated antiviral activity has been reported in the
case of HBV [170] and HIV infections, through the delivery of INFα and other antiviral
mediators [171]. Exosomes produced during DENV infection carry the interferon-induced
transmembrane protein 3 (IFITM3), which promotes antiviral activities from cell to cell [172].
The cells that release such exosomes in response to infection are of several types, and
this activity follows the stimulation of innate immunity pathways. In the case of HIV,
IFNα-stimulated macrophages have been shown to produce exosomes enriched with the
antiviral mediator apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic polypeptide-like 3G
(APOBEC3G), which hinders viral replication in recipient cells and confers them with
resistance against HIV [171]. In addition, exosomes produced by TLR3-activated human
brain microvascular endothelial cells were shown to carry mRNA and proteins of several
interferon-stimulated genes (ISG), ISG15, ISG56, and Mx2, which could be transferred to re-
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cipient macrophages [173]. As final examples, exosomes derived from respiratory syncytial
virus (RSV)-infected cells and carrying viral proteins were shown to trigger the produc-
tion of various chemokines like monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), interferon
gamma-induced protein (IP-10), and (regulated upon activation normal T cell expressed
and secreted) RANTES by monocytes [120]. Moreover, EVs released by DENV-infected
macrophages that were characterized by the encapsulation of viral proteins and various
miRNAs elicited an increased production of ICAM, TNF-α, IP-10, IL-10, RANTES, and
MCP-1, triggering an antiviral defense program in endothelial cells [174].

As previously discussed, many viruses can exploit exosome biogenesis pathways
to their advantage, and exosome production is often augmented during viral infections.
Nevertheless, type I interferon was found to attenuate exosome secretion both in vitro and
in vivo, thereby inhibiting their proviral effects. The mechanism is linked to the induction
of ISG15, an ubiquitin-like protein that can bind to key actors of exosome biogenesis,
notably TSG101, in a process termed ISGylation. This post-translational modification leads
to the aggregation and degradation of TSG101, which is sufficient to significantly reduce
exosome secretion by promoting the lysosomal degradation of MVBs [175,176].

Ultimately, an increasing number of studies have explored the capacity of exosomal
miRNAs to modulate gene expression in recipient cells and improve their ability to reduce
infection. For instance, exosomes derived from human trophoblast cells carry miRNAs
inducing recipient cells to display higher levels of autophagy. Autophagy is a physiological
process of protein and organelle turnover that is tightly linked with endosomal compart-
ments and vesicular trafficking. As the production of viral progenies exclusively relies on
the cell machinery, autophagy could impair the replication of various viruses through the
sequestration of essential replication factors, the disruption of viral factories and replica-
tion platforms, or the addressing of newly synthesized viral particles to lysosomes [177].
Similarly, miR-483-3p, which is found in high levels in the serum of H5N1 influenza virus-
infected mice, has been shown to mediate the expression of proinflammatory cytokines
in vascular endothelial cells [178]. This could perhaps establish a systemic antiviral state
that promotes the resolution of the infection. These examples illustrate how exosomes can
globally alter cellular metabolism and provide cells with effective defense mechanisms to
fight against viruses.

In conclusion, numerous studies attest that viral infections lead to a quantitative and
qualitative modification of exosomes. Exosome signaling must be considered as a fully-
fledged response, having a bidirectional regulatory effect on host–pathogen interaction.
The hijacking of the exosome machinery enables pathogens to spread viral material and
escape immune surveillance, whereas bona fide exosomes negatively regulate pathogen
replication by transmitting antiviral mediators or immunomodulators and orchestrating
immune defenses. The role of exosomes in facilitating the exchange of molecules and
promoting their effective diffusion in tissues has inspired scientists to develop exosome-
based therapies. These therapies have found applications in the fields of regenerative
medicine, pharmacology, and vaccinology, as shall be discussed in the following section.
Moreover, the quantitative increase in circulating exosomes observed during viral infections
often correlates with the severity of the disease, as illustrated by flavivirus infections,
notably with Dengue virus [139,179]. Exosomes are thus biomarkers of viral disease
progression. This clinical use of exosomes to monitor the progression of a pathology is a
new avenue being explored in human medicine. We shall provide a brief outline of this
topic in the next section.

4. Exosomes as Biomarkers of Pathologies in Human Medicine

In the past few years, the use of exosomes as biomarkers and diagnostic tools has
surged. Exosomes can be easily isolated from almost all body fluids, such as blood, urine,
saliva, and even amniotic fluid [180]. The use of exosomes as indicators of physiological con-
ditions is anecdotal. For example, they are a potential tool for fetal sex determination [181].
Most importantly, the quantity of circulating exosomes can serve as an indicator of patho-
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logical conditions. Exosome production has been reported to increase in the aftermath of a
variety of cancers, in viral infections, as well as in acute kidney and cardiovascular diseases.
Notably, this increase occurs simultaneously with the onset of the disease, reinforcing the
potential of exosomes as early biomarkers [182].

In pathophysiological conditions associated with neurological diseases, viral infec-
tions, or cancer, the content of exosomes may undergo significant alterations. Many cancer
studies now focus on circulating EVs in an attempt to establish correlations between the
quantity or content of EVs and treatment responses, the presence of metastasis, or dis-
ease progression [183–185]. The analysis of EVs has emerged as a promising tool for
cancer surveillance, surpassing traditional biopsy methods. EVs can be harvested in a
minimally invasive manner from multiple biofluids, employing a technique known as
liquid biopsy [182]. To meet clinical expectations for the use of exosomes as biomarkers,
techniques for the ultrasensitive detection of exosomes from biopsy samples have been
developed over the past ten years. Innovative systems based on optical, electrochemical,
and electrical biosensors, widely discussed in several recent reviews, have enabled major
advances in methods for the high-throughput screening, rapid isolation, and analysis of
exosomes [186–189]. Another of their significant advantages lies in the easily detectable and
analyzable nucleic acids they enclose. For example, double-stranded DNA molecules in
exosomes can be used as predictive clinical biomarkers for cancer diagnosis and prognosis,
as they may harbor mutations like KRAS and TP53 in pancreatic cancer [190]. The other
candidates on the scene of exosomal biomarkers are miRNAs. Indeed, circulating exosomal
miR-17-5p and miR-92a-3p have been associated with the pathological stage and grade
of colon cancers [191], whereas miR-21 found in the cerebrospinal fluid can serve as a
biomarker for the development of numerous cancers such as glioblastoma [192]. Likewise,
circular RNAs (circRNAs), which proceed from mRNA splicing, may also serve this pur-
pose. Their circular structure provides effective protection from exonuclease degradation,
thus conferring greater stability compared to miRNAs [193]. Their relevance in cancer
diagnosis has been investigated in pancreatic cancers [194].

Exosomes have been recently proposed as interesting tools for therapeutic drug moni-
toring. Nephrotoxicity is a notorious side effect associated with numerous drugs, including
antimicrobials, anti-cancer therapies, and non-steroidal anti-inflammatory drugs. Their
deleterious effects on the kidneys are currently monitored through the dosage of plasmatic
biomarkers, which, unfortunately, lack sensitivity and specificity. Urinary exosomes could
offer a good alternative. Differences in their surface proteins and miRNA content may
correlate with specific renal diseases, thus facilitating diagnosis and adequate care [195].

Although exosomes present irrefutable advantages, their use in the clinical setting is
yet to be popularized. Indeed, several subtypes of EVs may be found in different quantities
in body fluids. If clinically relevant EVs are present in lower abundance, they might go
unnoticed by detection methods, leading to potential false-negative results [196]. It should
be emphasized that characterizing EVs remains a challenge. The prevailing methods often
struggle to distinguish effectively between sub-populations of vesicles. Contaminants,
such as viral particles or macromolecules, sharing similar characteristics and sizes, may
not be adequately discriminated by the most commonly employed techniques [197]. Be-
cause of these limitations, experimental data should always be interpreted with great
caution. Moreover, isolation methods and cargo analysis are often labor-intensive. Current
techniques not only lack standardization but also require costly laboratory equipment
that needs precise stewardship. This constitutes a lack of practicability that is currently
incompatible with widespread use. As mentioned above, the development of ultrasensitive
methods like microfluidic technologies and ongoing miniaturization efforts may address
these challenges [198]. It is noteworthy that exosome-based diagnostic tools have already
been trialed in clinical settings, demonstrating promising results in guiding clinicians
to establish proper therapeutic interventions, as illustrated in this study on high-grade
prostate cancer [199].
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Exosomes appear as valuable biomarkers in the diagnosis of diseases and therapeutic
drug monitoring. Nevertheless, their clinical potential could stretch even further. Their
propensity to transport diverse molecules, coupled with their malleability, could propel
exosomes into becoming nano-vectors of therapeutic molecules. In addition to their diag-
nostic features, exosomes could therefore acquire curative properties, as we shall explore in
the next section.

5. Exosomes as Therapeutic Tools

Beyond their role as a diagnostic tool, EVs have received particular attention as
highly promising therapeutic tools. Exosomes naturally produced by stem cells have
demonstrated properties in tissue regeneration that could be used for therapeutic purposes.
The unique ability of exosomes to carry a variety of cargo makes them valuable candidates
for the targeted delivery of biologically active compounds. Thus, exosomes that have been
specially designed to carry therapeutic molecules could be directed to specific cell types or
tissues, offering a level of precision that is not always attainable with conventional drug
delivery methods. In addition, exosomes have demonstrated their ability to cross biological
barriers, enhancing their ability to reach target sites. Their natural role in intercellular
communication further enhances their therapeutic utility. Exosomes show promise in a
wide range of medical applications, from the treatment of cancer and infectious diseases to
neurological disorders. Current research aims to unlock the full therapeutic potential of
exosomes, paving the way for innovative and personalized approaches. This section will
delve into the roles of exosomes in regenerative medicine and drug delivery.

5.1. Exosomes from Mesenchymal Stromal Cells in Regenerative Medicine

In recent decades, there has been a concerted effort in the development of regener-
ative medicine to heal tissues, restore their function, and hinder their senescence. As it
is, many debilitating affections like cancer, chronic inflammatory, or neurodegenerative
diseases remain incurable, and the absence of effective therapies has too often left the
medical community powerless. Fortunately, the flourishing field of regenerative medicine
offers several therapeutic prospects. Among these, cell-based therapy is being thoroughly
investigated, and many cell types are currently examined for their regenerative proper-
ties, such as chimeric antigen receptor-T cells, pluripotent stem cells, and adult stem cells
(ASCs) [200]. Mesenchymal stromal cells (MSCs) are subtypes of ASCs that can be identi-
fied by their surface markers. They reside in a broad variety of tissues, such as the bone
marrow, skin, adipose tissue, umbilical cord, Wharton’s jelly, endometrium, and placenta.
They are multipotent stem cells capable of differentiation into osteoblasts, chondrocytes,
and adipocytes [201]. They were shown to display major immunoregulatory activities to
control adverse inflammation and infection [202,203]. Their prominent contribution to
immunomodulation and tissue homeostasis positions them as attractive regenerative cells.

However, cell-based strategies are facing several hurdles. First, MSCs constitutively
express MHC class I molecules at their surface. Their inherent immunogenicity is prob-
lematic in the case of allogeneic injections and could trigger inflammation. Harvesting
autologous MSCs could easily circumvent this issue, but the long cultivation process pre-
cludes their rapid implementation in patients suffering from acute diseases. Moreover,
the use of MSCs has shown iatrogenic effects [204]. The injection of MSCs might alter
their viability and result in the inoculation of necrotic byproducts, thereby exacerbating
tissue inflammation [205]. Upon intravenous injection, transplanted MSCs are prone to
senescence and, in some cases, have been reported as tumorigenic [206]. Finally, therapeutic
MSCs are often collected from donor banks, posing ethical issues; their long-term culture
could also favor the emergence of genetic and epigenetic mutations [207]. Consequently,
the many challenges raised by cell-based therapies have incentivized scientists to design
alternative solutions, namely, cell-free therapies.

Interestingly, the regenerative properties of MSCs are not primarily linked to their mul-
tipotency but rather proceed from their paracrine activity. The MSC secretome comprises
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soluble molecules (e.g., cytokines, chemokines, and growth factors) and EVs
(e.g., exosomes) [208]. Therefore, MSC-derived EVs are of great clinical relevance, es-
pecially as their content is readily manipulable. Indeed, MSC priming refers to the in vitro
culture of MSCs in a pre-conditioned medium. It dramatically influences the composition
of their secretome, allowing for the production of disease-specific exosomes [209]. Accord-
ingly, they may display anti-inflammatory [210], pro-angiogenic [211], anti-apoptotic, or
anti-oxidative properties [212]. Cell-free therapies offer many advantages over cell-based
therapies: a higher scale of production, a lesser risk of contamination with CMV and HSV,
the possibility for long-term storage and easier transportation, and fewer ethical consid-
erations [213]. Notably, MSC-derived EVs are believed to express fewer MHC molecules,
which could explain their attenuated immunogenicity.

The biological effects of MSC-sourced EVs have been studied in vitro and in vivo.
They have been primarily ascribed to exosomal miRNA. Their prominence in regulating
physiological responses and their therapeutic relevance have recently led Dos Santos et al.
to term them an MSC-EV-miRNAome [214]. When transported in MSC-derived exosomes,
miRNAs are potent elicitors of biological responses, exerting immunomodulatory responses
and anti-apoptotic or anti-proliferative actions. Their action results from their interference
with key signaling pathways, thus triggering metabolic changes in the recipient cell. In
ischemia-reperfusion injuries, exosomal miRNAs have been shown to attenuate tissue
damage in the lungs and heart by inhibiting pro-apoptotic pathways [215,216] and gas-
dermin D-dependent pyroptosis [217]. In inflammatory diseases, miRNAs have shown
immunomodulatory properties by polarizing immune cells, which preferably acquire an
immunosuppressive phenotype, such as T regulatory cells, tolerogenic dendritic cells, and
M2 macrophages [218]. Interestingly, chronic inflammatory diseases are often associated
with the accumulation of fibrotic tissues. Fibrosis refers to a state of excessive extracellular
matrix deposition, notably of collagen proteins, which progressively replace functional
cells. Fibrosis is often considered to be an irreversible impairment. In the liver, hepatic
stellate cells (HSCs) orchestrate collagen deposition and are the main actors in the pro-
gression of cirrhosis [219]. Remarkably, MSC-derived exosomal miRNAs could inhibit
the Wnt-β-catenin pathway to hinder the proliferation of HSCs and therefore reduce liver
fibrosis [220]. Finally, MSC-derived exosomes could be used as favorable substitutes for
synthetic skin grafts in wound healing. By mitigating inflammatory pathways and up-
regulating pro-angiogenic pathways, they could contribute to proper tissue reparation [205].
miRNAs may also diminish the excessive differentiation of myofibroblasts by inhibiting
the TGF-β signaling pathway, thus tempering collagen deposition and tissue fibrosis [221].
The potentiality of MSC-EV-derived miRNAs is especially large, encompassing a broad
range of diseases; an exhaustive delineation has been published elsewhere [222].

Despite their undeniable advantages, MSC-derived exosomes are far from being
implemented as a routine treatment in clinical settings. As of now, current clinical trials have
not yielded any commercially available exosome-based drug. This is compelling evidence
that many issues remain unresolved. As underlined earlier, the production and isolation
of exosomes lack a standardized procedure. Their intrinsic variability is commendable
in the advent of personalized medicine, but in practice, it complicates the generation
of reproducible batches, an inconvenience that is further accentuated by the coexistence
of heterogeneous subpopulations of MSCs [223]. Hopefully, a recent secretome analysis
has shown that peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) could generate comparable
batches, and secretome lyophilisates could remain stable over 6 months [224]. Therefore, the
elaboration of an exosome-based drug that complies with the Good Manufacturing Practices
posited by the World Health Organization appears achievable. However, many questions
about their formulation, their administration route, and optimal therapeutic dose are left
unanswered [225]. Additionally, despite their remarkable bioavailability, native exosomes
spontaneously accumulate in the liver and spleen, where they are quickly removed from
the blood flow by the mononuclear phagocyte system [226]. The artificial modification
of exosome tropism could be an opportune solution to enhance their therapeutic efficacy.
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Finally, even though MSC priming can predictably influence the cargo composition, it does
not allow for fine-tuned adjustments. As a consequence, contamination with undesirable
molecules cannot be ruled out and compromises their innocuity.

Regarding their plasticity, biocompatibility, and low immunogenicity, exosomes are
auspicious therapeutic tools. However, native exosomes are perfectible from a pharmaco-
logical standpoint. Therefore, scientists are attempting to engineer exosomes, designed to
control both their composition and their precise targeting to cells and tissues. The ultimate
goal would be to contain their pharmacological effect and make exosome-based therapies
more amenable to clinical usage.

5.2. Engineered Exosomes for Drug Delivery

In pharmacology, molecular targets with hydrophobic pockets or located extracellu-
larly are considered “druggable”, as they harbor accessible drug interaction sites. However,
this statement entails that a significant majority, namely, 85% of targets, are classified
as “non-druggable” [227]. This further implies that a large portion of molecular targets
lack suitable characteristics for conventional drug development, potentially limiting the
scope of drug discovery efforts. Hence, finding alternative drug delivery systems arises
as a necessity.

Exosomes are recognized as natural carriers for drugs, holding great promise as
drug delivery platforms for the treatment of various diseases, notably cancer. Delivering
therapeutics encapsulated in membrane-bound vesicles enhances their bioavailability,
circumvents the non-selective activity of drugs, and thereby reduces damage to normal cells.
This holds particular relevance in the context of cancer chemotherapies [228]. Moreover,
exosome-targeted vectorization enables the reduction of treatment doses, protecting cells
from the cytotoxic side effects associated with high doses in diverse diseases. Their ability
to cross the blood–brain barrier allows them to transport drugs to intracerebral regions,
presenting a potential avenue for treating central nervous system (CNS) disorders [86].

Exploring the drug delivery potential of exosomes begins with the high-yield extrac-
tion of high-purity exosomes. Traditional methods often fall behind, but microfluidic-based
techniques (e.g., immune-affinity-based micro-devices) provide a comprehensive solution
by integrating multiple steps into a single device [229]. This approach enables the efficient
extraction, analysis, and quantification of exosomes from limited clinical samples with high
throughput and sensitivity. Integrating these advanced methods is crucial for achieving
the fundamental isolation of high-purity, high-yield exosomes, a key step in developing
effective engineered exosomes.

The choice of loading method is primarily guided by the nature of the molecule.
Passive loading involves the coincubation of small lipophilic molecules (e.g., natural
active principles such as curcumin and specific anticancer drugs) with exosomes or the
exosome-producing cells [230]. When incubated with cells, the drug diffuses through the
cell membrane and then interacts with the exosome biogenesis pathway, leading to its
encapsulation within exosomes [231]. However, this method only applies to lipophilic
molecules, capable of interacting with cell membranes and exosomes. Thus, loading large
and hydrophilic proteins is considered challenging. To overcome this limitation, active
loading methods are employed, which offer a more controlled and targeted approach.
Techniques such as sonication, freeze-and-thaw cycles, and the application of saponin, a
detergent that removes cholesterol from membranes, are commonly used. These methods
permeabilize the membranes of cells and exosomes, enhancing the diffusion of specific
molecules and ensuring a high loading efficiency of exosomal carriers [232]. Additionally,
electroporation and transfection can be employed to load purified exosomes with proteins
and nucleic acids, particularly miRNA and siRNA, often used for targeting cancer cells [233].
The incorporation of mRNA in this manner has raised the prospect of utilizing exosomes
as vectors for messenger RNA vaccines. Furthermore, active methods encompass the use
of genetically modified cells, which are considered an effective approach for loading drugs
into exosomes.
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By applying one of the methods mentioned above, several studies have demonstrated
the ability of exosomes to transport drugs and treat specific diseases. Exosomes derived
from macrophages transfected with a plasmid DNA encoding therapeutic proteins, such
as catalase or glial cell-derived neurotrophic factor, have been used for the treatment
of neurodegenerative disorders [234,235]. In another study, a co-delivery system was
employed through exosome electroporation, relying on engineered exosomes carrying
a chemotherapeutic drug (5-FU) and a miR-21 inhibitor oligonucleotide (miR-21i). It is
noteworthy that miR-21 is widely recognized for its high expression in colorectal cancer
cells. This approach demonstrated a significant improvement in the cellular uptake of
exosomes and a significant reduction in miR-21 expression within 5-FU-resistant colorec-
tal cancer cells. The systemic administration of exosomes loaded with both 5-FU and
miR-21i led to a decrease in tumor growth in mice. In addition, this delivery approach
reversed drug resistance against 5-FU and decreased the drug-induced cytotoxicity [236].
Another study mentions the use of exosomes derived from modified DCs that were loaded
with the chemotherapeutic drug doxorubicin, through electroporation. Upon intravenous
administration in tumor-affected mice, these engineered exosomes selectively delivered
doxorubicin to tumor tissues, effectively inhibiting tumor growth without causing adverse
effects to normal cells [233]. Finally, the therapeutic potential of exosomes modified to de-
liver natural substances with antioxidant and anti-inflammatory properties was examined.
Thus, exosomes obtained from curcumin-treated macrophages displayed the capacity to
suppress inflammation by activating the Nrf2/ARE pathway. Additionally, they enhanced
the expression of molecules related to wound healing, stimulated angiogenesis, and ac-
celerated the healing process in diabetic rats [231]. Moreover, curcumin-loaded exosomes
derived from embryonic stem cells (MESC-exocur) were generated through the simple
incubation of exosomes and curcumin. MESC-exocur demonstrated the capacity to reduce
inflammation and mitigate the expression of vascular ICAM and endothelial junction pro-
teins. These exosomes have exhibited therapeutic potential in promoting neurovascular
restoration following ischemia-reperfusion injuries in mice [230]. The promising outcomes
of these studies not only underscore the versatility of EVs as drug carriers but also provide
optimistic prospects for their therapeutic applications in diverse medical contexts.

Despite these positive aspects of using exosomes as drug vectors, their clinical applica-
tion remains challenging. Difficulties in isolating and purifying exosomes pose significant
hurdles. Moreover, the low efficiency in loading therapeutic cargoes, attributed to the
intrinsic loading of exosomes with numerous proteins and nucleic acids, coupled with
their rapid elimination from circulation, further complicates their clinical utility [237]. To
address these challenges, consideration may be given to synthetic delivery systems, such
as liposomes [238]. A notable advantage is the extended half-life of liposomes compared
to exosomes, lasting several hours. However, synthetic drug delivery systems exhibit
significantly lower targeting efficacy when compared to their natural counterparts [239].
Furthermore, liposomes primarily deliver drugs through passive accumulation in spe-
cific tissues, unless equipped with additional surface ligands [240]. In contrast, exosomes
inherently possess targeting capabilities, potentially enabling drug delivery to specific
cells [241]. This complexity sparks a debate on the effectiveness of using liposomes as
a drug delivery system. In conclusion, while exosomes show promise as drug vectors,
their clinical application still encounters significant challenges. These highlighted issues
emphasize that the journey toward effective drug delivery systems still requires ongoing
research and innovation.

6. Exosomes and Antigen Presentation: Perspectives in Vaccinology

While the therapeutic use of exosomes has become challenging, their unique ability to
transport and present antigens to the immune system is of major interest in vaccinology,
particularly in the field of virus control. Exosomes can display immunogenic viral antigens,
acting as mediators that facilitate the recognition of these antigens by immune cells. The
use of exosomes in antigen presentation has shown promise in stimulating robust immune
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responses. In addition, their natural origin and ability to interact with immune cells make
exosomes attractive candidates for the design of innovative vaccine strategies. Current
research focuses on exploiting exosomes as platforms for antigen delivery, exploring ways
of modifying them to optimize the presentation of specific antigens and improve vaccine
responses. By exploring the complex mechanisms of antigen presentation by exosomes,
we are gaining valuable insights that contribute to the advancement of more effective and
targeted vaccine approaches.

6.1. Exosomes and Antigen Presentation

A particular feature of exosomes that is receiving increasing attention is their im-
munomodulatory functions and their involvement in the presentation of antigens to the
adaptive immune system (Figure 4). Exosomes derived from mature dendritic cells (DCs)
were found to be enriched in MHC class I and II molecules, as well as ICAM-1 and
CD86 [242]. Mature DC-derived exosomes are known to carry MHC–peptide complexes at
their surface, and, in comparison with immature DC-derived exosomes, conferred mature
DCs with a greater potency in priming naive T cells [243]. The presentation of pathogen-
derived peptides by exosomes has been demonstrated in the case of bacterial and viral
antigens. For example, it has been shown that the interaction of LPS-activated DCs with
non-cognate activated T-cells induced changes in DCs morphological characteristics. This
led to the release of exosomes carrying MHC class II-peptide, ICAM-1, and a high amount of
miR155a. miR155a is a well-established central regulator of T-cell responses, possessing the
capacity to activate antigen-specific CD8+ T cells [244]. Another study demonstrated that
upon encountering Escherichia coli, DCs generated a substantial quantity of EVs, carrying
MHC class II molecules and antigens derived from the previously phagocytosed bacteria.
The underlying mechanism could be the inward budding of ILVs from the phagosomal
membrane, allowing the internalization of bacterial byproducts. This investigation empha-
sized the potential effectiveness of such exosomes in presenting antigens and triggering
an adaptive immune response when specifically packed with pathogen-derived peptides
loaded onto MHC molecules [245].

Interestingly, exosomes that carry MHC–peptide complexes or antigens may act as
indirect antigen presentation platforms, following internalization by other cells [3]. Indeed,
migrating and resident DCs were demonstrated to exchange antigens through exosomes,
thereby allowing DCs that were not directly exposed to the antigen to participate in
T-cell priming. Such a phenomenon is termed cross-priming [246]. Following EV capture,
antigens could either be driven into the endosomal pathway, subsequently degraded,
and loaded onto MHC class II molecules; or they could be released into the cytoplasm,
subsequently degraded, and loaded onto MHC class I molecules. Greater capacity for
antigen presentation and efficient T-cell activation can thus be achieved by transferring
antigens to DCs via exosome capture [247].

This ability to participate in the establishment of a specific immune response via EVs
may also occur during viral infections. As discussed above, exosomes that are produced by
infected cells are frequently loaded with viral factors, which can be displayed outwards,
thus enhancing their immunogenicity. Concerning flaviviruses, exosomes originating from
ZIKV- and TBEV (tick-borne encephalitis virus)-infected cells were found to display the
viral envelope protein at their surface, suggesting their ability to induce an immune re-
sponse [reviewed in: [248]]. Furthermore, our research has revealed that the non-structural
protein-1 (NS1) of both DENV and ZIKV was found at the surface of EVs produced during
infection [126]. However, the ability of these vesicles, which abundantly circulate in the
body, to stimulate an immune response against the NS1 of these two flaviviruses has not
been investigated yet.

Besides DCs and infected cells, various cell types may produce exosomes capable
of triggering an immune response. For example, infection with the HTLV-1 retrovirus is
accompanied by the detection of exosomes carrying viral proteins in the cerebrospinal
fluid, where viral particles are undetected. PBMCs and CD4+CD25+ T cells appear as the
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principal producers of such exosomes, which contain the HTLV-1 Tax protein. Remarkably,
these exosomes were shown to trigger a HTLV-1-specific immune response, and to induce
the infiltration of HTLV-1 Tax-specific cytotoxic T lymphocytes (CTLs) into the central
nervous system of patients [249].

Antigen-loaded exosomes produced by infected cells could also exert immunostim-
ulatory actions, thereby contributing to the establishment of a proper immune response.
A study has shown that the composition of exosomes isolated from COVID-19 patients
correlated with the severity of the disease. Their proteomic analysis revealed a correlation
between the protein repertoire and the immune response signature. In mild patients, exo-
somes were shown to carry SARS-CoV-2 Spike glycoprotein-derived peptides, along with
MHC class II molecules, CD86, T-cell regulators, and antigen-processing factors. These
exosomes exhibited the ability to effectively regulate antigen-specific CD4+ T-cell responses
and induce IL-2 secretion in vitro. Conversely, in severe patients, exosomes were enriched
in proinflammatory factors and were associated with unregulated inflammation, thrombus
formation, and intravascular coagulation [250]. These results suggest that exosomes could
participate in antigen presentation and act as key regulators of adaptive immune responses,
thus significantly influencing the disease outcome. The roles of exosomes in eliciting adap-
tive immune responses are increasingly delineated, paving the way for the development of
exosome-based vaccines.

Figure 4. Antigen presentation by exosomes. Having been primed with non-self antigens, dendritic
cells may emit exosomes wherein antigens have been enclosed. Upon interaction with naïve dendritic
cells, exosomes may deliver the non-self antigens, in a process called cross-priming. Although
recipient dendritic cells have never been directly exposed to them, they can now present the exosome-
derived antigens to CD4+ T cells and CD8+ T cells. CD4+ T cells will further activate naïve B cells
and induce clonal expansion and differentiation. Cellular immunity response will thus be set up,
leading to Th1 memory and Th2-like cytokines. A particularity of exosome and antigen presentation
is that B-cell-derived exosomes can present allergen peptides and activate allergen-specific T cells.

6.2. Exosomes in Vaccinology

The inclusion of exosomes in the development of next-generation vaccines seems to be
a promising application, particularly in the fight against emerging viral infections [251,252].
Due to their natural ability to convey immunomodulatory mediators, exosomes have
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been initially evaluated as potential nano-adjuvants in vaccine formulations. Indeed, to
be effective, nano-adjuvants must be widely distributed. This is a clear advantage of
exosomes over the various nanomaterials proposed for this role, such as graphene oxide,
carbon nanotubes, various polymers, micelles, and liposomes [253]. The proof of concept
for the use of exosomes as adjuvants was demonstrated during a trial of new vaccine
strategies against HBV. Exosomes isolated from monocytic cells stimulated in vitro with
lipopolysaccharide (LPS) endotoxin, that exhibited a non-specific immunostimulatory
activity by themselves, were added to a vaccine formulation containing the classical HBV
recombinant antigen (HBsAg). The subcutaneous administration of this combination to
mice strengthened the immune response by increasing IFN-γ secretion [254].

Among the exosome-based vaccinal strategies against viruses, it has also been pro-
posed to exploit the exosomes naturally produced during infection. This was the case for
EBV after it was discovered that the infection of B cells induced the production of exosomes
with the viral glycoprotein 130 (gp130) exposed at their surface. These exosomes have
demonstrated interesting antiviral and vaccine properties against EBV in vitro. Exosomes
exposing g130 were shown to interact with CD21, a marker that is consistently expressed
by B cells and follicular DCs. Then, the interaction of exosomal gp130 with uninfected
B-cells protected them against EBV infection, due to the saturation of CD21 receptors which
precluded the adsorption of viral particles. Moreover, it has been hypothesized that the
exosomal delivery of gp130 to follicular DCs or uninfected B cells may trigger an effective
adaptive response against this antigen, which could be compatible with the genesis of an
EBV-specific immunological memory [255].

However, the development of exosome engineering techniques has paved the way for
several new vaccine strategies. These are based firstly on the antigen-presenting capacity
of exosomes, the content of which can be modified to turn them into tools for stimulating
immunity. They also take advantage of the bioavailable nanocarrier characteristics of
exosomes to vectorize and deliver nucleic acids, providing alternative solutions to the
development of messenger RNA vaccines. For the first approach, exosomes offer several
advantages, including a more stable conformation for vectorized antigens, compared with
other formulations. Their broad distribution through their ability to circulate in biological
fluids, enables exosomes to reach distant targets. Moreover, because of the adhesion
molecules present on their surface, they offer the most effective biomimetic platforms to
maximize association with antigen-presenting cells.

The engineering of exosomes for vaccine purposes is nonetheless challenging, at least
as challenging as the drug delivery design discussed in Section 5.2. In order to make them
suitable vaccination platforms, the assembly of targets of interest (DNA, RNA, or proteins)
at the surface or within EVs is required. Several methods have been explored to date, each
more or less efficient depending on the nature of the target to be incorporated.

6.3. Exploring Strategies for Loading Exosomes with Antigens

As highlighted earlier, exosomes serve as effective antigen-presenting devices, show-
casing their capability to stimulate the immune system. Consequently, they are emerging
as promising candidates for enhancing vaccine strategies. This section delves into various
manufacturing techniques employed to precisely load exosomes, ensuring the production
of exosomes carrying the desired antigenic determinants. These exosomes are likely to
elicit a robust immune response.

Strategies for directing immune modulators or antigens to exosome membranes have
primarily revolved around the concept of “exosome display,” a technique developed nearly
two decades ago [256]. The aim is to introduce a transgene into cells, enabling the expression
of a chimeric protein addressed to the membrane of ILVs during their biogenesis. The
transgene construct results from the fusion of sequences from different origins: one encodes
the antigen to be exposed, a second encodes a signal peptide promoting the membrane
insertion of the protein, and a third encodes an exosome targeting domain (EDT). The
C1C2 domains of lactadherin, known for their ability to direct the secretion of lactadherin-
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containing exosomes, are among the most widely used EDTs (illustrated in Figure 5A).
Positioned at the C-terminus of the fused sequence, the C1C2 domain directs the entire
protein into secreted exosomes and places the N-terminal region outward at the exosome
surface. This method has been successfully applied, using the monomeric enhanced green
fluorescent protein (EGFP) as the antigen, fused to the C1C2 domain. This approach made
it possible to extract exosomes produced by cells transfected in vitro with this plasmid
construct, demonstrating the display of EGFP at the exosome surface. Most importantly,
the intramuscular and intranasal administration of purified exosomes, in combination with
a conventional vaccine based on an adenoviral expression vector for the EGFP antigen,
significantly amplified the humoral immune response against EGFP in mice [257].

Figure 5. Various strategies of exosome display: Target peptide presentation and surface binding
mechanisms. (A). A fusion gene model for targeting recombinant proteins to exosomes. To display
proteins at the surface of exosomes, cells undergo transfection with plasmids encoding a chimeric
protein. This chimeric protein exhibits a signal peptide present in the N-terminal region, the antigen of
interest, and an exosome targeting domain generally positioned in the C-terminal region if the peptide
is intended for display at the exosome surface. (B). Schematic diagram showing the presentation
of a target peptide via different transmembrane domains of the exosome. Exosomes exhibit the
presentation of target peptides on their surface through diverse exosomal transmembrane domains,
showcasing the outcome of the exosome display strategy. Moreover, target peptides can bind to the
exosome surface either through the cloaking strategy or by associating with the lipid rafts spanning
the exosome membrane.

Another approach used for addressing antigens to exosomes involves tetraspanins.
As mentioned in Section 2.1, these transmembrane proteins participate in the cargo sorting
process that occurs during ILVs formation. Thus, they are considered highly suitable
for displaying antigens at the surface of exosomes, either bound to their extravesicular
or intravesicular domains [258]. A study employing several types of genetic constructs,
consisting of chimeric fusions of the VSV-G gene fused to tetraspanin genes (CD9, CD63, or
CD81), confirmed the effectiveness of this exosome manufacturing system. However, the
collected exosomes revealed variable physicochemical properties, as well as differences in
surface protein profiles and cellular uptake characteristics [259]. Additionally, some other
transmembrane proteins like integrins, Prostaglandin F2 Receptor Negative Regulator
(PTGFRN), brain abundant membrane attached signal protein-1 (BASP1), and Lysosome-
associated membrane protein-2b (LAMP-2B), were shown to be able to bind antigens to the
exosomal membrane, making them de facto proteins of interest for scaffold platforms of
antigen presentation (illustrated in Figure 5B) [260,261]. Numerous studies have reported
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the widespread use of LAMP-2B-based engineering for loading proteins of interest onto the
surface of exosomes. Beyond its role in antigen exposure, this method has been employed
to confirm the targeting capabilities of exosomes, depending on the selected protein for
display. Thus, LAMP-2B constructs fused with a rabies viral glycoprotein peptide, known
to direct rabies virus neurotropism, effectively enabled the production of exosomes that
reached the brain [262]. If a ligand is yet to be identified for a tissue- or cell-specific
receptor, protein libraries can be screened or biopanned using high-throughput phage
display methods. Upon finding a peptide with adequate affinity for the target receptor, it
can be fused to LAMP-2B and expressed on exosomes. Subsequent in vivo experiments
can be performed to assess whether exosomes display the expected tropism. This strategy
has been adopted to specifically target exosomes to hepatic stellate cells, which are relevant
targets in liver fibrosis [263].

Numerous adaptations of exosome display, based on the expression of transgenes,
have been developed. As previously discussed, specific viral proteins exploit the exosome
biogenesis pathway to facilitate virus budding. It has been shown that transmembrane
subunits of viral envelope proteins, including those of HIV, can interact with components
of the ESCRT machinery, such as TSG101 [264]. These properties, which are found in the
proteins of various viruses (e.g., the VSV-G protein or the Nef protein of HIV), have been
exploited to direct proteins of interest to exosomes [265]. In order to assess the exosomal
addressing capabilities of viral proteins, a vector encoding the CD8 ectodomain, used
as a neutral reporter, fused with the cytosolic domain of the transmembrane envelope
protein (CDTM-Env) derived from the bovine leukemia virus (BLV) was employed. Cells
transfected with this construct successfully produced exosomes expressing the chimeric
protein. This finding indicates the potential utilization of specific domains within certain
viral proteins for directing antigens into exosomes [266]. Exosome engineering likely needs
to be adapted to the specific type of antigen intended for expression. Comparisons of
reproducibility and yields across various exosome display systems, depending on the
constructs and techniques used to introduce transgenes into cells, should be conducted to
identify the optimal technique.

In addition to surface display engineering of exosomes, another strategy termed
“cloaking” has been developed to make exosomes presenting scaffolds for proteins of
interest. This approach involves the ex vivo modification of exosome surfaces to enhance
their targeting precision toward recipient cells. The proof of concept was put forth using
cardiosphere-derived cells exosomes, cloaked with a phospholipid membrane anchor
and streptavidin. The coating with streptavidin molecules enables the binding of any
biotinylated molecule at the surface of exosomes, including tissue-specific antibodies and
homing peptides. This technology could be beneficial for the development of exosome-
based vaccines, as it would allow the precise targeting of antigens to APCs [267].

Furthermore, the lipid bilayer of exosomes holds substantial potential for anchor-
ing lipid conjugates (Figure 5B). It is composed of different lipids like cholesterol, ce-
ramide, and phosphatidylethanolamine derivatives that serve as lipid anchors in regions
called lipid rafts, ensuring the attachment of functional entities to the exosome mem-
brane. A recent study demonstrated that the incubation of fluorophore-bound dioleoyl
phosphatidylethanolamine (DOPE) with EVs leads to its effective anchoring to the EV
membrane. This approach could be used to activate the immune response when the flu-
orochrome is replaced by an antigen of interest, which could subsequently be used as in
a vaccine [268]. Furthermore, lipids of the exosomal membrane can be covalent protein-
anchoring systems, which is the case for glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored
proteins. Thus, several studies have reported the possibility of efficiently addressing pro-
teins of interest on the surface of exosomes by introducing in cells transgenes that drive the
expression of chimeric (GPI)-anchored proteins [269,270].

The collective findings suggest that loading exosomes with tailored antigens through
different strategies appears to be a viable approach for the development of vaccines target-
ing a range of diseases and pathogens, including flaviviruses.
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6.4. Ongoing Exosome-Based Vaccine Strategies against Viruses

Thanks to the wide range of available techniques for engineering exosomes into
antigen-presenting platforms, exosome-based candidate vaccines against several viruses
have been researched and have undergone several phases of validation of their suitability.
A trial was conducted with exosomes modified to carry HCV full-length NS3 protein. The
modified exosomes proved immunogenic when injected into mice, which was confirmed
by the detection of NS3-specific memory CD8+ T cells [271]. Anticoli et al. have also
demonstrated the efficacy of engineering exosomes with DNA vectors expressing stable
fusion products of viral antigens fused to an exosome-anchoring protein. Assayed viral
antigens included those of the Ebola virus, influenza virus, Crimean–Congo hemorrhagic
fever, and West Nile virus. Upon injection in mice models, these vectors have been shown
to elicit a potent antigen-specific CD8+ T-cell response, which was further supported by
their cytotoxic activity against antigen-expressing cells [272].

More recently, in the face of the global COVID-19 crisis, there has been a flurry of
research into innovative vaccination strategies exploiting the exosome approach [273,274].
Two of these strategies are summarized in Figure 6. One strategy, following the popular-
ization of mRNA vaccines, strove to turn exosomes into mRNA vectorization tools. The
use of exosomes to vectorize mRNAs for vaccine purposes has been successfully tested
and shown to promote an immune response [275]. Thus, for example, Popowski et al.
developed a system based on lung-derived exosomes carrying SARS-CoV-2 Spike mRNA.
These exosomes have shown extensive distribution in the bronchioles and parenchyma
of mice. In addition, they elicited significant immunoglobulin G (IgG) and secretory IgA
(SIgA) production, demonstrating the relevance of such an approach for obtaining a good
adaptive immune response [276]. Other work showed that bovine-milk-derived exosomes
loaded with mRNA encoding the SARS-CoV-2 receptor-binding domain (RBD) stimulated
the production of neutralizing antibodies against RBD in mice [277].

Figure 6. Exosomes modified according to two strategies’ have been proposed as candidate vaccines
against SARS-CoV-2. They are either designed to carry viral mRNA or engineered to expose a viral
antigen, such as the Spike RBD. Both of these candidate vaccines demonstrated protection against
SARS-CoV-2 infection in mice.

It is noteworthy that research on exosome-based vaccines against coronaviruses has
been ongoing since 2007 [278]. Thus, it was demonstrated that exosomes containing the
Spike (S) proteins of SARS-CoV, the transmembrane and cytoplasmic domains of which
were replaced with those of the vesicular stomatitis virus glycoprotein (VSV-G), induced
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high levels of neutralizing antibodies [278]. In the context of the COVID-19 pandemic, this
strategy of modifying exosomes as antigen-presenting platforms has been relaunched by a
growing number of start-ups and private or semi-private biotech companies worldwide,
interested in developing extracellular vesicle-based therapies and virus- and adjuvant-free
vaccines based on recombinant exosomes [279]. In this respect, an extremely promising
vaccine candidate that has passed pre-clinical trials proposes the inhalation delivery of
pulmonary exosomes, which carry the recombinant SARS-CoV-2 RBD. The process of this
second strategy, related to the use of exosomes as an antigen-presenting device, is described
in Figure 6. The engineered and purified exosomes had the advantage of being remarkably
stable after lyophilization. They have been shown both to enhance RBD retention in the
airways and lung parenchyma, and to induce the production of RBD-specific IgG antibodies
in mice. They also enabled a mucosal IgA response and an effective T-cell response that was
able to clear the virus in a challenge test [280]. To the best of our knowledge, this promising
work has given new momentum to ongoing research by start-ups into exosome-based
vaccine strategies against the Chikungunya, Zika, Dengue, and West Nile viruses.

Although vaccines confer the host with durable immunity, pathogens are notorious
for evading the immune system through antigenic variation, a challenge that is usually
overcome with the use of cocktails and multi-epitope vaccines. In this regard, exosomes
could be engineered to present multiple antigens. During the SARS-CoV-2 epidemic, all
commercially available vaccines targeted the S glycoprotein, which was consequently
subjected to a strong selective pressure. The rapid mutation rate gave rise to numerous
variants that could escape the vaccine-induced immunity, notably omicron variants. In
contrast, other viral proteins, such as the nucleocapsid (N) protein, are less prone to
mutations. In order to broaden immunity against coronaviruses, Cacciottolo et al. have
devised a bivalent exosome-based vaccine against delta SARS-CoV-2. Using cell lines
that stably expressed both S and N proteins, they produced S- and N-laden exosomes.
Upon injection in mice and rabbits, these exosomes elicited a robust T-cell response and
significant titers of neutralizing antibodies. Strikingly, these antibodies demonstrated cross-
neutralization abilities against omicron variants. Interestingly, exosomes were injected
without adjuvants, and low amounts of viral proteins sufficed to produce an efficient
response. Finally, the vaccine was regarded as safe and only two shots were required to
achieve immunity [274].

The aforementioned strategies exemplify the promising applications of exosomes in
the field of vaccinology. However, exosome-based vaccines against viruses are still in their
infancy and, so far, they have not produced any widely approved formulations. Further
studies must be performed to assess their efficacy and innocuity, but current developments
are nonetheless encouraging.

7. Challenges and Issues

Exosomes show promise in advancing medical treatments, such as cell-free therapies,
drug nanocarriers, or vaccines, offering targeted and efficient options. However, there are
still many difficulties to overcome.

Regarding exosome-based vaccines, a challenge arises in the formulation process,
which requires the production of consistent batches of exosomes, each containing the ade-
quate levels of antigen necessary for effective protection [281]. Moreover, a large-scale and
efficient source of exosomes, such as high-throughput cellular systems, must be considered
and carefully thought-out, to meet the growing demand. This consideration becomes par-
ticularly significant in light of the recent SARS-CoV-2 epidemic, emphasizing the urgency
for swift and sustained vaccine availability to achieve effective herd immunity. Simulta-
neously, it is crucial to manage the immunogenicity of exogenous components, namely,
those derived from the cell line used to produce exosomes. Another limitation is the hetero-
geneity of exosomes, which contain a large number of diverse proteins and materials from
host cells, making it challenging to customize their cargoes compared to liposomes [282].
While immunogens and adjuvants can be easily packaged in liposomes, incorporating
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desired components into exosomes has proven challenging at times [283]. In addition to
the advantages afforded by standardized liposomes for the delivery of therapeutics, the
“exosome” strategy is being challenged by other strategies for the custom development
of delivery systems based, for example, on bacteriophage virus-like particles (VLPs) [284]
or other biomimetic platforms [285]. Future research on exosomes for vaccine purposes
will have to establish a comparison with these other types of nano-platforms, particularly
in preclinical studies. Furthermore, when exosomes are injected into a patient, they may
compete with their endogenous counterparts, potentially affecting the desired therapeutic
effects [282], or interfering with intercellular communication networks. They may also bind
to competitive ligands instead of cell receptors [286]. Exosomes harvested from DCs could
hold the best vaccine potential, as they naturally express antigen-presentation molecules.
This strategy has already proven its relevance in oncology, with DC exosome-based vac-
cines that have passed both preclinical and clinical phases, demonstrating good tolerance
and safety [287,288]. On the downside, the many clinical trials carried out in recent years
with exosome-based cancer immunotherapies have not always produced the expected
results, prompting further research into the immune mechanisms controlled by exosomes
in vivo [289].

Finally, ethical considerations surrounding safety, informed consent, and unpre-
dictable consequences must be addressed. Rigorous testing, transparency in research,
and clear patient communication are essential. Balancing innovation with ethical standards
is paramount to harness the full potential of exosomes in medicine. The evolution of
guidelines to ensure responsible and beneficial applications is strikingly evident.

8. Concluding Remarks

The global health crisis caused by SARS-CoV-2 has reinforced the need to diversify
vaccine strategies against viral infections. This, in turn, has renewed interest in exosomes
as particularly attractive nanocarriers. We therefore set out to review the literature on the
biology of exosomes, which mediate signaling between cells and play a key role in both
physiological and pathological processes. We pointed out their considerable relevance
as potential biomarkers and diagnostic, and therapeutic tools in contemporary medicine.
Their role in viral infections is increasingly studied, and we have pointed out that it is often
dual, complicating the prospects for their therapeutic usage. However, significant advances
in the engineering of these vesicles for the custom loading of proteins or RNAs confirm that
they are interesting nano-vectors of new therapeutic molecules. Likewise, exosomes could
benefit from the innovative design of vaccines, unveiling novel strategies for viral infection
control. The recent demonstration of their efficacy in preclinical models strengthens their
use as original platforms for antigen presentation or mRNA vectorization systems. How-
ever, uncertainties remain on several aspects such as the choice of exosome-producing cells,
engineering methods, standardized production, the safety of administration, and ethical
considerations. Nevertheless, this paves the way for the exploration of new approaches to
control flavivirus infections, such as DENV or ZIKV, for which vaccine design has become
challenging. The transition to clinical trials will, of course, be necessary to validate these
approaches and, hopefully, propel exosome-based therapies from bench to bedside.
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Abbreviations

ALIX ALG-2-interacting protein X
APCs antigen-presenting cells
APOBEC3G apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic polypeptide-like 3G
BMDCs bone marrow-derived dendritic cells
CCL2 C-C motif chemokine ligand 2
cGAS-STING cyclic GMP-AMP synthase stimulator of interferon genes
CHIKV Chikungunya virus
CHMP4 charged multivesicular body protein 4a
circRNAs circular RNAs
CMV cytomegalovirus
CTL cytotoxic T lymphocyte
DC dendritic cell
DENV Dengue virus
DUBs de-ubiquitylating enzymes
EBV Epstein–Barr virus
EMT epithelial–mesenchymal transition
ESCRT Endosomal Sorting Complex Required for Transport
EV extracellular vesicles
HBsAg hepatitis B antigen
HBV hepatitis B virus
HCV hepatitis C virus
HGF hepatocyte growth factor
HIV human immunodeficiency virus
HLA-DR Human Leukocyte Antigen DR isotype
HNRNPs heterogeneous nuclear ribonucleoproteins
HNSCC Head and Neck Squamous-Cell Carcinoma
HSP70 heat shock protein 70
ICAM-1 intercellular adhesion molecule 1
IC50 half maximal inhibitory concentration
IFITM3 interferon-induced transmembrane protein 3
IFNα interferon alpha
IFNγ interferon gamma
IgG immunoglobulin G
IL-1β interleukin-1β
ILVs intraluminal vesicles
IP-10 interferon gamma-induced protein
ISGs interferon-stimulated genes
JEV Japanese encephalitis virus
L1 non-LTR retrotransposons LINE-1
LPS lipopolysaccharides
MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1
MEVs multi-epitope vaccines
MHC major histocompatibility complex
MSCs mesenchymal stromal cells
mo-DCs monocyte-derived dendritic cells
MVBs multivesicular bodies
NS1 non-structural protein-1
PRRs pattern recognition receptors
RANTES regulated upon activation normal T cell expressed and secreted
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RBD receptor-binding domain
RLRs RIG-I like receptors
RSV respiratory syncytial virus
SIgA secretory IgA
SNARE soluble NSF attachment protein receptor
SARS-CoV-2 Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
STING stimulator of interferon genes
TAR trans-activation response element
TBEV tick-borne encephalitis virus
TGFβ Tumor Growth Factor β
TIM4 T-cell immunoglobulin- and mucin-domain-containing molecule 4
TNFα Tumor Necrosis Factor α
TSG101 tumor susceptibility gene 101
VLPs virus-like particles
VSV-G vesicular stomatitis virus glycoprotein
WNV West Nile virus
ZIKV Zika virus
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Abstract 

Extracellular vesicles (EVs) are mediators of intercellular communication in the tumor 

microenvironment. Tumor EVs are commonly associated with metastasis, immunosuppression 

or drug resistance. Viral infections usually increase EV secretion, but little is known about the 

effect of oncolytic viruses (OVs) on tumor EVs. Here, we investigated the impact of oncolytic 

vesicular stomatitis virus (VSV) and vaccinia virus (VACV) on EVs secreted by human 

melanoma and thoracic cancer cells. We found that OV infection increases the production of 

EVs by tumor cells. These EVs contain proteins of viral origin, such as VSV-G, thus creating 

a continuum of particles sharing markers of both canonical EVs and viruses. As such, the 

presence of VSV-G on EVs improves the transfer of their protein content to cell types 

commonly found in the tumor microenvironment. A proteomic analysis also revealed that EVs-

OV secreted during VSV infection are enriched in immunity-related proteins. Finally, CD8+ T 

cells incubated with EVs-OV from infected cells display slightly enhanced cytotoxic functions. 

Taken together, these data suggest that OVs enhance the communication mediated by tumor 

EVs, which could participate to the therapeutic efficacy of OVs. These results also provide 

rationale for engineering OVs to exploit EVs and disseminate therapeutic proteins within the 

tumor microenvironment.



 
 

 
 

 

Introduction 

Extracellular vesicles (EVs) are submicrometric particles secreted by all cell types that mediate 

intercellular communication. EVs are usually separated into different subtypes depending on 

their size: apoptotic bodies, large EVs and small EVs (sEVs).1 The latter measure between 30 

and 150 nm and can be further classified depending on their biogenesis pathway: exosomes 

correspond to EVs that are formed by inward budding of early endosomes, whereas ectosomes 

directly bud from the plasma membrane. sEVs are enriched in different protein markers such 

as tetraspanins (CD9, CD63, CD81), ALG-2 interacting protein (ALIX) or tumor susceptibility 

101 (TSG101), although there is no universal marker identified so far. Even though it remains 

unclear whether tumor cells secrete more EVs than their healthy counterparts, plasmatic EV 

levels are correlated with tumor burden.2,3 Tumor-derived EVs are often linked to mechanisms 

promoting oncogenesis and tumor progression4–6. It has been shown that proteins and non-

coding RNAs transported by EVs could impart oncogenic properties to other cells7. These EVs 

also act on fibroblasts and endothelial cells and promote their pro-tumor properties, including 

drug resistance and metastasis7–9. Factors delivered by tumor-derived EVs also modify the 

phenotypes and functions of immune cells, usually skewing them toward immunosuppression 

and promoting immune escape10–12. On the contrary, they can also exhibit immunostimulatory 

properties by transferring tumor-associated antigens to13,14 or by activating cGAS/STING 

signaling in15,16 dendritic cells (DCs).  

Oncolytic viruses (OVs) specifically replicate in tumors and lyse malignant cells, which 

commonly induces an anti-tumor immune response.17,18 Two OVs – both herpes simplex virus 

1 (HSV-1) strains – are currently approved for clinical use. Talimogene laherparepvec (T-VEC) 

is approved by the Food and Drug Administration and the European Medicines Agency for the 

treatment of unresectable metastatic melanoma,19 while G47Δ recently obtained conditional 

approval in Japan for patients with glioblastoma after a successful phase II clinical trial.20 Other 

viruses are currently evaluated in preclinical and clinical studies, such as the vesicular stomatitis 

virus (VSV), a member of the RNA virus Rhabdoviridae family, and the vaccinia virus 

(VACV), a member of the DNA virus Poxviridae family. There are several indications in the 

literature suggesting that EVs produced in the context of viral infections – including oncolytic 

infections – may impact the overall OV activity21. First, viruses generally increase EV secretion 

because of the cellular stress they induce,21,22 and OVs and EVs have been shown to interact 

together. Some studies report that oncolytic adenoviruses can be spontaneously packaged in 

tumor EVs,23,24 which could help virus propagation and promote a systemic therapeutic effect. 



 
 

 
 

 

Others were able to mimic this phenomenon and achieved systemic delivery of EV-

encapsulated OVs.25–27 Finally, it was demonstrated that viral products conveyed by EVs can 

achieve therapeutic activity. Labani-Motlagh et al. observed that tumor necrosis factor 

superfamily (TNFSF) proteins expressed by an engineered oncolytic adenovirus were present 

at the surface of EVs secreted by infected cells and could induce the maturation of DCs.28 

Wedge et al. recently reported that microRNA (miRNA) or short-hairpin RNA (shRNA) 

expressed by a recombinant VSV were transferred to uninfected tumor cells by EVs and could 

sensitize these cells to small molecule therapy and T cell killing.29 These studies and others21,30 

highlight that viruses and EVs are not completely distinct entities. Indeed, infected cells secrete 

vesicles which are similar to bona fide EVs but are also loaded with proteins or nucleic acids 

of viral origin. Since these hybrid particles cannot be separated from bona fide EVs, in the 

present manuscript we use the terms “EVs-VSV” and “EVs-VACV” to refer to the vesicular 

secretome of cells infected by VSV or VACV, respectively.   

Even if previous work has shown that EVs can contribute to the dissemination of either OVs or 

their payloads, how EV-mediated intercellular communication is affected by oncolytic infection 

remains to be elucidated. Here, we sought to understand how infection of human melanoma and 

thoracic cancer cells by oncolytic VSV or VACV would modify the phenotype of tumor EVs 

and alter the functions of cells exposed to those. We found that the oncolytic infection of tumor 

cells tends to enhance the intercellular communication mediated by EVs, that VSV induces an 

enrichment of immunity-related proteins in EVs and that these can increase the cytotoxicity of 

anti-tumor human CD8+ T cells 

 

Results 

Tumor cells secrete more EVs when infected by OVs 

To investigate how infection by OVs alters EV biogenesis, we used either VSV (Indiana strain) 

or VACV (Copenhagen strain) to infect human melanoma cell lines. EVs were purified from 

culture supernatants 16h after infection, before death of infected cells (Figures 1A & S1A-B) 

and during the exponential phase of viral transgene expression (Figures 1B & S1C). We first 

characterized the samples according to the recommendations of the International Society for 

Extracellular Vesicles.31 We validated the morphology of purified EVs by transmission electron 

microscopy (TEM) (Figure 1C) and found that the diameter of EVs-VSV is increased by about 

25 % compared to EVs derived from uninfected cells (Figure 1D). Supernatants were filtered 

before ultracentrifugation to remove VACV particles32 but VSV was not completely eliminated. 



 
 

 
 

 

Indeed, TEM analyses showed that bullet-shaped objects (corresponding to VSV virions) 

represented approximately 28 % of all observed objects (Figure S2A). Despite attempts to 

separate virions and EVs by flotation assay (Figure S2B-D) or size-exclusion chromatography 

(Figure S2 E-F), we could not eliminate all infectious particles from EV preparations, therefore 

this was taken into consideration for subsequent experiments. We observed that classical EV 

markers (ALIX, CD63 and CD81) are present in the preparations but not cellular Calnexin 

(Figure 1E). We then used single-EV flow cytometry (Figure 1F) to quantify EVs-OV secreted 

during infection. EVs-OV were stained for tetraspanins (CD9, CD63 or CD81) and we observed 

that cells infected by VSV – and to a lesser extent by VACV – produced more EVs-OV 

displaying at least one tetraspanin (Figure 1G). When analyzing equal volumes of EV 

preparations by western-blot (Figures 1H-I), we showed that the EV markers CD63 is enriched 

during OV infection, thus confirming the results obtained by flow cytometry. 

 

Proteins encoded by OVs are packaged into EVs 

Consistent with previous findings,28 we found that the expression of OV-encoded transgenes is 

strong enough to allow spontaneous packaging of the recombinant proteins – here the green 

fluorescent protein (GFP) – with EVs (Figures 2A & S3A). To determine whether these 

recombinant proteins are located inside EVs or simply associated with the outer layer of the 

membrane, we performed experiments using a detergent to dissociate lipid membranes. We 

showed that GFP was only accessible after detergent treatment of EVs-VSV (Figure S3B), thus 

demonstrating that GFP was originally inside EVs-VSV. We extended these results by using a 

VSV coding for another protein, the NanoLuc (NLuc) luciferase. In a proteinase-protection 

assay, EVs-VSV secreted by a panel of human and murine tumor cells infected by this virus 

were treated with detergent, proteinase K or both (Figure 2B, Figure S2C). As expected, the 

combination of proteinase K and detergent was necessary to quench the luminescence from the 

EVs, meaning that the NanoLuc was originally located inside EVs-VSV. This demonstrates 

that proteins encoded by OVs are spontaneously loaded into EVs. 

Since viral proteins could have an impact on the tropism of EVs produced by infected cells, we 

then wondered whether those were also present in EVs. Focusing on the glycoprotein of VSV 

(VSV-G), we observed by transmission electron microscopy that EVs produced by VSV-

infected cells were coated with VSV-G (Figure 2C). Surprisingly, we also found that VSV 

virions were not only VSV-G+ but also exhibited CD63 staining (Figure 2D). To quantify this 

phenomenon, we performed single-EV flow cytometry experiments in which EVs-VSV were 



 
 

 
 

 

stained for both tetraspanins (CD9/CD63/CD81) and VSV-G (Figures 2E-F and S4). We 

observed that close to 100 % of EVs-VSV were double positive, whereas EV preparations from 

uninfected cells or VACV-infected cells only stained positive for the tetraspanins. Overall, 

these results suggest that EVs-VSV present both viral and cellular markers on their surface, 

thus indicating that EVs-VSV may consist of a continuum of particles that share features of 

both virions and bona fide EVs. 

 

Viral material enhances EV-mediated intercellular protein transfer 

In physiological conditions, the transfer of functional intercellular EV cargo is a rare event.33 

To investigate whether OV infection modifies the internalization of EVs, we first infected 

melanoma cells expressing NLuc, purified EVs 16h after infection and added them onto 

recipient cells. After extensive washing to remove unbound EVs, we measured the 

luminescence, corrected by the input NLuc signal, to evaluate EV association with the target 

cells (Figure S5A). We observed an increase in luminescence when cells were incubated with 

EVs-VSV or EVs-VACV (Figure 3A), which suggests that OVs enhance the internalization of 

tumor EVs and the transfer of EV-carried cargos. This may be the consequence of the presence 

of viral proteins on the surface of EVs, at least for EVs-VSV, which facilitates their attachment 

and fusion, as it is well characterized for the glycoprotein VSV-G.34,35 To ensure that EVs have 

been internalized and have delivered their cargo to the cytosolic compartment of recipient cells, 

we used a Cre-mediated recombination assay8 where EVs containing Cre are incubated with 

cells able to switch from dsRed to GFP expression upon Cre delivery and recombination (Figure 

S5B). To assess how the presence of viral proteins could modify the cargo delivery of EVs 

without using replication-competent VSV, we pseudotyped Cre+ EVs with VSV-G (Figure 3B). 

As expected, Cre+ VSV-G+ EVs led to a substantial recombination among recipient lung 

adenocarcinoma (H441, H1975), mesothelioma (Meso34), melanoma (M113) cells, monocytes 

(THP-1) or fibroblasts (HFF2), whereas no GFP was detectable when Cre+ EVs without VSV-

G were used (Figure 3C). 

To study EV penetration in a 3D environment, we then formed multicellular tumor spheroids 

(MCTS) with reporter mesothelioma and lung adenocarcinoma cells. We observed that Cre+ 

VSV-G+ EVs enabled recombination and GFP expression in these MCTS (Figures 3D-E) and 

could deliver their content to areas located beyond the outer cell layers of the spheroids (Figures 

S5C-E). However, this was not observed for all tested cells lines and was not correlated to what 

was observed in 2D culture, which suggests that physical parameters may influence EV-



 
 

 
 

 

mediated transfer in this context. To mimic a simplified tumor microenvironment, we also used 

complex MCTS containing both tumor cells and surrogates of healthy cells. In MCTS 

containing both unlabeled Meso34 mesothelioma cells and dsRed/GFP reporter THP-1 

monocytic cells, we observed up to 40 % of recombination among the latter (Figure 3F). VSV-

G+ EVs appear to transfer their content more efficiently to THP-1 monocytes than HFF2 

fibroblasts (Figure 3G). Altogether, our results suggest that VSV-G+ EVs from infected cells 

may be able to transfer their content more readily to uninfected cells, even in complex 3D 

environments, due to the presence of viral proteins on their surface.  

 

Infection by VSV leads to the loading of immunity-related proteins in EVs 

To understand how OV infections modify the overall protein content of EVs and potentially 

their release in recipient cells, we then performed a proteomics analysis of EVs from human 

melanoma cells (Table S1). To validate the purity of the samples, we first confirmed that most 

of the top 50 proteins commonly identified in the Vesiclepedia database36 were enriched with 

satisfactory relative abundance scores (Figure 4A, Figure S6A). We observed that markers 

commonly enriched in sEVs budding directly from the plasma membrane (ectosomes)37 were 

more abundant than markers associated with bona fide exosomes (Figure 4B). It is noteworthy 

that the infection had little effect on the balance between ectosomal and exosomal markers and 

that the EVs from the three conditions tested shared a large majority of the identified proteins 

(Figure 4C). As expected, we detected all five proteins encoded by the VSV genome but also 

identified 29 proteins encoded by the VACV genome (Table S1), indicating either that some 

virions were copurified with EVs despite filtration or that some viral proteins are packaged into 

EVs as shown in Figure 2. We found that EVs-VSV are enriched with proteins encoded by 

interferon (IFN)-stimulated genes (Figures 4D-E), which is consistent with an upregulation of 

the pathways related to the innate antiviral immune response in infected tumor cells. In contrast, 

EVs-VACV were not significantly enriched with immunity-related protein. Instead, enriched 

proteins were linked to intracellular trafficking and vesicular transport pathways (Figures 4E-

F). For both viruses, the identified downregulated pathways were mostly related to cell cycle 

and mitosis (Figures S6B-C). 

In addition to innate immunity proteins, we also identified proteins linked to the adaptive 

immune response in EVs-VSV (Figure 4D). Indeed, interesting hits from the proteomic analysis 

included the class-I presentation molecules human leukocyte antigen (HLA)-ABC and β2-

microglobulin, but also the melanoma antigen Melan-A. The loading of Melan-A in EVs-VSV 



 
 

 
 

 

was validated by western-blot (Figure 4H) and we confirmed that EVs-VSV contained higher 

quantities of Melan-A compared to EVs from uninfected melanoma cells (Figure 4I). Similarly, 

we confirmed that molecules from the MHC class I complex were enriched in EVs-VSV and 

EVs-VACV purified from different tumor cell lines (Figures 4J-L). Overall, this proteomics 

analysis shows that EVs-VSV are enriched in immunity-related proteins, in comparison to EVs 

secreted by uninfected cells. 

 

Tumor EVs secreted upon VSV infection partly enhance CD8+ T cell functions 

To investigate then the effect of EVs from OV-infected tumor cells on immune cells, we used 

two human CD8+ T cell clones that are specific for a peptide derived from the tumor antigen 

Melan-A in the HLA-A*0201 context38,39. The T cells were first incubated with EVs produced 

by melanoma cells before being cocultured with Melan-A+ target cells to evaluate their 

cytotoxic functions and phenotypic changes (Figure 5A). Viral titration of EV samples (Figure 

S7A) allowed us to estimate that T cells incubated with EVs-VSV were exposed to about 0.3 

virion per cell in these series of experiments. However, it did not affect their viability (Figure 

S7B), nor did it lead to productive infection of T cells (Figure S7C). 

We evaluated whether the cytotoxic properties of the two T cell clones WT4 and CTL03.1 were 

modified when they were exposed to EVs from either uninfected or OV-infected cells. As 

previously reported by our group,12 EVs from uninfected melanoma cells decreased the effector 

functions of T cells, with a varying impact depending on the effector:target ratios that were 

used (Figure 5B). However, when incubated with EVs-VSV, and to a lesser extent to EVs-

VACV with the CTL03.1 clone, both T cell clones exhibited restored cytotoxic capacities 

similar to those observed in the untreated condition. Accordingly, we observed that the T cell 

clones exposed to EVs-VSV secreted higher amounts of granzyme-B compared to T cells 

exposed to EVs from uninfected melanoma cells (Figure 5C) and a slight – though not 

significant – increase in the surface expression of the degranulation marker CD107a (Figure 

S7D). However, we did not detect any change in tumor necrosis factor (TNF) nor interferon 

gamma (IFN-γ) secretion following incubation of T cells with EVs (Figure S7E). Overall, our 

results show that EVs-VSV partly increase the cytotoxic properties of human CD8+ T cells and 

may potentiate their anti-tumor properties. 

 

Discussion 



 
 

 
 

 

In this study, we showed that OV infection of human tumor cell lines impacts EV biogenesis 

by increasing EV secretion and modifying their content. Our results suggest that the loading of 

viral proteins – either from the virus per se or from virus-encoded transgenes – may modify the 

properties of these EVs, in particular the efficacy of cargo transfer to uninfected cells. In 

addition, EVs-VSV are enriched in immunity-related proteins and were demonstrated to partly 

restore the cytotoxic functions of human Melan-A-restricted CD8+ T cell clones compared to 

EVs from uninfected tumor cells. 

Our results broaden previous observations showing that products from oncolytic adenovirus 

transgenes can be packaged into vesicles28 and indicate that this phenomenon is shared with 

other viruses and in different cancer types. Given that proteins that we detected in EVs do not 

contain EV-addressing sequences, it is likely that the EV content simply reflects the cellular 

expression of the viral transgenes. EVs are easily accessible in most bodily fluids and are thus 

explored as biomarkers to follow disease progression or response to treatment.40–42 If detection 

of viral products in EVs indeed reflects the cellular content of infected cells, isolation of EVs 

from peripheral blood followed by biochemical quantification of proteins expressed by OVs 

could serve as a biomarker and be an alternative to the detection of viral genome to monitor 

OV replication within the tumor. It could also provide useful information on the cellular 

response to OV infection, for instance regarding the innate immune response. 

Intercellular protein transfer via EVs appears to be a rare event.33,34 We found that infection of 

tumor cells may alter this by (i) increasing EV secretion and (ii) modifying the content of EVs, 

especially with the presence of fusogenic viral glycoproteins that would help endosomal escape 

and cytoplasmic cargo delivery in recipient cells. This has been reported by others,34,35,43 but to 

our knowledge this is the first demonstration that fusogenic EVs can penetrate a 3D 

environment to deliver their cargo. In addition, our results on complex multicellular spheroids 

show that it is possible to deliver intracellular cargos to immune cells that can be found in 

tumors. Transgenic in vivo models allowing the monitoring of tumor EV dissemination at basal 

state and upon treatment could provide very useful information to understand how OVs may 

alter intercellular communication in the tumor microenvironment. 

Our preliminary mass spectrometry proteomic analysis detected 47 of the 50 proteins identified 

in the Vesiclepedia database as most often associated with EVs. According to the proposed 

markers for exosomes and ectosomes,37 OV infection does not seem to alter the 

ectosome/exosome ratio even though one could expect VSV to increase ectosome secretion by 

assembly of viral particles at the plasma membrane. Conversely, even though VACV did not 



 
 

 
 

 

shift the ectosome/exosome ratio towards exosomes, mass spectrometry results seem to indicate 

that the viral exploitation of vesicular transport44,45 has repercussions on EV content. Among 

proteins enriched in EVs-VACV, we did not detect proteins involved in the type I IFN response, 

which could be explained by the ability of VACV to evade innate immune signaling.46 Our 

results regarding the proteome of EVs-VSV matches previous work where the authors showed 

that glioblastoma secretome after infection by oncolytic HSV-1 is linked to the immune 

reponse.47 However, the design of our study does not allow to determine whether the changes 

observed in the EV content reflect the cellular content or if the infection induces differential 

cargo loading during EV biogenesis. Nonetheless, our results suggest that EVs produced upon 

tumor infection by different OVs may present varying immunogenicity. Those may impact 

differently the surrounding environment and it remains to be determined how EV-based 

intercellular communication in this context could positively or negatively impact surrounding 

normal cells. 

Indeed, tumor-derived EVs have been previously described to interfere with immune cell 

functions. Even though tumor EVs can transfer antigens or functional peptide/MHC complexes 

to immune cells,13 their content is usually described as immunosuppressive.5,12,48 In a model of 

coculture of T cells with tumor EVs, our group previously observed that EVs from uninfected 

melanoma cells inhibited T cell cytotoxicity.12 Here, we report that EVs-VSV partly restore 

these cytotoxic functions, with an increase in both granzyme-B secretion and target cell lysis. 

It remains to be determined if this mechanism is related to proteins involved in the type I IFN 

response or other factors from innate immunity, or to antigen-specific mechanisms such as the 

EV-mediated presentation of functional MHC-peptide complexes to T cells. Upregulation of 

surface cellular MHC during OV infection is well-known49 and our results indicate that this is 

reflected in EVs, which could theoretically favor EV-mediated antigen presentation. Another 

imaginable explanation is that EVs-OV transfer whole tumor antigens to T cells, which are then 

delivered to their cytoplasm and subsequently processed to be presented to other T cells. This 

hypothesis is supported by the loading of the antigen Melan-A in EVs-VSV and the presence 

of fusogenic viral protein on EVs-OV, but this will need to be confirmed experimentally. 

Finally, T cell activation may be mediated by non-protein effectors, such as miRNAs, which 

we did not explore in this study. 

The effects of tumor EVs from OV-infected cells on other cell types will need to be explored 

further to better understand how OVs modulate the tumor microenvironment. As an example, 

it was demonstrated that VSV-G is a TLR4 agonist and induces type I IFN secretion by mouse 



 
 

 
 

 

macrophages in a CD14-dependent, NF-κB-independent manner.50 Moreover, VSV-G+ EVs 

induce DC maturation and cross-presentation in vivo.51 Therefore, it is likely that tumor EVs 

from infected cells have immunostimulatory properties for myeloid cells, which would further 

boost the anti-tumor immune response in vivo. However, in this immunogenic context the 

release of viral antigens may also enhance the adaptive antiviral immune response and could 

thereby limit the efficacy of viral-based therapies. EVs from infected cells could also influence 

directly the viral susceptibility of other tumor cells. As an example, EVs from cells infected by 

an oncolytic Newcastle disease virus (NDV) carry miRNAs that inhibit the type I IFN response 

and facilitate NDV replication and spread52, but EVs can either promote or restrict infection 

depending on the context.22 How EVs influence the replication of other OVs will have to be 

studied as this could ultimately help to design viruses which exploit the right mechanisms for 

optimal viral replication and proper immune activation. 

There is a growing interest in the field of therapeutic vectorization using EVs. Our results, 

together with others, also provides rationale for engineering OVs to exploit EVs and 

disseminate therapeutic proteins within the tumor microenvironment. Several articles have 

shown that biomolecules of interest (e.g. proteins, RNAs) can be targeted for loading into EVs, 

for instance by coupling them to tetraspanins53, viral proteins35,54 or with membrane-addressing, 

palmitoylation sequences, as used in our experiments. This allows the transfer of therapeutic 

molecules to the cytoplasm or the nucleus of the targeted – and bystander – cells. These systems 

could easily be adapted to oncolytic viruses by inserting the retargeted sequences into their 

genomes21, which could result in a novel two-step vectorization approach based on both OVs 

and EVs. 

The presence of contaminant viral particles in EV preparations is a major concern when 

assessing their effects on immune cell functions. In this study, we were not able to completely 

eliminate VSV virions from EV preparations. Viral replication was not detected in T cells 

incubated with EVs-VSV but we cannot completely rule out a role of these contaminants in our 

functional experiments. Regarding the existing literature, it is important to note that virions and 

EVs from virus-infected cells must have been co-purified and that we need to be cautious when 

attributing certain functions to one or the other.47,55 This also makes it very difficult to evaluate 

the specific role of EVs-OV in vivo. Moreover, several of our experiments suggest that EVs-

VSV consist of a continuum of particles that share protein markers from both bona fide EVs 

and virions, which again complexifies our understanding of the mechanisms at play. 



 
 

 
 

 

Overall, our results suggest that part of the activity of OVs could be mediated by a modification 

of the protein content of tumor EVs, which could have an impact on the anti-tumor immune 

response and antiviral immunity. Having access to blood samples of clinical cohorts of patients 

treated with OVs to observe the evolution of tumor EV content over time could help to better 

understand the mechanisms at play after actual OV treatments. Finally, our results advocate for 

the generation of recombinant OVs that exploit the EV machinery to better disseminate 

therapeutic proteins within the tumor microenvironment and modulate the activity of its 

different components 

 

Materials and methods 

Plasmids and molecular biology 

pMD2.G and psPAX2 were gifts from Didier Trono (Plasmids #12259 and #12260, Addgene, 

Watertown, MA). pUMVC was a gift from Bob Weinberg (Plasmid #8449, Addgene, 

Watertown, MA).56 pLV-CMV-LoxP-DsRed-LoxP-eGFP was a gift from Jacco van Rheenen 

(Plasmid #65726, Addgene, Watertown, MA).8 AAV-GFP/Cre was a gift from Fred Gage 

(Plasmid #49056, Addgene, Watertown, MA).57 pBS-N, pBS-P, pBS-L and pVSV-XN2 were 

gifts from Richard Vile (Mayo Clinic, Rochester, MN). 

To obtain pcDNA3.1-Palm-Cre-HiBiT, a plasmid encoding Cre fused to a palmitoylation 

sequence to increase its loading in EVs, Cre was amplified from AAV-GFP/Cre using 

fwCre_pcDNA-Palm and rvCre_pcDNA primers (Table 1) and cloned into the pcDNA3.1 

backbone containing palmitoylation and HiBiT sequences (BamHI/NotI digestion followed by 

HiFi DNA assembly, New England Biolabs, Ipswich, MA). To obtain pMX2.1-NLuc, NLuc 

was amplified from pNL2.1[NLuc/Hygro] (Promega, Madison, WI) using fwNLuc_pMX and 

rvNLuc_pMX primers (Table 1) and cloned into the pMX2.1 backbone (EcoRI/HpaI digestion 

followed by HiFi DNA assembly).  

 

Cell line generation and cell culture 

Human melanoma cell lines (M6, M113, M117) were obtained from tumor biopsies 

(Biocollection PC‐U892‐NL, CHU Nantes, France). Human malignant pleural mesothelioma 

(Meso4, Meso34, Meso163) and human lung adenocarcinoma (ADCA153) cell lines were 

obtained from pleural effusions (Biocollection DC-2011-1399, CHU Nantes, France) and 

genetically characterized.58 Murine mesothelioma AK7 cell line was obtained as previously 

described.59 Other human lung adenocarcinoma (H441, H1975), fibroblasts (HFF-2) monocytes 



 
 

 
 

 

(THP-1), mouse melanoma (B16/F1) and hamster BHK-21 cell lines were purchased from the 

American Type Culture Collection (LGC Standards, Middlesex, United Kingdom). The Lenti-

X™ 293T cell line was purchased from Takara (Takara Bio Europe, Saint-Germain-en-Laye, 

France). M6-NLuc and M113-NLuc were obtained by retroviral transduction of pMX2.1-NLuc 

as previously described.60 [H441, H1975, HFF-2, M113, Meso34 and THP-1]-loxP-dsRed-

loxP-GFP were obtained by lentiviral transduction of pLV-CMV-LoxP-DsRed-LoxP-eGFP 

and cultured with 1 µg/mL puromycin until complete selection of transduced cells. Human 

tumor cells were cultured in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium (Eurobio, 

Les Ulis, France). Murine tumor cells, Lenti-X 293T, HFF-2 and BHK-21 cells were cultured 

in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, Carlsbad, CA). Both media were 

supplemented with 10 % heat-inactivated fetal calf serum (FCS, Corning, Corning, NY), 100 

U/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin and 2 mM L-glutamine (all from Gibco, Carlsbad, 

CA). For EV production experiments, medium was supplemented with EV-depleted FCS 

(100,000 × g, 16 h). 

CTL03.1 and WT4 T cell clones were obtained as previously described.38,39 CTL03.1 and WT4 

are CD8+ T cell clones specific for HLA-A*0201/Melan-A(26-35) (EAAGIGILTV). T cells 

were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 8 % UltraGRO (AventaCell, Atlanta, 

GA), 100 U/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin, 2 mM L-glutamine, and 150 U/mL 

interleukin-2 (IL-2) (Proleukin, Novartis, Basel, Switzerland). For experiments, T cells were 

cultured in medium supplemented with 50 U/mL IL-2. 

For tumor spheroid formation, 20,000 [H441 or H1975]-loxP-dsRed-loxP-GFP cells were 

seeded in 96-well U bottom plates NUNCLON SPHERA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA). For complex spheroids, 20,000 Meso34 cells were mixed with 10,000 [THP-1 or HFF-

2]-loxP-dsRed-loxP-GFP cells in 96-well U bottom plates NUNCLON SPHERA. The plates 

were centrifuged 2 min at 800 × g and incubated for 3 days to allow spheroid formation. 

All cells were cultured at 37 °C in a 5 % CO2 atmosphere and were routinely checked for 

mycoplasma contamination using PlasmoTest (Invivogen, San Diego, CA). 

 

Oncolytic viruses 

Recombinant VSV encoding GFP (VSV-GFP) or NLuc (VSV-NLuc) between the G and L 

genes were generated from the wild-type Indiana strain by reverse genetics as previously 

described61. Briefly, BHK-21 cells were infected with vaccinia virus MVA-T7 (a gift from Dr 

John Bell, Ottawa Hospital Research Institute, Ottawa, Canada) at a multiplicity of infection 



 
 

 
 

 

(MOI) = 1. Ninety minutes later, cells were transfected with pBS-N, pBS-P, pBS-L and either 

pVSV-GFP or pVSV-NLuc. Two days later, supernatant was filtered at 0.22 µm to remove 

contaminating MVA-T7 and added to new BHK-21 cells to confirm VSV rescue. After 

amplification, VSV was purified by ultracentrifugation of supernatant on a 10 % sucrose 

cushion (100,000 × g, 1 h). Viral titers were determined by plaque assay on BHK-21 cells. 

Recombinant vaccinia virus was provided by Transgene SA (Illkirch-Graffenstaden, France). 

Briefly, it was derived from the Copenhagen strain deleted for TK and RR genes (VACV TK-

RR-/GFP).62 VACV TK-RR-/GFP was propagated and titrated in chicken embryo fibroblasts, 

as previously described.63  

 

Analysis of viral infection, cell viability and cell death 

For infection analysis, tumor cells were seeded at 7,000 cells per well in a 96-well plate and 

infected 3 days later with VSV-GFP or VACV-GFP (MOI 0.1 and 1). Plates were then cultured 

for 72h in an Incucyte S3 (Sartorius, Goettingen) with images taken every 4 hours for 3 days. 

Percentage of infection was determined with GFP expression by normalizing green integrated 

intensity with confluency (phase image). 

Cell viability was determined using the CellTiter-Glo kit (Promega, Madison, WI) according to 

the manufacturer’s instructions. Briefly, tumor cells were seeded at 7,000 cells per well in a 96-

well plate and infected 3 days later with VSV-GFP or VACV-GFP (MOI 0.1 and 1). At 16h, 

24h, 48h and 72h post-infection, the CellTiter-Glo reagent was added into the wells (volume 

1:1 with supernatants). After a 10-minute incubation at 37°C, supernatants and lysed cells were 

transferred into a white-walled 96-well plate to measure luminescence with a Mithras LB 943 

luminometer (Berthold Technologies GmbH, Bad Wildbad, Germany). 

Cell death was determined by staining of cells with Annexin-V. Briefly, tumor cells were 

seeded at 40,000 cells per well in a 24-well plate and infected 3 days later with VSV-GFP or 

VACV-GFP (MOI 0.1 and 1). Cells were exposed to UV-B (312 nm, 10 J/cm², Bio-Link, Vilber 

Lourmat) as a positive control. At 16h, 24h, 48h and 72h post-infection, the cells were 

recovered and stained with 1µL of Annexin-V-APC (BD Biosciences, Pont De Claix, France) 

in binding buffer as recommended by the manufacturer. After a 15-minute incubation, cells 

were resuspended in fresh PBS and analyzed by flow cytometry (BD Accuri). Data were 

analyzed using the FlowJo 10 software (BD Biosciences, Pont De Claix, France). 

 

EV production and isolation 



 
 

 
 

 

For infection experiments, confluent tumor cells were infected at MOI = 0.1 (except M117, 

MOI = 0.05) and cultured in EV-depleted medium for 16 h. For transfection experiments, Lenti-

X 293T cells were transfected with 1 µg DNA / million cells using Lipofectamine 3000 

(Invitrogen, Carlsbad, CA). Six hours after transfection, medium was replaced with EV-

depleted medium for 36 h. Conditioned media were centrifuged to remove cells (500 × g, 5 

min), cell debris (2,000 × g, 10 min), large vesicles (10,000 × g, 30 min) and filtered at 0.22 

µm before ultracentrifugation to pellet EVs (100,000 × g, 2 h). Pellets were washed with 0.22 

µm-filtered phosphate-buffer saline (PBS) and ultracentrifuged a second time (100,000 × g, 2 

h). EVs were resuspended in 100 µL of 0.22 µm filtered PBS and either used immediately or 

stored at -80 °C before use. Ultracentrifugation was performed using an Optima L-80XP 

ultracentrifuge equipped with a SW 32 Ti rotor and open-top thinwall polypropylene tubes (all 

from Beckman Coulter, Indianapolis, IN). 

 

Transmission electron microscopy and immunogold labeling 

EVs were fixed in 2 % paraformaldehyde (PFA) (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA). 

Copper grids coated with a carbon film were effluxed overnight. Ten μL of EVs were placed 

on the grid for 1.5 min before being quickly wiped on blotting paper. Negative staining was 

performed with 10 µL of uranyl acetate (Agar Scientific, Stansted, UK) for a few seconds before 

being wiped on blotting paper. This operation was repeated twice. The grid was dried for a few 

minutes and then imaged with a JEOL JEM-1400 Plus (120kV) transmission electron 

microscope (acquisition time = 1 s). 

For immunogold labeling, formvar/carbon-coated nickel grids were deposited on a drop of 

samples during five minutes and rinsed twice with phosphate-buffered saline (PBS). Grids were 

then incubated on a drop of PBS supplemented with 1% Bovine Serum Albumine and then PBS 

containing 1:100 anti-VSV-G and 1:100 anti-CD63 antibodies (antibody references in Table 

S2). After six 5-minute washes with PBS, grids were further incubated for 1 hour on a drop of 

PBS containing 1:30 gold-conjugated (6 nm) goat-anti-Rabbit IgG and 1:30 gold-conjugated 

(10nm) goat-anti-Mouse (Aurion, Wageningen, Netherlands). Grids were then washed with six 

drops of PBS, post-fixed in 1% glutaraldehyde and rinsed with three drops of distilled water. 

The negative staining was then performed with three consecutive contrasting steps using 2% 

uranyl acetate (Agar Scientific, Stansted, UK) before analysis under the transmission electron 

microscope (JEOL 1011, Tokyo, Japan). 

 



 
 

 
 

 

Flow cytometry analysis of EVs 

EVs were stained for 30 minutes at 4 °C with a mix of anti-tetraspanin (CD9, CD63 and CD81) 

antibodies or corresponding control isotypes conjugated to allophycocyanin (APC) (antibody 

references in Table S2). In some experiments, EVs were also stained with an anti-VSV-G 

antibody labeled with DyLight450 using a DyLight 405 Conjugation Kit (Abcam, Paris, France) 

according to the manufacturer’s instructions. To remove aggregates, antibodies were 

centrifuged at 15,000 × g for 3 min before staining. EVs were then analyzed using an Attune 

NXT flow cytometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). 

 

Western-blot 

Samples were lyzed with radio immunoprecipitation assay (RIPA) buffer (Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, MO), incubated for 30 min at 4 °C and centrifuged at 16,000 × g for 30 min to pellet 

debris. Protein concentration was determined by bicinchoninic acid assay (BCA, Interchim, Los 

Angeles, CA) according to the manufacturer’s instructions. Unless otherwise indicated, equal 

amounts of proteins were mixed with Laemmli buffer (Bio-Rad, Hercules, CA) and heated at 

95 °C for 5 min. Proteins were separated on 4-20 % Bis-Tris gels (Genscript, Leiden, 

Netherlands) at 200 V for 40 min and transferred onto PVDF membranes (Millipore, 

Burlington, MA) at 100 V for 60 min. For immunoblots, membranes were blocked in Tris-

buffered saline (TBS) 0.05 % Tween-20, 5 % fat-free milk for 1 h at room temperature and 

incubated overnight at 4 °C with antibodies of interest (Table S3). Membranes were then 

incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies (Table S3) for 

1 h at room temperature. Membranes were then incubated with Clarity western blotting 

substrate (Bio-Rad, Hercules, CA) and imaged with a ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad, 

Hercules, CA). For detection of the HiBiT tag, the Nano-Glo HiBiT Blotting System (Promega, 

Madison, WI) was used and membranes were processed according to the manufacturer’s 

instructions. 

 

Biochemical assays 

Proteinase protection assay 

EVs were diluted in PBS or Nano-Glo Luciferase Assay Buffer (Promega, Madison, WI) and 

incubated with 22 µg/mL proteinase K (Macherey-Nagel, Düren, Germany) for 20 min at 37°C. 

Nano-Glo Luciferase Assay Substrate (Promega, Madison, WI) was added according to the 

manufacturer’s instructions and luminescence was acquired using a Mithras LB 943 



 
 

 
 

 

luminometer (Berthold Technologies GmbH, Bad Wildbad, Germany) with an acquisition time 

of 1 s. 

 

EV internalization assay 

NLuc+ EVs secreted by M113-NLuc were incubated with parental M113 for 4 h at 37 °C. To 

remove unbound EVs, recipient cells were incubated in 0.05 % trypsin-EDTA (Gibco, 

Carlsbad, CA) for 20 min at 37 °C and washed twice with PBS. Nano-Glo Luciferase Assay 

Substrate (Promega, Madison, WI) was added according to the manufacturer’s instructions and 

luminescence was acquired using a Mithras LB 943 luminometer (Berthold Technologies 

GmbH, Bad Wildbad, Germany) with an acquisition time of 1 s. In parallel, luminescence of 

EVs used as input was measured in the same conditions and was used to normalize the 

luminescence of recipient cells. 

 

Cre recombination assay 

Transduced recipient cells were seeded as monolayers or spheroids and treated with a dose of 

Cre+ or Cre+ VSV-G+ EVs equivalent to a 10:1 secreting transfected cell:recipient tumor cell 

ratio. Cells were incubated for 3 days to allow for DNA recombination and GFP expression. 

For monolayer experiments, recipient cells were trypsinized, washed twice with PBS and 

analyzed using a FACSymphony A5 flow cytometer (BD Biosciences, Pont de Claix, France). 

For 3D experiments, spheroids were washed twice with PBS, fixed in PBS 4 % PFA (Electron 

Microscopy Sciences, Hatfield, PA) for 30 min at room temperature, washed twice with PBS 

and incubated for 24 h in PBS 0.5 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) with 5 

µg/mL Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO). One day before observations, 

spheroids were cleared with Rapiclear 1.47 (Sunjin Lab, Hsinchu City, Taiwan) and mounted 

onto 15-well 3D µ-Slide (Ibidi GmbH, Gräfelfing, Germany) pre-coated with 25 µg/mL Cell-

Tak cell and tissue adhesive (Corning, Corning, NY). Spheroids were imaged using a Nikon 

A1rHD LFOV confocal microscope equipped with a 25x/1.05 oil immersion objective (Nikon 

Instruments, Tokyo, Japan). Pinhole size was set to 1 AU (15 µm), and Z-interval between two 

slices was set to 2 µm. Images were processed and analyzed using Fiji.64 GFP+ and dsRed+ areas 

of each slice were segmented using the “Auto Threshold” plugin. The “Try all” option was first 

selected to empirically determine the optimal segmentation method. Images were subsequently 

analyzed with the following settings: “method=MaxEntropy white use_stack_histogram”. 

 



 
 

 
 

 

Protein mass spectrometry 

Liquid digestion of proteins 

EVs were lysed with RIPA buffer (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO) and protein concentration 

was determined by BCA (Interchim, Los Angeles, CA) according to the manufacturer’s 

instructions. Proteins were first precipitated with ice-cold acetone for 1 h at -20 °C. After 

centrifugation at 4 °C for 15 min at 15,000 × g, the protein pellets were prepared using the 

PreOmics iST kit (PreOmics GmbH, Planegg, Germany) following the manufacturer’s 

instructions. Briefly, samples were thawed and lysed (denatured, reduced and alkylated) for 10 

min at 95 °C then Trypsin/LysC digested for 3 h at 37 °C. Purification of peptides was then 

carried out at room temperature on spin cartridge and peptides were finally eluted in 10 µL of 

LC-load buffer. Peptide concentration were determined using the Pierce colorimetric 

quantitative peptide assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) and 300 ng were injected 

into the TimsTOF Pro mass spectrometer (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany).  

 

Data acquisition by nanoLC-MS/MS 

Data acquisition by nanoLC-MS/MS was performed as previously described.65 Briefly, the 

resulting peptide mixtures were separated on a 75 μm × 250 mm C18 IonOpticks Aurora 2 

column (Ion Opticks Pty Ltd., Bundoora, Australia) with a NanoElute HPLC system (Bruker 

Daltonik GmbH, Bremen, Germany) at a flow rate of 400 nL/min at 50 °C. The separation was 

performed with a buffer gradient (buffer A: 0.1 % formic acid, 98 % H2O MilliQ, 2 % 

acetonitrile; buffer B: 0.1 % formic acid, 100 % acetonitrile) for 120 min (2 % to 15 % buffer 

B for 60 min; up to 25 % at 90 min; up to 37 % at 100 min; up to 95 % at 110 min and finally 

95 % for 10 min to wash the column). The column was coupled in-line to a timsTOF Pro (Bruker 

Daltonik GmbH, Bremen, Germany) with a CaptiveSpray ion source (Bruker Daltonik). LC-

MS/MS data were acquired by the PASEF method66 with a total cycle time of 1.31 s, comprising 

1 TIMS MS scan and 10 PASEF MS/MS scans. The 10 PASEF scans (100 ms each) contained, 

on average, 12 MS/MS scans per PASEF scan.  

 

Protein identification 

Mass spectrometry data were processed with the Data Analysis 5.1 software to produce the 

peak list of MS and MS/MS spectra (.mgf file). Peptide and protein identification was then 

performed using the Mascot database search engine (Mascot server v2.6.2; 

http://www.matrixscience.com) using its automatic decoy database search to calculate a false 



 
 

 
 

 

discovery rate (FDR) as previously described. MS/MS spectra were simultaneously compared 

to the UniProt KB UP000005640 version of November 17, 2021 human proteome database 

restricted to one protein sequence per gene (20,588 sequences), to a viral proteome database 

(UP000002327 version of March 24, 2021 VSV proteome database + UP000008269 version of 

March 24, 2021 VACV proteome database; 263 sequences) and to a common proteomic 

contaminant database from the Max Planck Institute of Biochemistry (Martinsried, Germany) 

(247 sequences). The mass tolerance for MS and MS/MS was set at 15 pmm and 0.05 Da. The 

enzyme was set to full trypsin with allowed miscleavage. The modifications are fixed 

carbamidomethylation of cysteines, variable oxidation of methionine, variable acetylation of 

lysine and N-terminal proteins, and variable deamidation of asparagine and glutamine. 

Identification results from Mascot (.dat files) were imported into the Proline Studio software 

v2.1.266. This software was then used to validate the identification of proteins with a peptide 

rank = 1, an FDR of 1 % on the peptide spectra match (PSM) score and peptides with a 

minimum score of 30 (-10*LOG10(P), where P is the absolute probability). 

 

Relative quantification and pathway enrichment analysis 

Proline Studio software was also used to the spectral count comparison of the identified proteins 

in each samples as previously described.67 For each protein, a weighted spectral count is 

calculated, as suggested in Abacus,68 where shared peptides are combined and weighted 

according to the specific spectral counts of the different Protein Sets sharing the same 

peptide(s). To detect significant difference between samples, a beta-binomial test was 

performed on these weighed spectral counts and a p-value was calculated for each Protein Set 

using the R package BetaBinomial 1.2 implemented in Proline Studio.69 Proteins that satisfied 

the following conditions were considered significantly enriched: adjusted p-value < 0.05 and 

fold-change > 2. The Venn diagram was generated with the DeepVenn online tool.70 The 

enrichment analysis of Gene Ontology Biological Process pathways was performed in STRING 

(v11.0b)71 using the list of proteins significantly enriched in VSV or VACV samples as an input 

and with “Whole Genome” as statistical background. The fold enrichment of each pathway was 

calculated using this formula: Fold-enrichment = Number of observed proteins annotated to the 

pathway / Number of proteins expected to be observed in a random list of the same size. 

 

T cell functional experiments 



 
 

 
 

 

T cell clones were incubated with a dose of EVs equivalent to a 10:1 secreting tumor 

cell:recipient T cell ratio for 24 h at 37 °C. T cells were washed once with PBS, viable cells 

were numerated with a NucleoCounter NC-3000 (Chemometec, Allerod, Denmark) and used 

for subsequent functional experiments. 

 

ELISA assay 

Spontaneous granzyme-B secretion was measured in the supernatant of WT4 cells after 24 h of 

incubation with EVs using an ELISA granzyme-B kit (R&D systems, Minneapolis, MN). 

Absorbance values at 450 nm and 570 nm were read using a Multiskan FC microplate reader 

(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) and concentrations were calculated according to the 

manufacturer’s instructions.  

 

Cytotoxicity assay 

T cell clones (CTL03.1 or WT4) were cocultured with target cells (M113-NLuc) for 6 h at 

different effector:target ratios (20:1 and 40:1 for CTL03.1; 5:1 and 10:1 for WT4). Specific 

lysis was validated by coculture of T cell clones with a non-HLA-A*0201 cell line (M6-NLuc). 

NLuc released in the supernatant was used as a readout for cytotoxicity. After incubation with 

the Nano-Glo Luciferase Assay Substrate (Promega, Madison, WI) for 10 min at RT under 

agitation, supernatants were analyzed using a Mithras LB 943 luminometer (Berthold 

Technologies GmbH, Bad Wildbad, Germany). Cytotoxicity was calculated using this formula: 

Cytotoxicity (%) = [NLuc release (RLU) – Spontaneous NLuc release (RLU) * 100] / 

[Maximum NLuc release (RLU) – Spontaneous NLuc release (RLU)]. Spontaneous NLuc 

release was obtained by analyzing supernatant of target cells cultured alone. Maximum NLuc 

release was obtained by adding 100 µg/mL digitonin (Promega, Madison, WI) to target cells 

cultured alone. 

 

CD107a surface expression assay 

WT4 cells were cocultured with target cells (M113) for 2 h at a 2:1 effector:target ratio in 

presence of 5 µM monensin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) and 8 µg/mL Alexa Fluor 647-

conjugated anti-CD107a antibody (clone H4A3, Biolegend, San Diego, CA). Cells were 

harvested, washed once with PBS, stained with 0.125 µg/mL R-phycoerythrin conjugated anti-

CD8 antibody (clone HIT8a, BD Biosciences, Pont de Claix, France) for 30 min at 4 °C, and 

analyzed using an Accuri C6+ flow cytometer (BD Biosciences, Pont de Claix, France). 



 
 

 
 

 

 

Statistical methods 

Unless stated otherwise, data are represented as the mean ± standard deviation (SD) of 

biological replicates. For EV diameter measurement, statistical significance was determined 

using a t-test. For all other experiments, when comparing 3 or more groups, statistical 

significance was determined using the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple 

comparison test. When comparing two groups, statistical significance was determined using the 

one-tailed Mann-Whitney test. *p-value ≤ 0.05; **p-value ≤ 0.01; ****p-value ≤ 0.0001. 

Statistical analyses were performed using Prism 8.0 (GraphPad Software, Boston, MA). 

 

Data availability statement 

Liquid-based mass-spectrometry results are available online (Table S1). Other raw data and 

materials can be made available upon reasonable request to the corresponding author. 
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Figures 

 

Figure 1. Tumor cells secrete more extracellular vesicles upon oncolytic virus infection. 

(A-B) M113 melanoma cells were infected by VSV-GFP or VACV-GFP at MOI = 0.1 or 1. 

Cell viability (A) and expression of the viral transgene (B) were measured over time. Dotted 

lines indicate when EVs were harvested in subsequent experiments. Data are presented as mean 

(SD). n = 3 to 4 biological replicates. (C) Representative transmission electron micrographs of 



 

 
 

 

EVs secreted by uninfected, VSV-infected or VACV-infected M113 melanoma cells. Scale bar 

represents 100 nm. (D) Diameter of EV-shaped particles identified by transmission electron 

microscopy. Data are represented as mean (SD). n = 103 to 124 single EVs per condition. ** p-

value = 0.0032 (Kruskal-Wallis test) (E) Western-blot analysis of EV (ALIX, CD81, CD63) or 

cellular (Calnexin) markers expression in cell lysates (C) or corresponding EV lysates (EVs) 

from uninfected, VSV-infected or VACV-infected M113 cells. Three µg of proteins were 

loaded in each lane. Representative of 5 independent experiments. (F-G) Single-EV flow 

cytometry analysis of EVs stained for tetraspanins (CD9/CD81/CD63). (F) EVs were gated 

based on the forward and side scatter parameters. (G) Relative quantification of 

CD9/CD63/CD81+ EVs secreted by M113, M6 melanoma or ADCA153 lung adenocarcinoma 

cells. Data are presented as mean (SD). n ≥ 3 biological replicates. **** p-value < 0.0001, * p-

value = 0.0199 and 0.0189 for M6 and ADCA153, respectively (Kruskal-Wallis test). (H-I) 

Western-blot analysis of EVs secreted by tumor cells, with equal volumes (10µL) of EV lysates 

from uninfected or VSV-infected cells loaded in both lanes. Representative of 6 biological 

replicates. (I) Quantification of the CD63 signal on 6 biological replicates. Data are presented 

as mean (SD). ** p-value = 0.0022 (Mann-Whitney test). 

 



 

 
 

 

 

Figure 2. Tumor EVs spontaneously package proteins of viral origin. 

(A) Western-blot analysis of GFP and CD81 in EVs secreted by M113 cells infected by GFP-

encoding VSV or VACV. Representative of 3 biological replicates. (B) Proteinase protection 

assay of EVs secreted by M113, Meso163 or ADCA153 cells infected by VSV-NLuc. EVs 

were incubated with either detergent, proteinase K or both before adding the NLuc substrate. 

Data are presented as mean (SD). n = 3 biological replicates. * p-value = 0.0125, 0.0372 and 

0.0125 for M113, Meso163 and ADCA153, respectively (Kruskal-Wallis test). (C-D) 

Representative transmission electron micrographs of EVs secreted by uninfected or VSV-

infected M113 cells and labeled with (C) an anti-VSV-G antibody coupled to 6-nm gold 

particles or (D) anti-CD63 (10-nm gold particles) antibodies and anti-VSV-G (6nm gold 

particles). Arrows indicate CD63 staining. (E) Single-EV flow cytometry analysis 

(CD9/CD63/CD81 and VSV-G) of EVs secreted by uninfected, VSV-infected or VACV-



 

 
 

 

infected M113 cells. (F) Relative quantification of CD9/CD63/CD81/VSV-G+ EVs secreted by 

M113 cells. Data are presented as mean (SD). n = 3 biological replicates. 

 

 

 



 

 
 

 

 

Figure 3. Viral material enhances EV-mediated intercellular protein transfer. 

(A) EVs secreted by uninfected, VSV-infected or VACV-infected M113-NLuc cells were 

incubated for 4h with parental M113 cells. EV internalization by recipient cells was measured 

by analyzing luminescence of target cells, normalized with input EV luminescence. Data are 



 

 
 

 

presented as mean (SD). n = 3 or 4 biological replicates. * p-value =  0.0115 (Kruskal-Wallis 

test). (B-C) EVs of Lenti-X 293T cells transfected to express Cre ± VSV-G were incubated 

with tumor cells transduced to express GFP upon Cre recombination. (B) Western-blot analysis 

of Cre, VSV-G, ALIX and Calnexin in purified EVs from transfected HEK cells. Three µg of 

proteins were loaded in each lane. Representative of 2 independent experiments. (C) Flow 

cytometry analysis of recipient cells incubated with Cre+ or Cre+ VSV-G+ EVs. The dotted lines 

indicate the background percentage of recipient cells expressing GFP. Data are presented as 

mean (SD). n = 2 to 4 biological replicates. * p-value = 0.05 for H441, H1975, Meso34, M113, 

HFF-2 and 0.0476 for THP-1 (Mann-Whitney test). (D) Confocal micrographs of tumor 

spheroids (loxP-dsRed/GFP-loxP H441 cells) incubated with mock, Cre+ or Cre+ VSV-G+ EVs. 

Images represent the maximum intensity Z-projections of all imaged slices. Scale bar represents 

100 µm. (E) Quantification of the GFP+ area in tumor spheroids (loxP-dsRed/GFP-loxP 

Meso34 or H441 cells from (D). Data are represented as the ratio of GFP+ area over dsRed+ 

area within the same spheroid. n = 2 to 4 spheroids imaged per condition. * p-value = 0.0495 

(Kruskal-Wallis test). (F) Confocal micrographs of MCTS (unlabeled Meso34 cells + loxP-

dsRed/GFP-loxP THP-1 cells) incubated with mock, Cre+ or Cre+ VSV-G+ EVs. Images 

represent the maximum intensity Z-projections of all imaged slices. Scale bar represents 100 

µm. (G) Quantification of the GFP+ area in tumor spheroids (unlabeled Meso34 + loxP-

dsRed/GFP-loxP THP-1 or HFF-2 cells from (F). Data are represented as the ratio of GFP+ area 

over dsRed+ area within the same spheroid. n = 3 to 5 spheroids imaged per condition. * p-value 

= 0.0426 (Kruskal-Wallis test). 

 



 

 
 

 

 

Figure 4. Exploratory mass spectrometry screen identifies immunity-related proteins in 

EVs secreted by VSV-infected tumor cells. 

Liquid chromatography mass spectrometry-based proteome analysis of EVs secreted by M113 

cells. n = 2 biological replicates. (A-B) Relative quantification of proteins most commonly 



 

 
 

 

identified in Vesiclepedia36 (A) or annotated as ectosomes or exosomes markers37 (B). (C) Venn 

diagram of the identified proteins. (D) Volcano plot of proteins significantly enriched or 

depleted in EVs-VSV. Proteins encoded by interferon-stimulated genes are highlighted in red. 

(E) Significantly enriched Gene Ontology (GO) biological pathways in EVs-VSV. (F) Volcano 

plot of proteins significantly enriched or depleted in EVs-VACV. Proteins involved in 

endosomal transport are highlighted in blue. (G) Significantly enriched GO biological pathways 

in EVs-VACV. (H-I) Western-blot validation of the enrichment of the melanoma antigen 

Melan-A in EVs-VSV secreted by M113 cells. (H) Representative experiment of 3 biological 

replicates. (I) Relative quantification of the Melan-A signal / CD81 signal in cell lysates (C) or 

EVs. n = 3 biological replicates. * p-value = 0.05. (J-L) Western blot validation of the 

enrichment of MHC class I molecules in EVs-VSV or EVs-VACV. (J) Detection of HLA-ABC 

and β2-microglobulin in EVs from uninfected and VSV-infected M113 cells. Three µg of 

proteins were loaded in each lane. Representative of 3 biological replicates. (K) Detection of 

HLA-ABC, CD63, CD81 and Calnexin in EVs from uninfected and VSV-infected M6 or 

ADCA153 cells. Three µg of proteins were loaded in each lane. Representative of 3 biological 

replicates. (L) Relative quantification of the HLA-ABC signal in EVs-VSV and EVs-VACV 

from different cell lines compared to EVs from uninfected cells. n = 5 to 7 biological replicates. 

** p-value = 0.0039 and 0.084 for EVs-VSV and EVs-VACV, respectively (Kruskal-Wallis 

test). 

 



 

 
 

 

 

Figure 5. EVs secreted by OV-infected tumor cells partly enhance the cytotoxicity of anti-

tumor CD8+ T cell clones. 

(A) EVs secreted by M113 cells were incubated with the WT4 or CTL03.1 CD8+ T cell clones. 

Supernatants from the coculture were collected, and T cells were incubated with M113 target 

cells to assess their functions. All data are represented as mean (SD). (B) Cytotoxicity of T cells 

(clones WT4 and CTL03.1) measured by NLuc release from target M113-NLuc cells. n = 3 

biological replicates. * p-value = 0.05 (Mann-Whitney test). (C) ELISA analysis of granzyme-

B secretion induced by EV incubation, normalized to the spontaneous granzyme-B secretion by 

T cells that were not incubated with EVs. n = 4 to 8 biological replicates. * p-value = 0.0176 

(Mann-Whitney test). 

 

 

 

 



 

 
 

 

Tables 

Table 1. List of primers used for plasmid cloning. 

Primer name Primer sequence 

fwCre_pcDN

A-Palm 

5’-GCTCCGGAGGAGGAGGATCCtccaatttactgaccg-3’ 

rvCre_pcDN

A 

5’-CCAGGCGCTCGCGGCCGCatcgccatcttccagcagGCGC-3’ 

fwNLuc_pM

X 

5’-

CAGTGTGGTGGTACGGGAATTCATGGTCTTCACACTCGAAGATT

TCG-3’ 

rvNLuc_pM

X 

5’-

AATCTGGCTAGCTTAACAATTGCTAGTTAACTTACGCCAGAATG

CGTTCGC-3’ 
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Abstract  

The tumor microenvironment (TME) of non-small cell lung cancer (NSCLC) is highly 

heterogeneous and is involved in tumorigenesis and resistance to therapy. Among the cells of the 

TME, endothelial cells are associated with the latter processes through endothelial-to-

mesenchymal transition (EndMT). During EndMT, endothelial cells (ECs) progressively lose their 

endothelial phenotype in favor of a mesenchymal phenotype, which favors the production of 

cancer-associated fibroblasts. Our study aimed to investigate the consequences of exposure to 

different lung tumor secretomes on EC phenotype and plasticity. Conditioned media (CM) were 

prepared from the tumor cell lines A549, H1755, H23, H1437 and H1975. Proliferation and 

migration of endothelial cells treated with these CMs were assessed by Cyquant® and Incucyte® 

technologies, respectively. The angiogenic capacity of ECs was assessed by following 

tubulogenesis on Matrigel®. Phenotypic changes in treated ECs were detected by flow cytometry. 

Morphological analysis of actin fibers was performed by immunohistochemistry, while proteomic 

analysis by mass spectrometry was used to identify the protein content of secretomes. A change 

of the endothelial phenotype was found when HUVECs were treated with different CMs. This 

phenotypic change was associated with a morphological change, an increase in both stress fiber 

expression and spontaneous migration. Furthermore, an increase in mesenchymal markers (α-SMA 

and CD44) confirmed the phenotypic changes. However, the secretomes did not modify the rate 

of double-labelled cells (vWF+/α-SMA+ or CD31+/CD44+). Proteomic analysis identified potential 

targets involved in the EndMT with therapeutic relevance. Taken together, these data suggest that 

CMs can induce partial EndMT. 

Keywords: Non-small cell lung cancer, endothelial-to-mesenchymal transition, secretome, 

endothelial cell plasticity  



Introduction  

   
Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the most common lung cancer which accounts for 85% of 

all lung cancers1,2 Despite therapeutic advances, NSCLC has a poor prognosis with a 5-year 

survival rate of 15% owing to treatment resistance and tumor progression3. NSCLC is characterized 

by a heterogeneous tumor microenvironment (TME). During the last decade, the implication of 

the TME has been recognized as a main actor in tumor progression, aggressiveness and as a source 

of drug resistance4. This TME includes endothelial cells (ECs), cancer-associated fibroblasts 

(CAFs), a characteristic extracellular matrix (ECM), neuronal cells as well as infiltrating immune 

cells5.  

ECs are one of the main actors in angiogenesis, which is defined as the formation of new vessels 

from pre-existing networks6,7of. This pathophysiological process is essential for tumor growth, 

migration, invasion of tumor cells and metastatic dissemination. Largely exposed to cues from the 

TME, ECs can undergo various phenotypic changes among which the endothelial-to-mesenchymal 

transition (EndMT)8,9,10. The EndMT is a cell differentiation process that potentiates the acquisition 

of mesenchymal-like properties with a reduced cell proliferation, morphological alterations 

(spindle shape and appearance of stress fibers, decrease of cell-cell adhesion and polarity), 

enhanced migration, and increased mesenchymal markers including 𝛼-SMA (𝛼-smooth muscle 

actin), CD44, N-cadherin or fibronectin9,11,12. In addition, EndMT-transiting cells exhibit a decrease 

of endothelial markers such as VEGFR2, vonWillebrand Factor (vWF) and CD31, and an impaired 

tube formation capacity13. Ultimately, the EndMT is believed to increase the invasive and 

metastatic dissemination properties of tumor cells through the conversion of ECs into CAFs14,15. 

Despite this well-established process, a partial EndMT has been reported, with transiting ECs 

expressing a mixed phenotype16. Because of their great plasticity, the EndMT phenomenon can be 



reversible or can only partially take place, resulting in the temporary and reversible appearance of 

cells with an intermediate phenotype that concomitantly displays endothelial and mesenchymal 

characteristics16,17. In addition, various studies are beginning to highlight the involvement of partial 

EndMT in angiogenesis and that a disruption in its program could thus contribute to the abnormal 

and pathological growth of blood vessels18,19. 

In lung, while EndoMT has been mostly studied in fibrosis, its characterization in NSCLC is still 

in its infancy20,21. The aim of this study was to demonstrate how the secretome of different NSCLC 

tumor lines can influence EC plasticity, particularly about the EndMT.  

   

Materials and methods  

Cell culture and treatment  

NSCLC cell lines were obtained from the ATCC (LGC Standards): NCI-H1755 [H1755], A549 - 

CCL-185, NCI-H23 [H23] - CRL-5800, NCI-H1437 [H1437] - CRL-5872, NCI-H1975 [H1975] 

- CRL-5908. They were grown in RPMI supplemented with 10% fetal bovine serum 

complemented (SVFd), 2 nM L-glutamin and 1% streptomycin/penicillin (PS).  

Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were obtained from LONZA (C2519A) and 

cultured in Endothelial Cell Growth Medium-2 medium supplemented with fetal bovine serum 

(0.02 mL/mL), and different growth factors. Cells were cultured at 37°C and 5% CO2. HUVECs 

were used between the first and sixth passage.  

Conditioned media (CM) were produced from the different NSCLC lines. To ensure 

reproducibility, a specific cell number was seeded for every type of tumor cell line, so that 70-90% 

of confluence is reached at the end of the experiment. Half-diluted NSCLC CM with completed 

EGM-2 medium was used to treat ECs. HUVECs were treated by CM for 48 and 72 hours.  



Combination of TGF- 2 (130-123-657; Milteny®) (10 ng/mL) and IL-1  (130-093-897; 

Milteny®) (10 ng/mL) was used as EndMT positive control.  

   

Viability assay  

HUVECs were cultured in 96-well plates at 5,000 cells/well. After treatment, medium was 

replaced by 50 L EGM-2 completed with 50 L CellTiter-Glo® (Promega®). After shaking, the 

plate was incubated at room temperature for 10 minutes and luminescence was read with 

CLARIOstar® equipment. 

   

Immunofluorescence  

HUVECs were cultured in 24-well plates at 15,000 cells/well on gelatin-coated glass coverslips. 

After treatment, the medium was removed, and cells were washed with 1X PBS and fixed with 4% 

paraformaldehyde (PFA) for 30 minutes. Cells were permeabilized with 0.5% triton + 2% BSA 

for 2 hours. Cells were, first, incubated with vWF antibody (ab6994; Abcam®) and then, with the 

secondary antibody anti-rabbit Alexafluor 647 (A21245; Thermo Fisher Scientific®). Moreover, 

cells were treated with phalloïdin 488 (A12379; Invitrogen®) and Hoechst 33342 (14533; Sigma 

aldrich®). Observations were realized with a confocal microscope using 60X magnification. Three 

pictures/well were analyzed using Fiji/ImageJ software.   

   

Proliferation assay  

HUVECs were cultured in 96-well plates at 5,000 cells/well. After treatment, medium was 

removed and 50 L of Cyquant® probe (C35006; Thermo Scientific®) were added in each well. 



After an incubation for 45 minutes at 37°C and 5% CO2, the plate was read with a 

spectrophotometer (SpectroMax M2) at 485 nm excitation and 530 nm emission.  

   

Sprouting assay  

HUVECs were cultured in 6-well plates at 120,000 cells/well for the condition “48 hours” and 

100,000 cells/well for the condition “72 hours”. After treatment, 40 L of ECM gel (Corning®) 

was plated and 15,000 cells/well were seeded. The sprouting was allowed to proceed for 6 hours. 

Formation of sprouting networks was observed with a micropatterning microscope using 4X 

magnification. Three pictures/well were analyzed using ImageJ software with the angiogenesis 

analyzer plugin developed by Carpentier et al.22.  

   

Migration  

HUVECs were cultured in 6-well plates at 120,000 cells/well for the condition “48 hours” and 

100,000 cells/well for the condition “72 hours”. After incubation, 4,000 cells/well were seeded 

with their respective treatment and placed in the IncuCyte® at 37°C and 5% CO2.  The migration 

was observed with IncuCyte® microscope using 10X magnification. The migration was allowed 

for 24 hours with 5 pictures/well every hour. Pictures were analyzed using Fiji/ImageJ software.  

   

Flow cytometry  

HUVECs were cultured in 6-well plates at 120,000 cells/well for the condition “48 hours” and 

100,000 cells/well for the condition “72 hours”. After treatment, cells were fixed with 2% PFA 

+1X PBS solution and then permeabilized with a 0.1% Tween20 +1X PBS. Cells were incubated 

with AlexaFluor488 conjugated anti-vWF (ab195028; Abcam®) and APC conjugated anti- -SMA 



(IC1420A; R&D Systems®), or PE conjugated anti-CD31(FAB3567P; R&D Systems®) and APC 

conjugated anti-CD44 (338806; Biolegend®) antibodies for 30 minutes at room temperature. 

Analysis was conducted with BD FACS CantoTM II equipment (Biosciences®), and measurements 

were processed with FlowJo® V10 software.  

   

Secretome proteomic analysis  

1.      Digestions and LC-MS/MS analyses were performed at the Prot’ICO proteomics 

facility: 

The cells were incubated 72 hours in RPMI with 10%SVFd and 1% PS. Supernatants were washed 

away with 1X PBS and replaced by RPMI without SVF and allowed to condition this new medium 

for 24 hours. Cells were counted for subsequent normalization, and CM (~6 mL) were collected 

and centrifuged 5 min at 300g and concentrated on an amicon spin reverse 5 kDa/2mL membrane 

filtration device. Proteins were denatured in 0.1% Rapigest SF™ acid-labile detergent (Waters®), 

5 mM DTT and 50 mM ammonium bicarbonate, at 95°C for 30 min (200 µL final). Thiol residues 

were thus chemically reduced and subsequently cooled down to RT then protected by alkylation 

in 20 mM MMTS (Sigma Aldrich®) for 10 min at 37°C. 5µg of trypsin (ABSciex) per sample were 

added and incubated at 37°C overnight. Peptides were then cleared by centrifugation, desalted on 

C18 sep-pack reverse phase microcolumns as described in the “Stage-tips” procedure and peptides 

were eluted in Acetonitrile (ACN)23. Eluates were dried in a vacuum centrifuge concentrator 

(Thermo), resuspended in 25 µL of 10% ACN and 0.1% Formic Acid (FA). Eluate flow was 

electrosprayed into a timsTOF Pro 2 mass spectrometer (also from Bruker®) for the 60 min 

duration of the hydrophobicity gradient ranging from 99% of solvent A ( 0.1% FA in milliQ-grade 



H2O) to 40% of solvent B (80% ACN and 0.1% FA in mQ-H2O). The mass spectrometer acquired 

data throughout the elution process and operated in data-independent analysis mode (DIA) with 

PASEF-enabled method using the TIMS-Control v.3.1.4 software (Bruker®). Samples were 

injected in batch replicate order to circumvent possible technical biases.  

2.      LC-MS/MS data analysis:  

The raw data were extracted, normalized and analyzed using Spectronaut software v. 

18.6.231227.55695 (Biognosys®) in Direct-DIA mode, which modelized elution behavior, 

mobility and MS/MS events based on the Uniprot/Swissprot sequence 2022 database of human 

proteins. Protein identification false discovery rate (FDR) was restricted to 1% maximum, with 

match between runs (MBR) option enabled and inter-injection data normalization. The precursors’ 

and fragments’ mass tolerances were set to 15 ppm. Oxidation of methionines was set as variable 

modifications while thiol groups from cysteines were considered completely alkylated by the 

MMTS reagent (Methylation). A minimum of two ratios of peptides was required for relative 

quantification between groups. Protein quantification analysis was performed using Label-Free 

Quantification (LFQ) intensities. The resulting protein LFQ values were compared between groups 

as per the principal component analysis (PCA). Namely the group consisting of H1975 (n=5), H23 

(n=5) and H1437 (n=5) samples were used as a comparison to the two other separated groups with 

A549 (batch 1 with n=3 and batch 2 with n=5) or H1755 samples (batch 1 with n=3 and batch 2 

with n=5). Of note, we did not observe any significant variations between the two batches of 

samples (cf. PCA plot). Differentially-up-regulated proteins were visualized with the 

EnhancedVolcano R function. Venn diagram was used to identify congruent differentially up-

regulated proteins (LogFC>1, adjusted p-value<0.05) between H1755 vs H1975+H23+H1437 and 



A549 vs H1975+H23+H1437. Pathway level analysis was performed using the fgseaMultilevel 

function with adjusted p-value<0.05, only considering pathways with more than 3 proteins. 

MSigDB Hallmark 2020 and GO_Biological_Process_2023 were interrogated. Correlation 

heatmap was generated with the pheatmap function on the scaled expression of proteins from the 

“MSigDB Hallmark 2020 - Epithelial Mesenchymal Transition”, “Extracellular Matrix 

Organization - GO:0030198” and “Collagen Fibril Organization - GO:0030199”. The mass 

spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange Consortium via the 

PRIDE24 partner repository with the dataset identifier PXD054295 

(https://www.ebi.ac.uk/pride/archive/projects/PXD54295).  

   

Patient survival and correlation analysis  

SPP1 expression was generated using KM-plotter25 with the following parameters: median SPP1 

(218058_at) expression, median survival, Cox univariate regression (n=1161 patients). Correlation 

analysis was performed using GEPIA 226 between SPP1 and PECAM1 in LUAD tumor, LUAD 

Normal and Lung GTEx datasets. Spearman correlation index was calculated.  

   

Statistical analysis  

Statistical analyses were performed with GraphPad® Prism® 8.3 software (GraphPad® Software, 

LLC). To compare the different conditions at a given time, the non-parametric Kruskal-Wallis test 

was used followed by Bonferroni correction (post-hoc Dunn test) when appropriate. Comparisons 

between a condition at different times were assessed using non-parametric Mann-Whitney test.  

  



Results  

   

Cancer cell secretomes have no effect on endothelial cell viability, proliferation and tube 

formation  

To better understand how cancer cells can remodel the vascular compartment, we sought to 

discover the impact of cancer cell secretomes on endothelial cell biology. Since the cancer cell 

lines tested are grown in different media than endothelial cells (RPMI versus EGM2), and since 

endothelial cells are sensitive to media composition27, we first investigated the effect of a 50:50 

mixture of RPMI:EGM2 on endothelial cells.. Compared to EGM2, treatments for 48 hours and 

72 hours with RPMI:EGM2 did not alter cell viability (Figure S1A), proliferation (Figure S1B), 

their ability to form capillaries on ECM gel (Figures S1C-S1E), or their morphology (Figure 

S1F). Similarly, there was no difference in endothelial cell migration after treatment with either 

condition (Figures S1G-S1H). Therefore, we selected EGM2 as the control condition for the 

remaining experiments. 

No significant decrease in cell viability was observed after treatment with all CM after 48 hours 

and 72 hours compared to control condition (Figure 1). Seemingly, after 48 hours treatment, no 

change in endothelial cell proliferation was observed compared to the control condition. 

Furthermore, although endothelial cell proliferation increased significantly between 48 and 72 

hours (whatever the treatment conditions), after 72 hours there was no difference in proliferation 

between each treatment condition compared with the control condition (Figure 2). Tubulogenesis 

was performed using endothelial cells treated with each of the CMs prior to their seeding on a 3D 

matrix (Figure 3A). After 48 hours of treatment, no difference in the number of meshes (Figure 



3B) or in the total master segments length was observed (Figure 3C). However, after 72 hours 

treatment, a slight increase in the number of meshes (Figure 3B) and the total master segments 

length (Figure 3C) was found in cells treated with CM from A549 and H1755 compared to the 

control condition. This increase was not found in the other conditions.  

Endothelial cells treated with different cancer cell secretomes adopt a partial endothelial-to-

mesenchymal phenotype  

In response to various stimuli, the endothelial cells can undergo the EndMT that fosters tumor cell 

progression, aggressiveness and treatment resistance10. Among these different stimuli, cytokines 

such as TGF-β2 and IL-1β effectively induce EndMT28,29 and have been chosen as positive control 

in this study. While a significant decrease in viability and proliferation was observed in TGF-

β2/IL-1β-treated HUVECs compared to control cells after both 48 and 72 hours of treatment, there 

was only a slight reduction in their ability to form stable tubular structures (Supplemental Figure 

S2).   

In addition to the functional and physiological disruption of phenotypic characteristics, EndMT is 

also characterised by a subtle change in the expression of protein markers20. Again, we first ruled 

out any difference between EGM2 and the RPMI:EGM2 mixture in terms of endothelial (vWF) or 

mesenchymal (α-SMA) marker expression by flow cytometry (Supplemental Figure S3A-B). 

After both 48 hours and 72 hours of treatment with TGF-β2/IL-1β, no change was observed in the 

percentage of vWF+/α-SMA+ endothelial cells as compared to the control condition. However, we 

observed a decrease in the percentage of vWF+/α-SMA+ cells treated with CMs from A549 and 

H1755 after 48 hours and 72 hours of treatment (Figure 4A). Interestingly, this decrease was not 

observed in HUVECs treated with CMs from H23, H1437 or H1975 (Figure 4C). 



At 48 hours, treatment with TGF-β2/IL-1β induced an expected increase in the percentage of vWF-

/α-SMA+ cells compared to the control condition, although not significant. Surprisingly, in 

comparison, HUVECs treated with CMs from A549 or H1755 induced a strong increase in the 

percentage of vWF-/α-SMA+ cells after 48 and 72 hours of treatment (Figure 4B; Supplementary 

Figure S3C-D). This increase was statistically significant for HUVECs treated with CM from 

A549 at 48 hours and from H1755 at 72 hours compared to the control condition (Figure 4B). 

Although the percentage of vWF-/α-SMA+ cells was induced, the results appear less pronounced 

in HUVECs treated with CM from H23, H1437 or H1975 (Figure 4D).  

Recently, CD44 variants have been linked to the EndMT in a context of pulmonary hypertension30. 

We therefore investigated a second pair of markers, using CD31 and CD44 as endothelial and 

mesenchymal markers, respectively. We showed that none of the treatments modified the 

percentage of CD31+/CD44+ cells at 48 hours, whereas a slight decrease in the level of 

CD31+/CD44+ cells was observed at 72 hours in HUVECs treated with CM from A549 and H23 

compared to the control condition. (Figure 4E). Although the level of expression of CD31-/CD44+ 

cells was practically zero after 48 hours, regardless of the treatment, we observed an increase in 

the percentage of CD31-/CD44+ cells in the presence of TGF-β2/IL-1β and the different CM 

compared to the control condition. (Figure 4F). Although most cells treated with CM retain 

expression of the endothelial marker CD31, a small fraction begin to express the mesenchymal 

protein CD44.  

Secretome increases stress fiber expression and alters endothelial cell morphology  

The EndMT process is usually associated with cytoskeleton remodeling and change in 

morphology, a prerequisite for the pro-migratory phenotype of mesenchymal and EndMT-



transiting endothelial cells31. Confocal microscopy observations showed an altered cell 

morphology with elongated and enlarged cells after 48 and 72 hours of treatment with TGF-β2/IL-

1β or each cancer cell CM compared to the control condition (Figure 5). In addition, phalloidin 

staining in TGF-β2/IL-1β-treated HUVECs at both treatment times revealed a striking increase in 

the number of thick stress fiber bundles, which were generally aligned along the major cell axis. 

We observed a similar phenotype in all CM treatment conditions (Figure 5).  

Secretomes increase the migration of cells whose phenotype is altered  

In close correlation with cell shape and morphology, we then sought to characterize the effect of 

cancer cell secretomes on endothelial cell migration. At 48 and 72 hours, a significant increase in 

cumulative distance and cell velocity was found in both TGF-β2/IL-1β-treated cells and H1755-, 

H23- and H1437-treated cells compared to control cells (Figure 6A-B). Although not statistically 

significant, a similar increase was observed at both treatment times in cells treated with CM from 

A549 and H1975 compared to control cells (Figure 6A-B).  

Proteomic analysis of the secretomes revealed mediators of the EndMT  

Secretomes from the different NSCLC lines tested mediate various phenotypic alterations of 

exposed endothelial cells, with A549 and H1755 inducing the most pronounced effects. We thus 

screened by mass-spectrometry analysis the composition of the NSCLC CMs and principal 

component analysis (PCA) identified three main groups of samples. A first group encompassing 

mixed samples from H1975, H23 and H1437 cells, a second with H1755 samples, and a third with 

A549 samples (Figure 7A). On this basis, differential analysis was performed to highlight 

deregulated proteins in H1755 or A549 compared to the H1975+H23+H1437 group 



(Supplemental Figure S4A). Among the significantly up-regulated proteins from H1755 and 

A549 (Log FC>1, adjusted p-value<0.05), 132 proteins were found in common (Figure 7B) and 

relate to the epithelial-to-mesenchymal transition (or EndMT in endothelial cells), angiogenesis 

and reactive oxygen species signaling pathways, which rank as three most prevalent pathways 

(Figure 7C, Supplemental Figure S4B). Gene ontology analysis also pinpointed key biological 

processes involving extracellular matrix and collagen fibril organization (Supplemental Figure 

S4C), further shedding light onto the matrix-remodeling potential of A549 and H1755 secretomes. 

Correlation heatmap representation of the top deregulated proteins involved in the EndMT (eg. 

TGFß1/2, SPARC, SPP1, MMP2, SERPINE1, TAGLN, VIM) and matrix-remodeling signaling 

pathways (eg. COL1A1/5A1/5A2/6A2/14A1, NID1/2, POSTN, LOX) further confirmed the 

sample group distribution identified by PCA (Figure 7D). Notably, different protein expression 

patterns were distinguished between the A549 and H1755 secretomes. Finally, we selected the 

most commonly up-regulated target in A549 (3.02 Log2FC) and H1755 (5.74 Log2FC), namely 

the SPP1/Osteopontin, which expression was correlated to poor survival in patients with lung 

adenocarcinoma (LUAD) (Figure 7E). Interestingly enough, SPP1 expression was inversely 

correlated to PECAM1 (encoding for the endothelial marker CD31) in tumor and healthy LUAD 

TCGA samples (Figure 7F).  

   

  



Discussion  

The aim of the present study was to investigate the effect of conditioned media from NSCLC tumor 

cell lines on the endothelial cell phenotype. Interestingly, a modification of the endothelial 

phenotype was found when HUVECs were treated with different CMs from different NSCLC cell 

lines. This phenotypic change was associated with a morphological change, an increase in both 

stress fiber expression and spontaneous migration. Furthermore, an increase in mesenchymal 

markers (α-SMA and CD44) confirmed the phenotypic changes. However, the secretomes did not 

significantly reduce the expression of endothelial markers (vWF) and did not modify the rate of 

double-labelled cells (vWF+/α-SMA+ or CD31+/CD44+) because it remained high. Taken together, 

these data suggest that CMs are capable of inducing partial EndMT.  

Endothelial cells are known for their plasticity during angiogenesis32,33 or EndMT34,35. EndMT was 

first described in cardiac fibrosis and pulmonary hypertension36. Its involvement in NSCLC was 

demonstrated in a study investigating the effect of conditioned media on HUVECs, with an 

increase in resistance to anticancer treatments in lung cancer cell lines. Dynamic interactions 

involving both cancer cells and vascular ECs have been proposed to explain the induction of 

EndMT. Using 2D and 3D models, the authors confirmed crosstalk between tumor cells and ECs 

to induce phenotypic changes37. In addition, another study in uterine squamous cell carcinoma 

showed that PAI-1/SERPINE1 CAFs promoted the differentiation of lymphatic endothelial cells 

into mesenchymal cells, again highlighting the close interactions between tumor and endothelial 

cells to induce EndMT38. The data from these studies justify the experimental models chosen for 

our study. Under these conditions, we showed a morphological change associated with an increase 

in both stress fiber expression and cell migration. Taken together, these data suggest a phenotypic 

transition of CM-treated EC in favor of a mesenchymal phenotype as it has been described by 



several authors. For instance, Pinto et al. showed that the acquisition of an invasive phenotype in 

TGF- 2-induced EndMT is mediated by a SNAIL signaling pathway39. Similarly, it has been 

demonstrated by Ma et al. an increase in the migratory capacity of mouse pulmonary vascular 

endothelial involved in EndMT induced by PM2.5 particles40.  

To confirm this NSCLC secretome-induced differentiation of ECs, the expression of various 

mesenchymal and endothelial markers was assessed by flow cytometry. EndMT is characterized 

by a loss of expression of endothelial markers in favor of mesenchymal markers. In this study, two 

pairs of endothelial and mesenchymal markers were tested to avoid the variability caused by the 

type of vascular cells used41. Interestingly, the secretome of two NSCLC cell lines appeared to alter 

the expression of the markers tested. The secretome of A549 and H1755 cells induced an increase 

in the expression of vWF-/ -SMA+ cells and a decrease in the expression of vWF+/ -SMA+ cells. 

The same trends were confirmed, albeit to a lesser extent, in the study of the expression of the pair 

CD31/CD44. The absence of a clear reduction in double-labeled cells in favor of cells significantly 

expressing mesenchymal markers suggests that, under the experimental conditions chosen, 

NSCLC secretomes induce partial EndMT. It is necessary to consider the chosen experimental 

protocol to explain this partial EndMT. In fact, while studies have confirmed robust EndMT42 

characterized by phenotypic changes in endothelial cells after at least one week of treatment28, we 

chose to treat HUVECs with tumor cell secretomes for a maximum of 72 hours. This choice was 

based on preliminary studies conducted by our team43 in which it has been confirmed the absence 

of toxicity of tumor cell secretomes towards endothelial cells. Furthermore, in this study the 

analysis of EndMT was conducted on endothelial cells cultured in 2D while the use of 3D spheroid 

models seems to be more favorable for the induction of EndMT. In recent years, a paradigm shift 

from 2D to 3D cell culture techniques has occurred, because 2D cell culture involves growing cells 



in a flat dish, which can lead to the formation of unnatural cell attachments. Further, simplifying 

the 2D assay system does not provide us the data that would be utilized in translational research. 

Hence, Kim et al. conducted comparative studies of the effects of secretomes on the activation of 

EndMT in HUVECs in 2D and 3D cultures of NSCLC cells and confirmed that the increase in 

certain growth factors in NSCLC-3D culture conditions may lead to the activation of the EndMT 

process in HUVECs37. It will therefore be appropriate to plan further experiments to assess the 

EndMT capacity of endothelial cells included into 3D tumor spheroid models.  

Other interesting hypotheses regarding partial EndMT have been proposed in a recent study by 

Takahashi et al.13. Thus, they suggested that EndoMT is closely associated with tumor progression 

through the formation of CAFs and angiogenesis. CAFs originated from the cells that have 

undergone full EndoMT and they proposed that those cells cannot reverse to endothelial cells, 

while partial EndoMT state is a reversible phenotype allowing cells to regain their endothelial 

characteristics35. This retrieval of endothelial characteristics was confirmed, in our study, following 

the increase in the capacities of ECs treated with A549 and H1755 cell secretomes to form 

capillaries on Matrigel® after 72 hours of incubation.  

In order to identify NSCLC-secreted mediators of the EndMT our mass-spectrometry analysis  

provides an interesting dataset of targets that could potentially induce or modulate this process. 

Some proteins appear highly up-regulated in specific cell lines, for instance, this is the case for the 

pro-EndMT PAI1/SERPINE1 that is enriched by 2.7-fold change in A549 compared to 

H1975/H23/H1437. As these NSCLC present specific genomic alterations (representative of 

NSCLC patient’s heterogeneity), it will be highly relevant to identify tumor signatures that could 

be correlated to the EndMT levels in tumor and patient response to therapies. We showcased the 

example of SPP1, which has been linked to EMT in various cancers including NSCLC44, but to our 



knowledge, no study exists on SPP1 and EndMT in cancer and should thus be further studied. 

Interestingly, the PECAM1/SPP1 correlation analysis indicates that healthy lung tissues are mostly 

PECAM1highSPP1low while tumor samples appear PECAM1lowSPP1high (data not shown). One could 

hypothesize that it may highlight a high occurrence of EndMT in NSCLC adenocarcinoma tumors, 

but this has to be validated.  
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Figure legends  

Figure 1: Assessing endothelial cell viability using different NSCLC secretomes. Graphical 

representation of CellTiter-Glo® luminescence-based viability test. Results are reported as fold 

change to EGM2 100%. Graph bars show the mean SEM. N=3 independent experiments. CM: 

conditioned media.  

Figure 2: Evaluation of endothelial cell proliferation after treatment with different CMs. Graphical 

representation of Cyquant® fluorescence-based proliferation test. Results are reported as fold 

change to EGM2 100% after 48 hours treatment. Graph bars show the mean SEM. N=4 

independent experiments. Not specified on the graph, the same conditions compared in Mann-

Whitney test between the two treatment times are significantly different with **p<0.01 for the 

Control 48h vs 72h condition, and *p<0.05 for all other 48h vs 72h conditions..  

Figure 3: Analysis of capillary formation capacity of secretome-treated HUVECs (A). Graphical 

representation of (B) the number of meshes and (C) the total master segments length. The results 

represent fold changes compared to the EGM2 100% condition. Graph bars show the mean 

SEM. N=4 independent experiments.  

Figure 4: Evaluation of the expression of endothelial or mesenchymal markers in secretome-

treated HUVECs by flow cytometry. Analysis of the percentage of (A) vWF+/α-SMA+ and (B) 

vWF-/α-SMA+ cells from A549 and H1755 treated cells, (C) vWF+/α-SMA+ and (D) vWF-/α-

SMA+/span> cells from H23, H1437 and H1975 treated cells, (E) CD31+/CD44+ cells from HUVECs treated with each secretome and (F) CD31-/CD44+ cells from HUVECs treated with each secretome. Graph bars show the 

mean of percentage SEM, *p<0.05. N=3-5 independent experiments.  



Figure 5: Analysis of stress fiber expression and endothelial cell morphology in HUVECs treated 

cells. Confocal microscopy analysis of HUVEC treated for 48 hours or 72 hours 

with      TGFβ2/IL-1β or different CM. Nucleus are counterstained with Hoechst (blue). Actin 

stress fibers (phalloidin, green) and the endothelial protein vWF (magenta). Scale bar = 100 µm. 

Representative images from N=4 independent experiments.  

Figure 6: Analysis of spontaneous migration of CM-treated HUVEC treated. Graphical 

representation of (A) cumulative distance and (B) velocity of HUVECs treated with each CM. 

Results are reported as fold change in comparison with control condition. Graph bars show the 

mean SEM, *p<0.05; **p<0.01. N=5 independent experiments.  

Figure 7: Mass spectrometry protein analysis of the secretome from NSCLC tumor cell lines. 

Schematic representation of (A) the principal component analysis (PCA) of the various samples 

analyzed (in red group x 5n, in blue group y 5n, yellow z 8n etc… ) (B) Differential expression 

analysis between A549 or H1755 vs H1437 + H1975 + H23, and the differentially up-regulated 

proteins (LogFC>1, adjusted p-value<0.05) are plotted in a Venn diagram. (C) Gene set 

enrichment analysis is performed on the 132 proteins, congruently up-regulated in A549 and 

H1755. All depicted pathways have an adjusted p-value<0.05. (D) Correlation heatmap of key 

proteins involved in EMT and matrix remodeling, and upregulated in A549 and H1755 secretome. 

(E) Kaplaan meier representation of TCGA lung adenocarcinoma (LUAD) patient survival 

according to the SPP1 expression. (F) Correlation analysis between PECAM1 (CD31) and SPP1 

expressions in LUAD TCGA. R shows the Spearman correlation index.  

Supplemental Figure S1: Comparison of the control condition (EGM2) and the 50:50 mix 

condition on HUVEC. Graphical representation of (A) cell viability (N=3 independent 



experiments), (B) cell proliferation (N=4 independent experiments), (C) the analysis of the ability 

of EC to form capillaries on ECM gel with (D) the number of meshes and (E) the total master 

segments length on ECM gel (N= 4 independent experiments). (F) Confocal analysis of stress fiber 

(phalloidin) expression and endothelial cell morphology. Scale bar: 100µm. Analysis of migration 

(N= 5 independent experiments) with (G) the cumulative distance and (H) the velocity of CM-

treated HUVECs. Graph bars show the mean SEM. 

Supplemental Figure S2:  Comparison of the control condition and the TGF-β2/IL-1β treatment 

on HUVEC. Graphical representation of (A) cell viability (N=3 independent experiments), (B) cell 

proliferation (N=4 independent experiments) after TGF-β2/IL-1β treatment. Analysis of the ability 

of EC to form capillaries on ECM gel (C) with (D) the number of meshes and (E) the total master 

segments length (N= 4 independent experiments). Graph bars show the mean SEM, *p<0.05; 

**p<0.01.  

Supplemental Figure S3: Comparison of the control condition (EGM2) and the 50:50 mix 

condition on HUVEC marker expression. Analysis of the percentage of (A) vWF+/α-SMA+, (B) 

vWF-/α-SMA+, (C) CD31+/CD44+, (D) CD31-/CD44+ cells by flow cytometry (N=3-5 independent 

experiments).  

Supplemental Figure S4: Proteomic analysis of the NSCLC secretomes. (A) Differential analysis 

(DA) and (B) gene set enrichment analysis (GSEA) of H1755 or A549 vs H1975+H23+H1437 

tumor cell secretomes. (C) GSEA of the congruent up-regulated proteins between H1755 and A549 

secretomes. All depicted pathways have an adjusted p-value<0.05.  
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Titre : Modulation du compartiment vasculaire par les cellules tumorales de cancers pulmonaires et             
son impact sur le micro-environnement immunitaire. 

Mots clés : Cancer pulmonaire, microenvironnement tumoral, cellule endothéliale, immunomodulation 

Résumé : Les cancers du poumon sont 
responsables de plus de 1,8 million de décès 
dans le monde chaque année, dont le cancer 
bronchique non à petites cellules (CBNPC) 
représentant 85% des cas. Aujourd'hui, 
l'immunothérapie est le traitement majeur du 
CBNPC et vise à inverser l'anergie des LTs 
intra-tumoraux et restaurer leur action 
antitumorale. Malgré leur efficacité, seulement 
15 à 20% des patients sont répondeurs et de 
fait, une meilleure compréhension du micro-
environnement tumoral (TME) est requise. Le 
compartiment vasculaire est une composante 
majeure du TME et favorise la croissance 
tumorale par l'angiogenèse, et en module 
l'infiltration du système immunitaire. Cependant, 
la capacité immunorégulatrice des cellules 
endothéliales (ECs) reste largement sous-
étudiée. Dans cette étude nous avons cherché à 
caractériser les ECs issues de biopsies et de 
modèles d’études in vitro alternatifs.  

Ces derniers visent à mimer les communications 
entre les cellules de CBNPC et des ECs. Notre 
hypothèse de travail était de déterminer si 
l’endothélium associé à la tumeur joue un rôle 
dans l’anergie ou l’activation des cellules 
immunitaires. Nos résultats montrent que les 
cocultures peuvent affecter la façon dont les ECs 
régulent l’inflammation et l’activité des LTs à 
travers la sécrétion de cytokines et l’expression 
de récepteurs de costimulation. En effet, les ECs 
ayant été conditionnées par les cellules 
tumorales diminuent la prolifération des LT CD4+ 
et participent à la mise en place d’un 
environnement immunosuppresseur en 
promouvant les LTs régulateurs et la polarisation 
des macrophages vers un phénotype pro-tumoral 
M2-like. En conclusion, cette étude souligne 
l’importance du compartiment vasculaire dans 
l’immunomodulation du TME et l’importance de le 
prendre en considération pour l’optimisation de 
traitements dans le CBNPC.  

 

Title :  Modulating the vascular compartment by lung cancer cells and how it affects the immune 
microenvironment. 

Keywords : Lung cancer, tumor microenvironement, endothelial cell, immunomodulation 

Abstract : Lung cancer is responsible for more 
than 1.8 million deaths worldwide each year, 
with non-small cell lung cancer (NSCLC) 
accounting for 85% of cases. Today, 
immunotherapy is the leading treatment for 
NSCLC, aiming to reverse the anergy of intra-
tumoral LTs and restore their anti-tumor 
activity.  Despite their efficacy, only 15-20% of 
patients respond, thus a better understanding 
of the tumor microenvironment (TME) is 
needed. The vascular compartment is an 
important component of the TME. It promotes 
tumor growth through angiogenesis and 
modulates immune infiltration. However, 
immune regulatory capacity of endothelial cells 
(ECs) remains largely unstudied. In this study, 
we characterized ECs from biopsies and 
alternative in vitro models. These are designed 
 

to mimic the communication between NSCLC 
cells and ECs. Our working hypothesis was to 
determine whether tumor-associated endothelium 
plays a role in immune cell anergy or activation. 
Our results show that cocultures can influence the 
way ECs regulate inflammation and LT activity 
through cytokine secretion and costimulatory 
receptor expression. Indeed, ECs conditioned by 
tumor cells decrease CD4+ LT proliferation and 
participate in the establishment of an 
immunosuppressive environment by promoting 
regulatory LTs and macrophage polarization 
toward a pro-tumor M2-like phenotype. In 
conclusion, this study highlights the importance of 
the vascular compartment in the 
immunomodulation of TME and the need to take it 
into account when optimizing treatments  
for NSCLC. 
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