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I'implication dont vous faites preuve avec Benjamin et de I'énergie que vous donnez pour vos
étudiants. Alors je sais qu’on ne vous le dit pas souvent, mais merci a tous les deux. Merci pour

votre soutien et de toutes ces discussions autour d’une pinte de biére que nous avons eues.
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Trois ans de galére ¢a peut sembler long, surtout quand on est seul devant ses échecs,
mais avec les personnes formidables que ces années m’ont permis de rencontrer, je n’ai pas
eu peur de retourner au laboratoire. Merci a toutes I'équipe 4/équipe 1 pour ces moments
passés ensemble, ces nombreux petits-déjeuners, ces discussions les fesses par terre et le dos
contre les vitres dans cet open space qui a été notre terrain de jeu. Merci de m’avoir accueillie
les bras grands ouverts quand je suis arrivée il y a 5 ans, c’est avec tristesse que je vous dis au
revoir. Merci a mes co-thésards (Hortense, Thomas) et anciens (Thomas, Margaux, Tina) pour

les discussion scientifiques et un peu moins scientifiques dans les bars.

Manon, un petit mot juste pour te dire que j’arrive enfin a accepter le fait qu’on a le
méme age toi et moi, il était temps. Merci pour ta positivité et ton sourire, tu es le petit soleil
du laboratoire et tu as souvent éclairé sans le savoir, les journées bien sombres qui m’ont
accompagnée cette année. Tu es I'ainée maintenant, je compte sur toi pour gronder quand

les pipettes sont a I'envers et quand les poubelles débordent.

Nikita, | love the way you sing in the cell culture room. | guess it's your way of
enchanting the HUVECs to make the perfect vessels. Thank you for teaching us how to cook
naan and for always making us laugh. | know you’re doing a great job and the rest will fall into

place, so have faith. If you ever want to visit Sparrow in Lyon, the door is wide open.

Emilie, tu n’es pas arrivée au moment le plus facile, mais ta motivation a été motrice
sur la fin de ce projet. Merci pour ton soutien et ton implication pour avancer avec moi, méme
guand je n’en avais plus le courage. Je te passe le flambeau maintenant, c’est a toi de faire de
ce projet ton histoire. Si un jour tu en ressens le besoin, n’hésite pas a m’appeler pour te
plaindre des cellules endothéliales qui nous ménent la vie dure, je serai ravie de t’écouter. Ah

et, pense a aller embéter Lucas de temps en temps pour moi s'il te plait.

Maureen, ca fait 1 an que tu es partie déja pour atteindre I'objectif professionnel que
tu t’es fixé avec le courage que nous n’avons pas eu. Si une personne doit y arriver, c’est bien
toi. Tu es brillante, méme si tes méthodes de calculs sont un peu foireuses, et tu as tout pour
étre une chercheuse de renommé mondiale (j'exagére a peine). Tu as été ma référence
pendant mes deux premiéeres années de thése. Merci pour le temps et la patience infinie que
tu m’as accordée quand je venais avec mes questions débiles. Merci pour ces regards de

fouines que tu me lancais derriere ton écran et pour cette complicité que nous avons partagé.
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Camille, j'ai trop de chose a t’écrire. Déja merci pour ces dessins qui apportent un petit
truc en plus a cette thése. J'étais si heureuse de pouvoir la décorer comme tu I'avais fait. Tu
as le don avec tes dessins de transformer un petit rien ordinaire en quelque chose
extraordinaire. Ensuite merci de tout le soutien que tu m’as apporté au quotidien depuis ces
dernieres semaines et plus encore depuis ces dernieres années. Tu as toujours été la pour
discuter d’un plan de manip, pour aider sur une analyse, donner des conseils sur I'esthétique
d’un graphe ou d’un jean trop mal taillé. J’aime ta franchise et ta sincérité et jJadmire ta
rigueur scientifique et ta dévotion. Merci pour tous ses fou rires, j'espere sincerement que la
distance ne nous séparera pas et j’ai bien I'intention de venir visiter la Suede a tes c6tés. Mais

s’il te plait, arrétes de me voler mon style vestimentaire, tout te va toujours mieux c’est chiant.

Ugo, je sais que tu n’aimes pas les remerciements mielleux mais je te dois tellement ;
tu n’as pas idée. Ce projet qui a sauvé ma thése n’aurait pas existé si tu ne m’avais pas envoyé
cet article ce jour-la. Alors merci... Infiniment. Merci d’avoir pris le temps de m’encadrer
pendant mon master alors que tu venais de commencer ta thése. Merci d’avoir toujours
répondu présent quand j'avais un probléme au laboratoire ou dans la vie de tous les jours.

Merci d’étre mon ami tout simplement.

Morgane, je n’ai pas les mots pour te dire combien tu comptes pour moi. D’ailleurs
comme je suis super émotive j'en ai les larmes aux yeux rien que d’y penser. Merci d’avoir été
mon quotidien pendant ces 4 années. Grace a toi j’ai pu reprendre I’équitation, je n’avais plus
d’excuse pour rater I'entrainement de natation du mercredi matin et j'ai trouvé en toi le
bindme de travail révé. Ca n’a absolument rien a voir avec le fait qu’on ait le méme prénom,
le méme écartement d’yeux et le méme charisme débordant. Merci de toujours m’écouter
parler pendant des heures méme quand c’est pour pas dire grand-chose. Merci d’avoir été la
pour me soutenir dans toutes les épreuves professionnelles et personnelles. J'ai hate de voir
ou la vie va nous porter, probablement a Lyon, en colocation, dans la méme boite sur les virus

oncolytique, dans le méme bureau...

Judith, c’est le moment je crois. On a commencé en méme temps notre contrat dans
cette équipe et aujourd’hui il faut que je te laisse continuer sans moi. Je te dois énormément.
Au moins 5 paquets de nounourses a la guimauve pour commencer et d’autres cochonneries.
Merci d’avoir pris soin de moi, de m’avoir écouté raler les jeudi matins ou les HUVECs avaient
(encore) décidé de mourir pour rien. Merci de m’avoir accompagné dans les manips en
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prenant en charge toutes les expériences que je n’avais plus le courage de lancer. Merci
d’avoir fait avancer les choses et désolé pour mon cahier de labo fantomatique. Sans toi les
choses auraient été bien différentes. Merci de faire ton métier comme tu le fais, dans I'envie
d’aider les gens a apprendre et a évoluer quel que soit leur statut ou leurs compétences. Je
promets de revenir te voir et de toujours étre disponible par message pour parler et te divertir
pendant les heures interminables de confocal ou les commissions informatiques. Tu pourras

toujours aller voir Seb pour te réconforter (et me mettre le seum).

Apreés ces années passées ensemble, je tiens a exprimer toute ma reconnaissance aux
chercheurs de mon équipe pour leur expertise et les conseils donnés lors des réunions
d’équipe. Christophe, tu as été mon directeur de thése pendant deux ans, cette aventure qui
est la mienne n’aurait pas eu lieu sans toi. Merci pour le temps que tu m’as consacré. Nico,
I’histoire a commencé avec toi et je t'en remercie. En voyant ma grandeur aujourd’hui je suis
persuadée que tu es dégouté de ne pas m’avoir gardé en thése. Sache que ta bonne humeur

S

apporte une dimension particuliére a cette équipe, merci d’avoir été la.

Enfin, je tiens a remercier mes directeur(rice) de thése. Isabelle, tu as apporté de
I’empathie et un regard neuf sur mon histoire avec les cellules endothéliales. Merci pour tout
le temps que tu m’as consacré. Lucas, je me souviens encore de ton arrivée dans le laboratoire
et de la satisfaction d’avoir été ta candidate pour I’école doctorale. Ces années a apprendre le
raisonnement scientifique qu’un chercheur doit avoir en te regardant ont été plus que
formatrices. Merci de m’avoir fait confiance et de toujours avoir été présent. Je te menacerais
bien une fois de plus d’accrocher des photos de moi partout dans ton bureau pour que tu ne
m’oublies pas mais aprés on va dire que c’est du harcélement. Le plus important, merci d’avoir
gardé ce c6té chaleureux et humain qui m’ont permis de ne jamais avoir peur de te dire quand

les choses n’allaient pas ou te faire part de mes réflexions foireuses.

Lola, Souadou, Mava, ¢a fait plus de quinze ans maintenant que chaque moment passé
ensemble n’est qu’un éclat de rire et une vague de légéreté, que les marques du temps ne
peuvent pas impacter. Vous avez été mon échappatoire au stress et a la réalité et vous m’avez
permis de recharger ma batterie de positivité. Nous sommes si différentes et pourtant
complémentaires. Merci d’avoir été |a le jour des résultats du bac. Merci d’avoir été la le soir
ou j’ai quitté la Réunion. Merci d’avoir été la pour les apéros covid. Merci d’avoir été la pour
féter nos 25 ans. Merci d’étre toujours la dans dix ans. Merci d’étre vous. Parce qu’on s’aime.
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Il'y a les amis d’enfance et ceux qui se sont égarés sur ma route au fil des années. Merci
aux copains de Licence (Morgane, Katou) qui ont fait que les révisions de la biochimie ou de

la biologie moléculaire de Bretbret passaient d’enfer a supportable.

Clarisse, tu es cette amie fidele qui voit toujours le positif et qui rend toutes les
décisions faciles méme sans second degré. Ta joie de vivre communicative et ton rire de
camionneuse m’ont toujours remonté le moral quand j’en avais besoin. Malgré la distance,
avec Bri, vous étes toujours la ce qui fait de moi une personne tres chanceuse. Merci pour

votre soutien inconditionnelle et vos paroles d’encouragements.

Amandine, ton si beau sourire est la premiére chose que j'ai vu quand on s’est
rencontrées. Puis tu es devenue mon rayon de soleil, ma partenaire de révisions et de séances
sportives méme si on peut oublier la danse je crois. Merci pour ces moments précieux, pour
ces conversations infinies qui n'ont jamais manqué de souffle, méme aprés des heures de
discussion. J'ai le cceur en miettes a I'idée de te quitter. Mais je pars avec des souvenirs
incroyables, et surtout, avec une profonde gratitude pour tout ce qu’on a vécu ensemble.
Alors encore merci pour ces moments, ces rires, cette connexion si unique qu’on a et que rien
ne pourra effacer. Peu importe la distance, tu resteras toujours cette amie précieuse qui a

illuminé mon chemin de son si beau sourire, et qui continuera d’y briller, ou que je sois.

Caro, je ne te remercierai jamais assez de t’étre assise a c6té de moi ce jour de rentrée
et de m’avoir abordé méme si la maniere dont tu I’as fait était plus que douteuse. Depuis que
nous avons partagé ces années merveilleuses en colocation, tu as été bien plus qu'une amie
pour moi. Tu as été ma co-chef de maison, celle qui m'a enseigné que le vinaigre est la solution
a presque tous les problemes ménagers et avec qui j'ai passé tant de soirées a refaire le
monde, un verre de vin a la main assises sur le canapé. Merci de toujours étre la pour moi,
méme quand 10 000 kilométres nous séparent, méme quand tu es épuisée et que tu prends
guand méme le temps de décrocher le téléphone pour me changer les idées. Merci de me

donner du courage et de croire en moi. Merci d’étre la sceur que je n’ai jamais eu.

Merci a mon bindme du master qui a traversé le globe pour venir a ma soutenance de
thése. Lucie tu es exceptionnelle, merci pour cette immense preuve d’amitié. Je sais qu’on ne
s’appelle pas souvent, la connexion avec le Canada, ce n’est pas toujours évident. Mais sache

gue je pense a toi souvent et que je parle de toi des étoiles pleins les yeux. Merci d’étre |a.
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Je me dois de remercier les derniers arrivés qui n’en sont pas moins ceux qui prennent
le plus de place et je ne dis pas ¢a parce que AK m’a volé I'amour parental. On ne se connait
pas tant que ca mais quand le courant passe entre deux personnes c’est instantané. Ali,
Amélie, j’ai 'impression de vous connaitre depuis toujours et j’'ai de la chance de vous avoir
dans ma vie. Merci d’étre la pour Tacien, pour moi, pour cette chose qu’on appelle le nous.

Merci d’étre toujours préts a répondre présent aux appels a I'aide.

Yoann & Clem, merci de m’avoir adopté si vite et de croire en la personne que je suis
sans aucun compromis. Merci de tout le soutien et le courage que vous m’avez apporté. Merci
de I'immense honneur que vous m’avez fait en me demandant d’étre la parraine de votre

petite Iris. J’ai hate de commencer cette nouvelle vie avec vous.

Tout ca commence a étre un peu long (a I'image de ma thése) mais tant pis aujourd’hui
c’est carte sur table. Je voudrais évidemment remercier ma famille, mes tantes, oncles,
cousins, cousines, les reines et Gunter pour les vacances d’été pas si reposantes mais ol on
mange toujours bien et ou on passe de bons moments. Merci pour les Noél qui permettent de
souffler en fin d’année, de retrouver ceux qu’on aime méme si pour certains ce n’est que par

la pensée.

Merci a mon grand frere. Méme si on ne se comprend pas toujours et que ce n’est pas
toujours simple entre nous, tu as été un vrai grand frere. Tu as affronté les épreuves et les
responsabilités en premiers et j'ai toujours su que tu veillais sur moi a ta facon. On a nos
différences, c’est s(ir, mais ¢a ne change pas le fait que je t'aime et que finalement c’est ¢a qui

compte le plus.

Merci a mon petit frere. Mon P’tit Tou ou le « Petit Gros » de son surnom le plus
affectueux. Merci de toujours me laisser jouer le réle de la grande sceur, de me laisser te
maltraiter et faire la dictatrice. Merci de t'étre occupé de moi ces derniéres semaines, d’étre
aussi serviable et attentionné. Tu es un jeune homme incroyable et je voudrais que tu sois
aussi fier de toi que tu dis I'étre de moi (pardon, c’est mon c6té dictateur qui revient). Par

contre arréte de grandir ou je vais me facher. Je t'aime gros comme un hippopotame.

Papa, Maman, merci d’étre les parents extraordinaires que vous étes. Vous étes non
seulement des individus incroyables, mais ensemble, vous formez une équipe que jJadmire

profondément. Quand je parle de vous, je dis souvent que mon papa, c’est mon héros dans la
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vie. Il a plein de supers pouvoirs : il est super gentil, super fort, et surtout, il est super drole.
Je sais que, quoi qu’il arrive, je peux toujours compter sur lui, notamment quand il s’agit de
comprendre les papiers compliqués, comme les déclarations d’imp6ts. Papa, tu as toujours
été celui qui se sacrifie pour que nous ayons le meilleur, celui qui nous pousse a viser plus
haut, a réver plus grand. Merci de me faire rire, de m’avoir montré qu’il faut prendre soin de
ceux qu’on aime et de m’avoir appris a voir le verre a moitié plein plutét qu’a moitié vide. Et
Maman, toi aussi tu as tes supers pouvoirs. Tu es super gentille, super passionnée et surtout
super courageuse. Tu as cette capacité unique de toujours savoir quand quelque chose ne va
pas, et tu es 1a, présente, pour apaiser toutes les douleurs, grandes ou petites. Merci de
m’avoir transmis ta curiosité infinie pour la science, ta fascination pour les animaux étranges
et ta gourmandise pour les go(ts de glace improbables. Merci d’avoir corrigé tous mes devoirs
de science, préparé mes exposés de virologie et d’avoir relu cette thése avec enthousiasme.
Merci mes parents, de m’avoir donné les outils pour devenir la personne que je suis
aujourd’hui, et vous continuez, avec un amour inconditionnel, a m’accompagner dans chaque
étape. J'espére de tout coeur que, dans mes réussites, vous trouvez une part de fierté, car tout

cela, c’est grace a vous.

Tacien, je te garde pour la fin, car c’est avec toi que tout a commencé dans cette étape
de ma vie au sein de cette équipe du CRCINA. Merci d’étre cette ame folle et passionnée,
parfois épuisante a suivre, mais toujours fascinante a observer. J'ai toujours admiré ton esprit
scientifique, ta curiosité insatiable, et surtout ton humilité, méme si elle échappe parfois aux
jaloux. Tu doutes souvent, mais moi, je ne doute plus quand je suis a tes cotés. Merci de
m’apporter cette stabilité, de toujours étre la avec des conseils avisés et des solutions a mes
problémes, que ce soit pour ouvrir une boite de conserve récalcitrante ou pour reformater
600 références de bibliographie en une matinée. Merci d’avoir été mon moteur, de m’avoir
motivée et remotivée, de m’avoir transmis la passion de la biologie méme quand je révais de
jeter mes cellules par la fenétre. Merci de m’offrir un avenir a construire, de croire en moi
comme tu le fais, avec cette étincelle dans tes yeux qui me fait sentir capable de tout. Et

surtout, merci de m’aimer encore plus que tu n’aimes la science.

Pardon a tous ceux que j'ai pu oublier, je n’ai plus qu’un dernier mot a adresser. Aux
cellules endothéliales, ces dernieres lignes sonnent TEChniguement comme un « au revoir »,

mais personne ne peut dire de quoi I’histoire est faite. Nartrouv !
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INTRODUCTION

PREAMBULE

Il apparait de plus en plus clairement que le développement d’'une tumeur est
intimement associé a sa vascularisation, le sang apportant 'oxygene et les nutriments
nécessaires a la prolifération des cellules tumorales tout en permettant I'acces aux cellules du
systéme immunitaire susceptibles de contrer leur développement. Au cours de la
tumorigenese, le processus d'angiogenése est étroitement lié a des modifications importantes
du microenvironnement tumoral, ce qui conditionne l'infiltration et I'activité des cellules
immunes. Son contrdle est une stratégie pour limiter la croissance tumorale. Ce qui reste mal
connu, c’est le réle que les cellules tumorales vont exercer sur les cellules endothéliales qui se
retrouvent dans I'écosystéme et quelles seront les contributions de leurs dialogues dans des
modifications phénotypiques possibles. Cela inclut I'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 thése était donc de mieux comprendre les relations entre cellules tumorales
pulmonaires, cellules endothéliales et cellules immunitaires dans le cancer bronchique non a

petites cellules (CBNPC) étudié au laboratoire.

L'introduction de mon manuscrit rappellera brievement, dans une premiére partie, la
structuration et les fonctions de I'endothélium vasculaire en condition physiologique, en
faisant un focus sur les spécificités pulmonaires et les singularités de son systéme immunitaire.
Je ferai ensuite une revue de la littérature sur les cancers pulmonaires qui intéressent plus
particulierement le laboratoire et sur lesquels nous nous sommes focalisés au cours de ma
thése. J'aborderai les principaux traitements actuellement proposés. Dans cette deuxieme
partie, j'évoquerai également les facteurs principaux qui concourent aux processus de
tumorigenése pour mettre en lumiere l'intérét croissant qui est porté sur I'impact que
I'inflammation et l'infiltration immunitaire ont dans la pathogenése tumorale. Enfin, mon
chapitre 3 d’introduction sera consacré au microenvironnement tumoral (TME) en portant
une attention particuliere aux cellules endothéliales tumorales (TECs). J'y ferai un état des
lieux des connaissances sur les mécanismes de I'angiogenése 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 thése. La partie Résultats présentera les deux parties des travaux réalisés 1) sur les
cellules endothéliales tumorales, partenaires de I'immunosuppression 2) sur |'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 I'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 étre considérées comme les gardiennes
essentielles de notre systéme circulatoire. Nichées le long des parois internes des vaisseaux
sanguins et lymphatiques, ces cellules jouent un r6le clé dans le maintien de I'intégrité et de
la fonctionnalité du réseau vasculaire. Leur capacité a réguler la perméabilité des vaisseaux, a
réagir face aux signaux inflammatoires et a moduler la dilatation des vaisseaux est cruciale
pour assurer une circulation sanguine optimale. L'intérét 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 I'endothélium n’était pas une surface inerte mais qu’il jouait un réle essentiel
dans la régulation du tonus vasculaire®. Cette découverte sera d’ailleurs récompensée par un
prix Nobel décerné a Furchgott, Ignarro et Murad en 1998. Leurs travaux ont ouvert la voie a
de nouvelles approches thérapeutiques, notamment dans le traitement de I'hypertension
artérielle et des maladies cardiovasculaires. Aujourd’hui considérées comme une réelle
interface pour de multiples processus physiologiques, les ECs sont au cceur 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 ¢a peut étre le cas dans le cancer.

ORGANISATION DU SYSTEME VASCULAIRE

L'arbre vasculaire est un réseau complexe assurant la propulsion du sang dans
I'organisme et permettant I'approvisionnement des organes et des tissus en nutriments et
oxygene nécessaires a leur bon fonctionnement. Il joue un réle important dans de nombreuses
autres fonctions physiologiques en contribuant, entre autres, a I’lhoméostasie, a la régulation
de la température, au trafic cellulaire et a I'élimination des déchets métaboliques. Ce systéme
vasculaire est un réseau fermé s’organisant en deux systémes circulatoires principaux : le
réseau systémique et le réseau pulmonaire. La circulation systémique a pour réle d’acheminer
le sang oxygéné du coeur vers les autres organes par le réseau artériel, puis de ramener le sang
veineux pauvre en oxygéne (Pa02 de 70 a 75 mmHg) et riche en dioxyde de carbone, vers le
ceceur 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 complétement
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(Pa0O2 de 80 a 100 mmHg), puis de le renvoyer vers le coeur par les veines pulmonaires. D’apres
le dogme scientifique introduit par Schack August Steenberg Krogh (1874 a 1949) dans son
livre?, le corps d’un adulte renfermerait une longueur cumulée du réseau vasculaire estimée

d’environ 90.000 km ce qui correspond a 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 a 19 000 km d’aprés David C Poole et Timothy |
Mush?, soit une distance qui représenterait seulement un trajet Nantes-La Réunion a vol
d’oiseau. Le réseau vasculaire ne se résume pas uniqguement au systéme sanguin et englobe
également le systeme lymphatique dont je ne parlerai que trés peu dans cette introduction.
En excluant les vaisseaux lymphatiques, le systeme 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 I'arbre vasculaire, I'ensemble des plus gros vaisseaux (caractérisés par un
diametre > 0.5mm), tels que les arteres et les veines, est généralement appelé
macrovasculature et participe au mouvement du sang vers ou loin des organes. Les arteres,
devant supporter des pressions élevées et un débit sanguin conséquent induit par les
contractions du cceur, sont des vaisseaux épais et élastiques dont la paroi est composée de
trois tuniques : I'intima, la média et I'adventice (Figure 1). Les veines quant a elles, subissent
une pression plus faible du sang d( au flux modéré qui les traverse. Leurs parois sont
considérablement plus fines et leur diamétre plus grand (1 cm en moyenne) permet a une plus
grande quantité de sang de circuler. De nombreuses veines sont dotées de valvules qui

empéchent le reflux sanguin et facilitent la circulation unidirectionnelle du sang vers le cceur.

Les artéres se ramifient progressivement pour former les artérioles qui possédent les
mémes trois tuniques que les gros vaisseaux mais avec un diameétre et une épaisseur réduits
(environ 0,1 mm). La jonction entre les artérioles et les veinules se fait au niveau des
capillaires, siege 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 I'intégrité des
vaisseaux et sont les premiéres actrices des échanges dans les capillaires.
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Figure 1 : Caractéristiques générales du systéme vasculaire. Dans les veines et les artéres, la tunica intima est constituée de
I’endothélium et de la membrane basale qui I’entoure. La tunica media est composée de cellules musculaires lisses dont la
densité est plus importante dans les artéres et les artérioles que chez les veines ol 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 a 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 environnants®. Les capillaires continus présentent une barriére
endothéliale plutét imperméable. Les ECs y sont jointives et structurées grace a un ensemble
de jonctions. Les jonctions serrées entre ECs assurent la barriere physique et sont
principalement constituées de protéines telles que les claudines, les occludines et les
protéines de zonula occludens (ZO-1, Z0O-2). Les jonctions adhérentes jouent un role
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 I'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 sinusoidaux. Les fenestrés sont
fréquents dans les organes impliqués dans I’absorption comme I'intestin ou les reins. Les ECs
y présentent la particularité d’étre espacées par des pores de 80 a 100 nm recouverts d’une
membrane plus fine ce qui accroit la perméabilité de I’endothélium par rapport aux capillaires
continus. Les capillaires sinusoidaux présents dans le foie, la rate et la moelle osseuse sont
trés perméables, permettant le passage de grosses protéines et méme de cellules entieres®.
Ces échanges sont possibles grace aux espaces entres les ECs et en raison d’'une membrane

basale irréguliere et parfois méme absente de ces capillaires.

Les échanges cellulaires, comme la diapédése 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 I'extravasation des lymphocytes du sang vers un organe lymphoide
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
lymphatiques’. Les études qui ont précédé ont localisé ces HEV dans I’ensemble des organes
lymphoides secondaires, hormis la rate, mais également dans les structures lymphoides
tertiaires ou a 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 a leur surface I'épitope 6-sulfo-sialyl Lewis X et d’avoir un
phénotype cuboidal unique, en opposition a I'épithélium pavimenteux conventionnel®. 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 B (LTBR) ainsi que par la voie non canonique de I'activation de NF-uB>1°, Ces
HECs caractérisent le réseau lymphatique, un systéme complexe constitué de vaisseaux, de
ganglions et d’organes qui a pour fonction de drainer la lymphe provenant de |'espace
interstitiel des tissus vers le systéme sanguin. Le réseau lymphatique joue un réle 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 a travers tout I'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 a la construction et la maintenance du réseau vasculaire. Alors que la
vasculogenése qualifie I'émergence des vaisseaux sanguins a partir des cellules souches
endothéliales primitives, I'angiogenése quant a elle, caractérise la formation de nouveaux
vaisseaux a partir de vaisseaux préexistants. La vasculogenéese 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 systéme vasculaire chez les vertébrés'. 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’artériogenese ne crée pas de nouveaux
vaisseaux mais permet la croissance, le remodelage et la maturation des artéres. De ce fait, il
joue un role essentiel dans I'optimisation de la circulation sanguine et permet de protéger et

sécuriser |'approvisionnement en sang des tissus si une artére principale est obstruée??.

Angiogenese

L’angiogenese est un processus biologique défini comme la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants®3. 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 I'adulte sain que lors de la réparation tissulaire, dans I'endomeétre lors des
cycles menstruels!?, ou lors de la grossesse®. L’angiogenése 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’angiogenése ont été décrits : l'angiogenése germinative ou par
bourgeonnement (sprouting), I'angiogenése par intussusception ou angiogenése fractionnée

et enfin I'angiogenése coalescente?®.

En cas de déséquilibre, une angiogenése excessive peut survenir, souvent en
corrélation avec des pathologies graves telles que les maladies cardiovasculaires!’, les
maladies inflammatoires!® et divers type de cancer®®. Dans le domaine de la cancérologie,
plusieurs mécanismes de l|'angiogenése pathologique ont été identifiés, notamment
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I'angiogenése 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 ou les

ECs en contexte tumoral sont mises a I’honneur.

Dans un cadre physiologique, I'angiogenése germinative, la plus largement étudiée,
constitue un processus complexe qui se déroule en plusieurs étapes (Figure 2A) . En réponse
a unsignal 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 parallele, différents facteurs comme le Vascular
endothelial growth factor (VEGF) vont stimuler la différenciation de EC en cellule de front (tip
cell)?°, Les membres de la famille VEGF (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E et PIGF) et
la biologie de leurs voies de signalisation a été largement étudiés par la communauté
scientifique?L?2. La transduction du signal VEGF-A lié 3 son récepteur VEGFR-2 entraine une
augmentation transcriptionnelle du gene Delta-Like-4 (DLL4). DLL4 active a 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 I'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 VEGF?3.

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. A la suite de sa stimulation, la cellule de front initie un bourgeonnement
latéral a 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 I'anastomose. Cette
fusion marque la phase finale du processus d’angiogeneése. Elle est caractérisée par la mise en
place de la perfusion du nouveau vaisseau et par sa maturation, grace 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: Angiogenése physiologique. L’angiogenése par bourgeonnement commence avec la stimulation par le facteur de
croissance endothélial vasculaire (VEGF) entraine I'activation des récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 sur les cellules endothéliales
(A1). La cellule endothéliale ayant recu le signal se différencie en cellule de front et par I'intermédiaire de la voie DLL4/Notch
va induire I'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 I'angiogenése par bourgeonnement (A4). L'angiogenése intussusceptive décrit le phénomene ou
un vaisseau se divise en deux sans créer de nouveaux vaisseaux (B). L’angiogenese coalescente décrit le phénomeéne de fusion
des capillaires permettant d'accroitre I'apport sanguin sans créer de nouveaux vaisseaux (C).

Une fois la vascularisation restaurée, les facteurs pro-angiogéniques diminuent et les
ECs retournent a un état phénotypique quiescent. A noter que ce dogme dans le domaine de
I'angiogenese a été revisité a la suite de plusieurs découvertes récentes. Par exemple,
contrairement a ce qui avait été initialement envisagé, I'angiogenése par bourgeonnement
n‘est pas induite par une seule cellule de front, mais se produit a I'issue de nombreux
réarrangements et compétitions?*. De méme, il serait réducteur de n’impliquer que la voie
VEGF/DLL4 dans un processus qui s’avere complexe. Récemment il a été montré dans le
modele Zebrafish que des processus de mécano-sensing (via Piezol) étaient a |'ceuvre pour

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

Contrairement a I'angiogenése germinative, I'angiogenése par intussusception est un

mécanisme non germinal qui décrit I'élargissement et la division d’un vaisseau déja formé
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pour créer deux néo-vaisseaux®®. 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 a I'angiogenése germinative,
réside dans le fait que le volume et la surface du systéme vasculaire peuvent augmenter de
maniére significative en peu de temps, sans nécessiter une prolifération importante des ECs
ni une dégradation étendue de la matrice extracellulaire environnante. Le processus
d’angiogenese par coalescence est un phénomene nouvellement décrit puisqu’il a été
rapporté en 2022, et représente un mécanisme au cours duquel les capillaires fusionnent pour

augmenter |'apport sanguin dans les tissus concernés (Figure 2C).

Cellules de soutien

L'angiogenése permet la mise en place d’'un endothélium qui, bien que jouant un role
majeur dans le futur fonctionnement du systeme 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 a
renforcer la paroi vasculaire, a réguler la perméabilité des vaisseaux et a 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 systéme nerveux central, ainsi que certains types de cancer. Je
n'approfondirais pas ici le réle 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 I'angiogenése, en insistant sur

l'importance de la communication intercellulaire?.

Plasticité endothéliale

Chez I'adulte sain, les ECs sont en majorité quiescentes et polarisées. Leur membrane
luminale est directement exposée aux composants sanguins et aux cellules circulantes, tandis
qgue leur surface basolatérale est séparée des tissus environnants par une membrane basale
glycoprotéique, sécrétée et ancrée a 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 [égérement étiré, avec des dimensions comprises entre 30 et 50 um de long, 10 a 30 um
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de large et une épaisseur oscillant de 0,1 a 10 um. Ces cellules sont alignées le long de I'axe
du vaisseau, dans la paroi vasculaire afin de minimiser les forces de cisaillement exercées par
le flux sanguin?’. La plasticité remarquable des ECs engendre, en fonction des contextes,

I'apparition de multiples états et des phénotypes distincts.

Cest a la fin des années 1980, que Pober a introduit le concept d'activation
endothéliale, défini comme « des modifications quantitatives dans I'expression de génes
spécifiques, se traduisant par des protéines qui conférent aux cellules endothéliales de
nouvelles capacités leurs permettant de remplir de nouvelles fonctions »%2. Le terme cellules
endothéliales «activées» s’applique donc aux cellules réagissant aux stimuli, d’une part d( aux
VEGFs durant Il'angiogenese, d’autre part d{ aux signaux pro-inflammatoires en période
d'inflammation. Sous I'effet d'une stimulation inflammatoire, les ECs activées sur-expriment
des molécules HLA, ainsi que des molécules d'adhésion (ICAM-1, VCAM-1) et sécretent des
cytokines telles que I'lL-6 et I'IL-8. Elles peuvent développer des fonctions pro-thrombotiques,
ce qui conduit 3 I'émergence d'un phénotype pro-immunogéne?®3°, || 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 étre soumises a un processus de transition endothélio-
mésenchymateuse (EndoMT), au cours duquel, elles acquiérent 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 I'acquisition de marqueurs mésenchymateux, notamment a-
SMA, la vimentine, la N-cadhérine et FSP1. Il existe différents états dans I'engagement de
'EndoMT, conduisant a des transitions EndoMT dites partielles®®2. Les variations
phénotypiques des ECs conduisent a une remarquable hétérogénéité au sein de la population
endothéliale dans '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 synthése 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 a I'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
maniere adaptée a des besoins spécifiques, qu’ils soient systémiques ou locaux. Par exemple,
comme évoqué précédemment, I'endothélium rénal fenestré est important pour la filtration
moléculaire nécessaire a la fonction rénale, tandis que I'endothélium formant la barriere
hématoencéphalique est caractérisé par son étanchéité et la présence de nombreuses

jonctions serrées, limitant ainsi la transmigration cellulaire®.

Outre les variations structurelles dues aux jonctions cellulaires, les ECs peuvent
présenter des particularités métaboliques induites par leur fonction. Ainsi les ECs du coeur, 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 'ATP permettant la contraction du myocarde34. Dans le cerveau, c’est le transporteur du
glucose GLUT1 qui est plus abondant a la membrane des ECs afin de répondre aux besoins
métaboliques importants des neurones®. Les ECs des capillaires ne se limitent d’ailleurs pas a
un simple role de transport passif de 'oxygéne 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 sinusoidales hépatiques qui stimulent la prolifération
des hépatocytes®® ou des ECs de capillaires pulmonaires qui libérent MMP14
(métalloprotéinase matricielle 14), laquelle favorise la régénération des alvéoles aprés une

pneumonectomie?’.

Cette variabilité n’est pas limitée aux organes mais peut également s’appliquer a la
nature du vaisseau sanguin dont I'’endothélium tapisse la paroi. Par exemple, les processus de
transcytose permettant le transfert de molécules a travers I'endothélium sont variables en
fonction du type de vaisseau. Dans I'endothélium capillaire, la densité des cavéoles est
nettement plus élevée que dans les artéres ou les veines3®. La densité des cavéoles peut

également varier selon les organes, comme c’est le cas avec la barriere hémato-encéphalique
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ou elle est considérablement réduite3®. Il existe également des différences morphologiques
dans la taille et I'épaisseur des ECs. Celles des artéres présentent une épaisseur de 1um par
rapport a celle des capillaires et des veines qui font entre 0,1 et 0,2 um*°. 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 cceur, des
poumons du foie et des reins***?, Ces études ont mis en évidence les profils d’expression
spécifigue des ECs pour chaque organe, sans toutefois approfondir |'hétérogénéité

intravasculaire.

En parallele, un atlas dédié aux EC a souligné la diversité des sous-types des ECs
présentes au sein d’'un méme lit vasculaire dans les tissus sains de souris*®. 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 caractere
plastique des ECs, leur permettant de s’adapter aux besoins physiologiques spécifiques de leur
environnement. Les génes exprimés dans les ECs peuvent étre catégorisés en fonction de leur
mode d’expression constitutive ou inductible et s’ils sont exprimés dans tout I’endothélium
ou dans des sous-populations d’ECs. Il est notable que trés peu de genes spécifiques aux ECs,
parmilesquels figurent CDH5 (VE-cadhérine) et ROBO4, sont exprimés de maniére constitutive
dans I'arbre vasculaire. En revanche, un exemple de géne qui est induit de maniére spécifique
dans les ECs est la E-selectine, dont I’expression est observée uniquement dans I'endothélium

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

Cette micro-hétérogénéité subsiste au sein du méme endothélium et influence de
maniére significative les interactions au sein d’un organe donné. Dans la partie ci-apres je
détaillerai cette hétérogénéité au sein de I'appareil respiratoire, participant activement a la

régulation de la perfusion et de I'oxygénation tissulaire*>46,
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LE SYSTEME VASCULAIRE PULMONAIRE
FONCTIONS GENERALES ET ORGANISATION

Au centre du systeme respiratoire se trouve |'organe-chef d’orchestre : le poumon.
Bien que sa fonction principale reste la méme chez tous les mammiferes, sa morphologie varie
selon les espéces. L’étre humain possede 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 cceur dans la cage thoracique. Le poumon droit quant a lui, est divisé en 3 lobes :
supérieur, médial et inférieur. Les poumons sont entourés par la plévre, une membrane
élastique qui permet aux poumons de changer de volume lors de la respiration. L’air inhalé,
riche en dioxygéne, 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 a optimiser les échanges gazeux mais aussi purifier I'air de particules

polluantes ou potentiellement pathogenes.

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, ou 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 a 95 % de la surface alvéolaire est recouverte par ces
capillaires pulmonaires, ce qui fait du poumon I'un des organes les plus vascularisés du corps
humain. La surface totale d’échange entre I'air et ces capillaires équivaut a environ 150m?,

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 a la circulation systémique. La circulation bronchique a pour
fonction d’oxygéner le tissu pulmonaire (plevre et bronches) en apportant du sang artériel
entierement oxygéné par les artéres bronchiques. En distinction et comme décrit
précédemment, le sang permettant les échanges gazeux au niveau des capillaires pulmonaires
est pauvre en oxygene. |l est acheminé grace a la circulation pulmonaire depuis le coeur via les
artéres pulmonaires. Ces arteres 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 (CO;), est transporté via l'artere
pulmonaire vers les alvéoles situé aux extrémités des bronchioles, oli se déroulent les échanges gazeux. L'oxygéne (0O;) de I'air
inhalé diffuse a travers la barriére alvéolo-capillaire pour oxygéner le sang, qui retourne ensuite au cceur par les veines
pulmonaires. En paralléle, la vascularisation bronchique assure la nutrition des structures pulmonaires, avec des échanges au
niveau des capillaires bronchiques pour maintenir I'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 a I'inflammation et possedent une capacité
d'angiogenése beaucoup plus prononcée que les ECs de la vascularisation pulmonaire®’. Cette
diversité de types cellulaires au sein de I'endothélium pulmonaire reflete I'adaptation

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

HETEROGENEITE ENDOTHELIALE PULMONAIRE

La diversité phénotypique des ECs est particulierement illustrée par I'hétérogénéité
endothéliale pulmonaire. Les ECs situées le long de I'axe artériel-capillaire-veineux présentent
notamment des distinctions anatomiques®®. Par exemple, les ECs endothéliales de I'artére
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 méme pression du débit sanguin.
Ainsi, une premiere 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’angiogenese et de fonctionnalité lorsque les cellules étaient cultivées dans des
conditions identiques®. Il a été observé que les cellules endothéliales des microvaisseaux

créent une barriere plus étanche aux protéines que leur homologues des macrovaisseaux®.

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 modele pour I'étude
de la biologie des ECs pulmonaires dans des contextes physiologiques ou de pathologies
pulmonaires®. Les études qui ont suivi ont permis de confirmer une grande diversité
phénotypique. Par exemple, les PAECs et les PMVECs se lient a différentes lectines, a la fois in
vivo et in vitro. La lectine G. simplicifolia semble spécifique aux microvaisseaux, tandis que la
lectine H. pomatia est associée aux macrovaisseaux*®, De plus, en fonction de leurs réles, il a
été observé que I'enzyme eNOS, qui produit I'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 I’ATP par le biais de
la glycolyse aérobie, un processus bioénergétique connu pour la conversion du glucose en
lactate en présence d’oxygéne>l. Ce phénotype différe de celui des PAECs, qui s’appuient
davantage sur la phosphorylation oxydative pour la production d’énergie®?. Des différences
ont également été observées aux niveaux transcriptionnel et épigénétique avec des profils de
méthylation de 'ADN des PAECs et des PMVECs différents®3, ce qui pourrait contribuer a

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

Récemment, des analyses par séquencage de I’ARN a I'échelle de la cellule unique
(scRNAseq) ont confirmé la variabilité des ECs présents dans les poumons>* et les capillaires
alvéolaires. Les recherches menées par Niethamer et al. ¢ 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 I'infection. Les avancées
scientifiques ne s’arrétent pas |a et I’étude menée par Gillich et al.>> a permis de dresser une
cartographie précise du poumon de souris adulte, mettant en évidence I'existence de deux

populations moléculairement distinctes de cellules capillaires alvéolaires. Ces deux groupes
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cellulaires sont répartis de maniére homogene 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 étre spécifique du poumon. Le second type de cellule, nommé
capillaire “général” ou gCap (précédemment appelé capillaire de type 1), est spécialisé quant
a lui dans la régulation du tonus vasculaire et agit comme une cellule souche ou progénitrice

dans les processus d'homéostasie et de réparation capillaire.

Cellule AT1

/_ Matrice
A
gl

Aérocyte (aCap)

/—— Cellule gCap
//J/— Fibroblaste

Alvéole

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 maniére distincte. Bien que les deux types cellules
s'assemblent pour former des tubes multicellulaires, les observations ont révélé que les
régions minces (partie ou I'’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
I'expression du géne Car4 (CA4 chez 'Homme) qui code pour I'anhydrase carbonique 4, une
enzyme catalysant I'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 synthése de
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VEGF-A par les AT1 dans les poumons murins>®. Le développement et le maintien des aCap
requierent donc spécifiguement le facteur de croissance VEGF-A provenant de I'épithélium
des voies respiratoires, qui est en contact direct avec les aCap, ce qui justifie leur localisation.
En effet, I'ablation de VEGF-A entraine une réduction des aCap sans affecter le nombre de
gCap. De plus, les aCap semblent jouer un role crucial dans la maturation pulmonaire,
puisqu'un déficit en aCap chez les souris entraine une hypertrophie des alvéoles. En paralléle,
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 I'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

modeéles murins >°>°7.

Morphologiquement, les cellules gCap se caractérisent par une petite taille (moins de
40um et 4x103 um3 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 a cinqg fois plus étendue que les cellules gCap,
bien gu’elles soient quatre fois moins abondantes, chacune contribuant a prés 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 singuliére
du réseau vasculaire pulmonaire. Gillich et ses collégues > ont également mis en évidence la
conservation de cette spécialisation cellulaire entre les poumons de souris et de ’lhomme,
mais pas chez les reptiles tels que l'alligator ou la tortue, suggérant une acquisition
fonctionnelle au cours de I’évolution. Parmi les attributs préservés chez la souris et I’'homme,
on peut noter les génes 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 génes du CMH de classe Il sont exprimés préférentiellement chez les
gCap dans les capillaires murins alors que chez I’homme, ils sont retrouvés majoritairement
chez les aérocytes. Ces caractéristiques réservées aux aCap soulignent leur implication dans

I'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 poussieres, 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 systéme respiratoire est doté
de mécanismes de défense vis a vis de ces intrusions, a commencer par la présence de cils et
de mucus dans les voies respiratoires supérieures. Seules les particules d’une taille inférieure
a 3-5 um (appelée couramment PM 2.5) parviennent a pénétrer en profondeur dans les

poumons.

Afin de préserver l'intégrité des poumons face aux agents pathogénes externes
provenant de I'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 étre dommageable pour les membranes alvéocapillaires. La préservation de
I'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 a la transmission

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

LE SYSTEME IMMUNITAIRE PULMONAIRE

Le systeme immunitaire pulmonaire est un ensemble hétérogene de cellules, de
molécules et de mécanismes spécialisés dans la défense contre les agents pathogénes et les
agressions des voies respiratoires. Les premiéres lignes de défense sont assurées par les
cellules épithéliales des voies aériennes qui jouent un réle de barriere physique contre les
agents pathogenes. En réponse aux infections, elles sécrétent 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 étre recrutées

comme les monocytes et les granulocytes.
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Le développement et la maturation du systéme immunitaire pulmonaire est un
processus complexe et dynamique débutant des les phases précoces de la vie intra-utérine
pour se poursuivre bien aprés la naissance. En plus du recrutement progressif et de la
maturation des cellules immunitaires dans les tissus pulmonaires, le tissu lymphoide associé
aux muqueuses pulmonaires se développe pour assurer une surveillance immunitaire
continue dans les voies respiratoires. Au cours de I’enfance et de I'adolescence, le systéeme
immunitaire pulmonaire continue de se former et de se spécialiser, en réponse aux
expositions environnementales et aux infections. Le développement complet du systeme
immunitaire pulmonaire ne se produit généralement qu’a I'age 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 roles plus spécifiques dans le contexte d’'un poumon agressé.

Les cellules de 'immunité innée

Considéré comme la premiére ligne de défense de I'organisme, le systeme immunitaire
inné est un réseau complexe et dynamique de cellules et de molécules réagissant rapidement
en cas d’agression. Ce systéme, présent des la naissance, n’a pas de mémoire immunologique
et répond de maniére aspécifique a une large gamme de pathogenes, 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 pathogenes (DAMPs et PAMPs) grace a des récepteurs (PRR), tels
que les récepteurs “Toll like”. Les mécanismes de détection permettent au systeme de
déclencher rapidement une réaction inflammatoire, attirant davantage de cellules
immunitaires et établissant ainsi un environnement propice a la réparation des dommages
tissulaires. Les cellules spécialisées de cette premiére 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-apres avec un intérét

particulier pour les macrophages, type cellulaire avec lequel j’ai travaillé durant ma thése.
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Monocytes :
Les monocytes sont des cellules immunitaires de la lignée myéloide produites dans la

moelle osseuse et présentes dans la circulation sanguine ou elles représentent 2 a 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 a 10%) ou le "non-classique" CD14-
CD16* (5 a 10%)°8. Tous les monocytes humains expriment certains marqueurs comme le
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)-Il HLA-DR et l'intégrine aM (CD11b)>. lls
possedent également des récepteurs spécifiques, qui leur permettent d'étre recrutés vers les
tissus en réaction a une lésion ou une infection ayant induit des signaux inflammatoires. Ces
monocytes sont qualifiés d’inflammatoires en raison de leur capacité a produire des
myéloperoxydases, des cathepsines, des cytokines, chimiokines et leurs récepteurs, parmi
lesquels I'IL-1B, I'IL-6, le TGF-B, 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)®°. Les monocytes peuvent
étre caractérisés par leur capacité phagocytaire, qui leur permet d’ingérer et de détruire les
agents pathogenes et les cellules mortes. Une fois recrutés, les monocytes vont avoir la

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

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

représentant 90 a 95% des cellules immunitaires résidentes®!. Ils constituent la premiére
barriere 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 premiere ligne des alvéoles et des voies
respiratoires, tandis que les macrophages interstitiels agissent comme gardiens du systéme
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 I'alvéole, ol ils sont
entourés de cellules épithéliales alvéolaires de type | et de type Il, d’ECs capillaires et de
fibroblastes interstitiels alvéolaires (Figure 5). Ces derniers fournissent un environnement
nutritif riche en cytokines, favorable au développement des macrophages alvéolaires®?. Le
lobe supérieur héberge environ 1,4 milliard de ces cellules®3. Depuis leur position exposée, les
macrophages alvéolaires captent, phagocytent et neutralisent efficacement une grande
variété d’agents pathogénes et de particules inhalées sans provoquer de réponse
inflammatoire excessive susceptible d'endommager les alvéoles®?. 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 |, le facteur de nécrose tumorale a (TNF-a) et I'IL-
1B, qui recrutent et activent les neutrophiles, les monocytes, et les cellules dendritiques®*. En
plus d’initier I'inflammation, les macrophages alvéolaires contribuent a sa résolution en
produisant des cytokines immunorégulatrices telles que le TGF-B, I'IL-1RA et des
prostaglandines®~®’, Des études récentes ont révélé que les macrophages alvéolaires chez la
souris et ’humain se forment avant la naissance a partir de progéniteurs foetaux circulants.
Ces progéniteurs occupent la niche alvéolaire durant la phase de croissance périnatale et
persiste a I’dge adulte grace a une faible prolifération locale, méme en I'absence de tout

processus inflammatoire, sans nécessiter d’apport de monocytes circulants®,

Les macrophages interstitiels pulmonaires, comme leur nom [lindique, sont
principalement résidants dans I'espace interstitiel autour du faisceau bronchovasculaire
(Figure 5). A la différence des macrophages alvéolaires, les macrophages interstitiels sont
présents dans tout I'organisme avec une une signature transcriptionnelle similaire dans
différents organes, suggérant une fonction ubiquitaire ®°. Ces macrophages sont localisés a
proximité d’une grande diversité de cellules non hématopoiétiques telles que les vaisseaux
sanguins’®. Leurs dialogues et interactions avec les cellules voisines contribuent au maintien
d'un environnement propice a la régénération pulmonaire. Par exemple, il a été démontré
dans un modele de lésion endothéliale systémique provoquée par le lipopolysaccharide
bactérien (LPS), que la Rspondin3 d’origine endothéliale pulmonaire induit des changements
dans le métabolisme et I'épigénétique des macrophages interstitiels pour conduire a la

suppression de l'inflammation pulmonaire’’.

42 | Page



INTRODUCTION

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 facon indépendante par des approches transcriptomiques et par leur
expression différentielle du récepteur du mannose CD20672. Les macrophages interstitiels
exprimant CD206 CMH I[1+'° CX3CR1'"°, positionnés autour des bronches, jouent un réle dans la
régulation immunitaire, la cicatrisation et la réparation tissulaire et sont autosuffisants sur le
long terme. Les macrophages interstitiels CD206 CMH 1I+" CX3CR1"° sont impliqués quant a
eux dans la présentation des antigenes. lls sont localisés dans l'interstitium alvéolaire, et bien
gu’ils persistent également dans les poumons sur une longue période, ils semblent étre

régulierement renouvelés par des monocytes sanguins extravasés’?.

Macrophages

interstitiels ‘

Macrophages alvéolaires

i Macrophages interstitiels
% dérivés demonocyte:

Vaisseau
sanguin

Figure 5 : Localisation des sous-populations de macrophages pulmonaires. Adapté de Osorio-Valencia et al’?.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 derniere population de macrophages pulmonaires, différente des
macrophages résidents. Elle est recrutée rapidement pendant I'inflammation a partir de
monocytes pour éliminer les agents pathogénes’4. Ces macrophages, appelés “macrophages
recrutés”, présentent leur propre signature transcriptomique et des fonctions uniques (Figure
5). Alors que les macrophages alvéolaires atténuent linflammation pulmonaire, les

macrophages recrutés la favorisent’>’®. Au cours de la résolution de I'inflammation, la plupart
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des macrophages dérivés de monocytes subissent une mort cellulaire programmeée, tandis
gue les macrophages alvéolaires résidents survivent et persistent dans les tissus. Néanmoins,
apres deux mois d’infection, certains macrophages recrutés acquiérent un phénotype et des
fonctions similaires a ceux des macrophages alvéolaires résidents, suggérant qu’une partie de
la population de macrophages alvéolaires peut également étre régénérée par des

macrophages dérivés de monocytes’”’.

Le domaine de la biologie des macrophages pulmonaires a été marqué par la
complexité des cellules myéloides, 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 étre le fait de monocytes ou de macrophages recrutés, présentant une
durée de vie limitée. Avec I'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. lls ont permis la caractérisation des types
de cellules le long de I'axe proximal a distal de I'arbre respiratoire’®. lls ont ainsi confirmé la
présence de plusieurs sous-populations connues, comme les macrophages périvasculaires
et intravasculaires (exprimant LYVEL et MAF’®) 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
(CXCLS8, CCL4 et CCL20) nommée Macro-CCL45. IIs 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 I'expression de métallothionéine qui

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

Cellules dendritiques :
Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules présentatrices d’antigenes, 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 facon permanente dans les tissus en raison de leur incapacité a s'auto-renouveler, elles

peuvent persister dans les poumons jusqu'a huit semaines®°. Dans les poumons, les DCs se
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divisent en trois principaux sous-types : les DC plasmacytoides (pDC), les DC myéloides 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 distinctes®!.
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
I'humain®283, || 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 pulmonaires®*.

Les granulocytes :
Les granulocytes, appartenant a la lignée myéloide, 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 a I'activation des cellules. Il semblerait que le poumon dispose de
populations résidentes de neutrophiles et d’éosinophiles, cellules traditionnellement percues
comme étant exclusivement circulantes et mobilisées en réponse a des infections ou a des
lésions tissulaires®>8, Les neutrophiles représentent la population cellulaire la plus abondante
dans le sang circulant®” et sont les premiéres cellules recrutées lors d’infections ou de
dommages aux tissus®®. Ce recrutement est médié par des cytokines et chimiokines
principalement I'IL-8 et les facteurs CXCL1/2/5/15, sécrétés par les cellules épithéliales et les
macrophages alvéolaires®. Contrairement a la majorité des organes, les poumons abritent un
réservoir de neutrophiles, souvent désigné sous le terme de « pool marginalisé », qui peut
étre rapidement mobilisé et maintenu dans un équilibre dynamique avec les neutrophiles
circulant du sang . De leur c6té, les éosinophiles constituent la population sanguine la moins
abondante. llIs sécretent des cytokines qui peuvent promouvoir une réponse immunitaire
adaptative de type Th2, agir comme cellules présentatrices d’antigéne®!, stimuler |’activation
des cellules dendritiques®?, ce qui les positionne comme acteurs majeurs de I'inflammation

associée aux allergies.
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Cellules Natural killer & Cellules lymphoides innées :
Les cellules tueuses naturelles (NK) sont des acteurs tissulaires importants et en

particulier des médiateurs de I'homéostasie dans les poumons. En tant que cellules
cytolytiques, elles sécrétent des granzymes qui facilitent la destruction de cellules infectées
par les agents pathogénes®3°*. La cartographie initiale des cellules NK a partir de tissus
humains sains démontre que le poumon contient plusieurs populations distinctes basées sur
les niveaux d’expression de CD56 et NKp46°°. Les NK possédent 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 grace a la
reconnaissance du CMH | exprimé par toutes les cellules du « soi », a travers leur récepteurs
inhibiteurs tels que les killer cell Ig-like receptor (KIRs) et I'lLT2. 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 a I'expression du CMH [°6,

Les cellules lymphoides innées (ILC) partagent de nombreuses caractéristiques
fonctionnelles de leurs homologues T, mais n‘ont pas de réarrangement somatique des
récepteurs T cellulaire (TCR) spécifiques a I'antigéne et elles peuvent étre activées par des
cytokines sécrétées localement et/ou des récepteurs activateurs (NKp44)®’. Sur la base de
leurs caractéristiques fonctionnelles, les ILCs sont réparties en trois sous-ensembles (ILC1,

ILC2 et ILC3) qui sont a peu prés analogues aux cellules Th1, Th2 et Th17/22°%8.

Les cellules de I'immunité adaptative

Le systeme immunitaire adaptatif est un réseau sophistiqué de défense, congu pour
protéger I'organisme contre des agents pathogenes de fagon spécifique. A la différence du
systéme immunitaire innée, il promeut une réponse ciblée, qui s’affite avec le temps a travers
chaque rencontre avec un antigene donné. Il est principalement composé de lymphocytes T
et B, qui orchestrent respectivement I'immunité dite a médiation “cellulaire” et “humorale”.
Leur activité est néanmoins dépendante de 'immunité innée et en particulier de I'activité des
DC, qui jouent un role essentiel dans I'initiation de la réponse des lymphocytes détaillée plus
bas. Un aspect fascinant du systéme immunitaire adaptatif est sa capacité a établir une
mémoire immunologique. Aprés une premiére exposition, certaines cellules B et T deviennent
des cellules mémoire, permettant a I'organisme de réagir plus rapidement et efficacement
lors d'une réexposition au méme antigéne. Cette éducation représente la base de I'immunité
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a long terme et se développe tout au long de la vie de ’lhomme, c’est d'ailleurs sur elle que
s’appuie I'utilité et I'efficacité de la vaccination. Bien que la plupart des lymphocytes soient en
circulation ou localisés dans les organes lymphoides 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 lymphoides

produits dans la moelle osseuse. lls vont subir un processus de maturation et de sélection au
sein du thymus, ou ils acquiérent la capacité de distinguer le soi du non-soi, avant d’étre
libérés sous une forme naive dans la circulation sanguine. lls rejoignent alors rapidement les
tissus lymphoides secondaires ou 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 a la
surface de leur membrane. Les LT CD4*, aussi appelés LT auxiliaires ou helper (Th), exercent
une fonction régulatrice centrale dans I'orchestration des réponses immunitaires adaptatives.
Les LT CD8*, désignés comme LT cytotoxiques, sont importants pour la défense immunitaire
contre les agents pathogénes intracellulaires et les cellules infectées. Leur action cytotoxique
se déroule par divers mécanismes, incluant la sécrétion de cytokines telles que le TNF-a et
I'interféron-y (IFN-y), I'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 antigene via
leur TCR. Les LT qui n’ont jamais été exposés a un antigéne sont désignés comme “naifs”, en
contraste avec les LT “mémoire”, qui ont déja rencontré un antigéne spécifique. Le TCR se
forme durant la maturation des lymphocytes par un processus impliquant un réarrangement
somatique connu sous le nom de recombinaison VDJ®®. Environ 90% des LT ont un TCR
constitué d’une chaine a et d’'une chaine B, représentant les LT dit conventionnels (CD4* et
CD8*). Une proportion plus faible possede un TCR formé de chaine y et 6 (LTy8) et représente
3210 % des LT dans le sang périphérique d’un humain adulte!®. Ces LTy6 ont la particularité
de n’exprimer ni CD4, ni CD8 et sont a cheval entre I'immunité innée et adaptative. Une fois
matures, les LT circulent dans le sang et les tissus, préts a agir a la moindre menace. lls sont
retrouvés majoritairement dans les organes lymphoides secondaires!®?, 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 a un CMH par les cellules présentatrices d’antigene (CPA),
telles que les DC ou les macrophages. Les TCR des LT CD4* reconnaissent des CMH de classe
porteurs de peptides exogenes endocytés, tandis que les LT CD8* s’activent sur présentation
d’'un CMH de classe | 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 glucocorticoides (GITR). Un certain
nombre de molécules de costimulation essentielles a I’activation, telles que OX40 et 4-1BB
ont également été identifiées 192, La figure 6 répertorie les principales interactions qui se
produisent dans la «synapse immunologique» entre CPA et LT et qui aboutissent a une
régulation fine de I'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 a leur prolifération et a 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 a la famille des récepteurs au
TNF (TNFR) et est également désigné sous les appellations CD134 ou TNFRSF4193, Cette
molécule a été identifiée pour la premiére 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 role fondamental dans la costimulation lors de |'activation T, en favorisant la survie et
I’expansion des clones dans divers modeles animaux d’auto-immunité, de maladies
infectieuses ou de cancer!®. De plus, OX40 est impliqué dans la régulation des réponses des

LT effecteurs et mémoires®3,

Notons qu'au sein de la synapse immunologique et de la dynamique d'activation du
LT, interviennent également des signaux de contréle par inhibition. Cette signalisation
contribue a 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 particuliere dans mes résultats de thése.
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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’antigenes). C’est au niveau de cette zone que les
LT reconnaissent leur antigéne porté par les molécules de CMH | ou Il et qu’ils seront exposés a des signaux co-stimulateurs
ou co-inhibiteurs en fonction de leur environnement et de leur état d’activation.

Pour les LT naifs, la phase d’activation déclenche l'initiation de leur polarisation. Les LT
CD4" naifs se différencient en diverses sous-populations, incluant les sous-types Th1, Th2, Th9,
Th17,Th22, Ten et Treg, chacun présentant une spécificité fonctionnelle distincte!® (Figure 7).
De méme, 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 I'impact des facteurs épigénétiques.
Ceux-ci modifient I'expression des facteurs de transcription associés a 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 antigéne 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 I'‘organisme pendant de
nombreuses années'®, tout en étant capables d’éliminer efficacement les cellules présentant
le méme antigene 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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fonctionnalité'®’. Les LT centraux mémoires, principalement localisés dans les structures
lymphoides secondaires possédent une forte capacité de prolifération. Les LT effecteurs
mémoires sont caractérisés par leurs propriétés cytotoxiques élevées, ainsi que par leur
aptitude a migrer vers les organes non lymphoides, y compris les tissus tumoraux. Les LT
résidents mémoires, pour leur part, sont situés dans les tissus muqueux, ou ils forment une
barriere constamment efficace en raison de leur incapacité a circuler. Les LT souches
mémoires sont des cellules en circulation, présentant des caractéristiques similaires a celles

des cellules souches, comme une forte capacité d’auto-renouvellement et de prolifération.
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) (4] ® ] ® ® ®
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Figure 7 : Polarisation des lymphocytes auxiliaires. Adapté des Chalmin et al,’% et Rouers et al, 1%, Le processus commence
par la reconnaissance de l'antigéne présenté par une CPA via le complexe MHC Il et les interactions co-stimulatrices
CD80/CD86 avec CD28 sur le LT CD4+ naif. Selon les cytokines de I'environnement, le lymphocyte T naif se différencie en l'une
des sous-populations Thl, Th2, Th9, Thl7, Th22, Tey, Treg. Chaque sous-population est caractérisée par des facteurs de
transcription spécifiques, sécrete des cytokines particuliéres et remplit des fonctions immunitaires distinctes, telles que la
réponse aux pathogénes, l'inflammation, et la tolérance immunitaire. AHR : aryl hydrocarbon receptor ; Bcl6 : B-cell lymphoma
6, Foxp3 : forkhead box P3 ; GATA3 : GATA binding protein 3 ; RORyt : 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 systéme

immunitaire. Contrairement a d’autres récepteurs de costimulation constitutifs, tels que CD28
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et CD27, OX40 n’est pas exprimé sur les LT naifs au repos!?. Son expression est induite de
maniere transitoire en réponse a la signalisation post-engagement du TCR suite a la
reconnaissance de I'antigéne. Chez les LT naifs, cette expression peut se manifester entre 12
heures et 5-6 jours aprés activation, tandis que chez les LT mémoires, I'induction est plus
rapide et apparait entre 1 a 4 heures aprés I'activation!*!. Bien que les LT déficients en OX40
puissent proliférer et se différencier en LT effecteurs dans les 2 a 3 jours suivant I'engagement
du TCR, ils présentent une survie significativement réduite aprés 12 a 13 jours!'2'13, Cela
suggere que la signalisation OX40 n’influence pas la phase d’activation initiale, mais joue
plutdt un réle 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, renforcant

ainsi leur fonction durant cette phase effectrice®4.

Concernant les sous-ensembles de LT CD4*, les signaux OX40-OX40L peuvent, dans
certaines conditions, favoriser fortement I'induction des cellules Thl, Th2 et Th9, tandis que,
dans d’autres contextes, ils peuvent inhiber la génération de Tregs exprimant Foxp31%. Des
études antérieures ont montré que la signalisation OX40-OX40L peut augmenter la réponse
immunitaire dans ces sous-ensembles de LT a travers les voies NF-kB, MAPK, NFAT et des voies
anti-apoptotiques dépendantes de BCL-2/XL'1+1%6, Ces voies de signalisation contribuent a
favoriser I'expression de molécules pro-survie et la production de cytokines, optimisant ainsi
la génération de sous-ensembles de LT effecteurs et mémoires!®. Dans des conditions
physiologiques, I'interaction 0OX40-OX40L sollicitera de maniere préférentielle Ia
différenciation des LT CD4* en cellules effectrices Th2%. Plusieurs études signalent qu’en
I'absence de signaux OX40-0OX40L, la prolifération clonale des cellules Th2 est compromise,
entrainant une faible population de cellules T mémoire. Ces observations suggerent que cette
interaction est essentielle pour la différenciation et la polarisation des cellules Th2118119,
L”interaction 0OX40-OX40L semble également indispensable dans la génération de
lymphocytes T mémoire Th2 et les réponses de rappel mémoire, en soutenant I'expression

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

En s’appuyant de nouveau sur I'étude réalisée par Madissoon et al., le compartiment
CDA4* résident pulmonaire est caractérisé par des cellules naives, des cellules effectrices
mémoires, des cellules Treg et des cellules mémoires tissulaires. Plusieurs populations T CD8*

dont des cellules mémoires tissulaires sont également spécifiguement localisées au niveau de
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I’épithélium des voies respiratoires’®. Ces observations ont été corroborées par des études de
divers modeles d’infection ou il a été noté que le poumon abrite une proportion significative
de LT mémoirest?®1?! et de LT naifs 122123, Ces données tranchent avec celles d’autres
compartiments non lymphoides, qui ne contiennent pas de LT mémoires et ou les LT naifs 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 lymphoide et se développent a partir

de précurseurs hématopoiétiques produits dans la moelle osseuse. Leur principale fonction
est d’assurer I'immunité humorale par la production d’anticorps spécifiques d’un antigene,
notamment les immunoglobulines IgM, IgA, 1gG et IgE. L'anticorps lié a I'antigéne aura alors
plusieurs fonctions en rapport avec sa nature. Outre cette fonction de production d’anticorps,
les LB possedent la capacité de présenter des antigenes aux LT, ce qui renforce leur réponse.
Souvent cette collaboration est réciproque, puisque les LT contribuent également a la survie

des LB naifs activés.

L'activation d’un LB débute par la reconnaissance d’un antigéne 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
a la prolifération et a 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, a
I'image de leur analogue T, il existe une population de LB régulateur (Breg) qui possede des
fonctions immunosuppressives via leur production d’IL-10 ou de TGFp. Les Bregs sont ainsi

impliqués dans les processus de tolérance dans le cadre d’infections ou de cancer!?4,

L'identification des lymphocytes B résidents dans les tissus constitue une avancée
récente, observée initialement chez le modele murin. Dans une étude pionniéere réalisée par
Randall et al., il a été démontré que les LB mémoires résidents, spécifiques de virus influenza,
requiérent une reconnaissance locale de I'antigéne et conservent la capacité de se différencier
rapidement en plasmocytes lors d’une nouvelle exposition'?>. Des analyses transcriptomiques
ultérieures sur les LB, qu’ils soient tissulaires ou lymphoides ont révélé que les LB résidents

126

des poumons acquierent une signature « résidente » distincte et peuvent étre

continuellement générés a partir des réponses induites dans les centres germinatifs des
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organes lymphoides périphériques'?”128, Notons qu’une analyse comparative approfondie des
cellules B mémoires dans les tissus murins et humains a mis en évidence I'expression

conservée de nombreux marqueurs de résidence entre les espéces!?%130,

Les structures de cohabitation Bet T :
Il est essentiel de souligner que la plupart des cellules immunitaires résidentes ne sont

pas isolées, mais plutot intégrées dans des structures semi-organisées qui miment les
caractéristiques des organes lymphoides secondaires. En réponse a des événements
inflammatoires ou infectieux au niveau pulmonaire, il peut se produire le développement de
structures lymphoides tertiaires (TLS), dont I'organisation est semblable a celle des structures
lymphoides secondaires. Progressivement, lors de la résolution de I'inflammation, les LB et LT
se regroupent en proximité des bronches principales, donnant ainsi naissance a une structure
que I'on désigne sous le terme de tissu lymphoide inductible associé aux bronches (iBALT)31,
Les iBALT se composent d’agglomérats de LT et LB, de cellules présentatrices d’antigenes (DC,
macrophages), et d’un maillage sous-jacent de cellules stromales. La formation d’iBALT peut
étre 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 I'organisation des leucocytes (Figure 8).

A I'image des organes lymphoides classiques, les iBALT ont la capacité de recruter des
lymphocytes naifs circulants, de les exposer a des antigenes locaux, en I'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 I’expression de Bcl6, puisque
sa suppression dans les LT CD4* avant l'infection par le virus influenza, a conduit a une
redistribution de ces LT en dehors des zones iBALT, ainsi qu'a une altération de la production
d’anticorps localement'32. Par ailleurs, parmi les populations CD4* auxiliaires, une sous-
population sécrétant de I'lL-21 semble déterminante pour le maintien des LT CD8"* résidents

des poumons?33,

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 myéloides et de LT
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CD8*134 et les granulomes, comme ceux observés lors de I'infection par Mycobacterium
tuberculosis. Ces granulomes se distinguent par la présence d’un noyau central constitué de
macrophages infectés, entouré de LB et LT3, Ces variants montrent une ressemblance moins

prononcée avec les structures lymphoides secondaires comparativement aux iBALT.
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Figure 8 : Formation des cellules immunitaires résidentes dans les poumons et des compartiments immunitaires associés.
Lors d’une infection, les pathogénes des voies aériennes sont capturés par les cellules dendritiques (DC) qui digérent les
peptides antigéniques et les charges dans leur CMH (1). Les DC migrent vers les ganglions lymphatiques (2) ou elles présentent
les antigenes aux lymphocytes T (LT) CD4+ et CD8+, activant une réponse adaptative spécifique du pathogéne (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 a I’élimination du pathogene et endiguent I'infection
pulmonaire (5). La persistance de l'inflammation et des antigénes dans les poumons favorise la formation d'agrégats
lymphoides, 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 a long terme contre les pathogenes (7).

Une fois encore, I'étude pionniére menée par Madissoon et al.’®, sur les
compartiments pulmonaires offre une nouvelle cartographie multi-omique de la structure du
poumon humain, identifiant 80 types cellulaires distincts grace a l'intégration de techniques
de scRNAseq, de transcriptomique spatiale et de séquencage VDJ. Cette recherche met en
lumiére un nouveau compartiment immunitaire associé aux glandes de I'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, suggere 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’antigénes aux LT CD4* via les CMH I, initiant des

réponses T spécifiques de I'antigéne.

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, I’activation et le franchissement
par diapédése de I'endothélium par des cellules immunitaires circulantes sont des étapes
finement régulées. Les ECs y jouent un rble 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 ésés.

LE RECRUTEMENT DES CELLULES IMMUNITAIRES

La diapédese leucocytaire se produit généralement selon un processus conservé,
décrit par Butcher 136 et Springer?3” dans les années 1990. La cascade classique du recrutement
leucocytaire comprend les étapes de capture, roulement, arrét, adhésion et migration
transendothéliale (diapédése). Elle dépend d’une activation des ECs en deux temps, a la fois
rapide (s’effectuant en quelques minutes) et lent (s’étalant sur plusieurs heures). L’activation
rapide est caractérisée par son indépendance vis a vis de la transcription de nouveaux génes,
tandis que I'activation lente implique une expression génique!32, L’activation des ECs peut étre
induite par des cytokines telles que I'lL-6, I'lL-1B et le TNF, mais aussi par des motifs
moléculaires associés a des agents pathogénes, tels que le LPS'32140, Les stimuli principaux,
comme I'histamine et les cytokines pro-inflammatoires proviennent des cellules sentinelles
immunitaires qui patrouillent dans les tissus. Les ECs au repos demeurent inactives vis-a-vis
des leucocytes tout en produisant des protéines, telles que la P-sélectine et des chimiokines
gu’elles stockent dans des vésicules spécialisées appelées corps de Weibel-Palade et qui
soutiendront la phase d’activation rapide!*!. Le recrutement des leucocytes démarre par une
augmentation de leurs capacités d’interactions bidirectionnelles avec les ECs activées pour
conduire a la phase d’adhésion, préalable a 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 chimiokines*?,
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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 intravitale!43. Dans les veinules post-
capillaires affectées par I'inflammation, des modifications hémodynamiques entrainent une
perturbation significative du flux sanguin, ce qui favorise I'interaction des leucocytes avec la
paroi endothéliale. La diminution du débit sanguin accroit ainsi les probabilités que les
leucocytes entrent en contact avec les ECs. L'adhésion des leucocytes a I’'endothélium activé
s’effectue via des interactions entre la L-selectine, qui est principalement exprimée par les
leucocytes, et les ligands sialylés présents a la surface de I'endothélium#4, Ce processus est
associé aux interactions de la glycoprotéine P-sélectine (PSGL1) avec les molécules P-sélectine
et E-sélectine également exprimées par I'endothélium. Cet ensemble d'interactions favorise
un attachement et un roulement des leucocytes le long de la paroi vasculaire, marquant la
premiére étape du recrutement vers le site de I'inflammation?®. Les étapes du recrutement

sont illustrées dans la figure 9 ci-dessous.

La deuxiéme phase du recrutement s’orchestre autour du processus d’adhésion ferme
des leucocytes a I'endothélium activé. Cette étape est principalement médiée par les
interactions entre la molécule de VCAM-1 présente a la surface des ECs et l'intégrine a4p1
(également connue sous le nom de VLA-4), ainsi que de ICAM-1 et les intégrines B2,
notamment I'antigéne 1 associé a la fonction leucocytaire (LFA-1), exprimés sur la membrane
des leucocytes. La dynamique du cytosquelette joue également un role clé dans ces
interactions bidirectionnelles entre I'endothélium et les leucocytes. Le remodelage des ECs
activées facilite I'attachement des leucocytes par la formation d’une structure d’ancrage
enrichie en actine, qui concentre les molécules VCAM-1 et ICAM-1%, Les intégrines et les
filaments d’actine interagissent grace a des protéines adaptatrices variées, telles que la taline,
qui pourraient produire des échafaudages moléculaires favorables a la génération de
phosphatidylinositide-4,5-bisphosphate (PIP2) au sein de la membrane plasmique et a la
polymérisation de l'actine. L'adhésion médiée par les intégrines est accentuée par
I’engagement des récepteurs associés aux protéines G, tels que CXCR4 et le facteur dérivé des
cellules stromales la (SDFla), fixées sur les glycosaminoglycanes (GAG)'#’. Toutes ces

modifications entrainent un arrét du roulement du leucocyte sur I'endothélium et permettent
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un point d’ancrage solide a I'origine de la derniere étape du recrutement qui consiste en

I’extravasation de la cellule immunitaire vers le tissu ou I'organe cible.

Durant le processus de diapédése, derniere 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)4-1>1, Bien que la migration transcellulaire ait été
observée dans des contextes spécifiques, tels que I'inflammation au niveau de la barriere
hémato-encéphalique et de la barriere hémato-rétinienne®?, la diapédése paracellulaire
semble le mécanisme de transmigration le plus couramment utilisé®%1, 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-11>3 qui entraine la phosphorylation de la VE-cadhérine, ensuite internalisée et
souvent dégradée®*. 'interaction de LFA-1 avec ICAM-1 s’accompagne de I'engagement des
intégrines leucocytaires avec des molécules d’adhésion jonctionnelle (JAM) exprimées par les
ECs'®>, ce qui facilite la migration transendothéliale. D’autres signaux sont requis, notamment
ceux induits par la contrainte de cisaillement, ainsi que I'expression de chimiokines a la surface

de I'endothélium#’.

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’inflammation®®, ainsi que par des observations indirectes chez un modéle murin
transgénique pour la protéine VE-cadhérine. Dans ce dernier modele, il a été observé une
réduction significative du recrutement de leucocytes chez des souris porteuses d’une protéine
de fusion VE-cadhérine-a-caténine non dissociable, entrainant une incapacité a ouvrir les
jonctions adhérentes®’. 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
impliqués®®. De plus, I'imagerie en microscopie confocale de la diapédése in vitro a révélé que
seulement 5 a 11 % des neutrophiles, monocytes et lymphocytes migrent a travers les

monocouches cellules endothéliales de cordon ombilical humain (HUVECs) par la voie
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transcellulaire’®®. En revanche, Iutilisation de cellules endothéliales microvasculaires dans ces

essais a augmenté jusqu’a 30 % le pourcentage de leucocytes migrant en transcellulaire.

Vaisseaux
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+ Médiée par les selectines
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Figure 9 : Recrutement des leucocytes. Le processus comprend cing 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 a I’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 a des cytokines et chimiokines qui
activent I'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 I'endothélium et produisent I'arrét du roulement
(4). Dans la derniere étape appelée diapédése, les leucocytes traversent I'endothélium en déplagant les jonctions
intercellulaires ce qui mobilise des protéines telles que PECAM1/CD31 et des JAMs, et grdce 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 ou 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 étre stimulées
pour exprimer la E-sélectine®!. Pourtant, a la surface des tissus hématopoiétiques veinulaires,
tels que la rate, la moelle osseuse et la peau, la E-sélectine est exprimée de maniere
constitutive 1627164 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 I'organe®>1%  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.
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Recrutement immunitaire dans I’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
systéme 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 a l'important pool intravasculaire de leucocytes dans les
poumons. La concentration de neutrophiles dans le sang capillaire est décrite comme 20 a 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 a la sélectine mais par des
changements dans la forme des neutrophiles®®. En effet I'implication des sélectines et des
intégrines dépend du stimulus inflammatoire'®®, Chez les cellules traitées au LPS d’Escherichia
coli, les neutrophiles sont recrutés de maniére dépendante des sélectines et des intégrines®’.
En revanche, le recrutement des neutrophiles chez les souris apres |'administration
intratrachéale de LPS préparés a partir de Streptococcus pneumoniae ou de Salmonella

enteritidis est décrit comme indépendant de la sélectine!®®,

Il existe une variabilité notable dans les modalités de recrutement des leucocytes au
sein de I’hétérogénéité des ECs pulmonaires. Les ECs microvasculaires se distinguent par leur
capacité a produire des cytokines inflammatoires telles que la CCL4 et la CXCL2. Ces protéines
jouent un role clé en tant que facteurs chimiotactiques, facilitant le recrutement des

neutrophiles dans les espaces alvéolaires en réponse a I'inflammation ou a I'infection'.

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
a la premiére phase d’adhésion est moins marquée dans les capillaires bronchiques que dans
ceux des poumons, ce qui pourrait étre attribué au large diamétre des capillaires bronchiques
et/ou a une pression sanguine plus élevée dans cette zone'’°. A I'inverse, le flux sanguin dans

le réseau capillaire pulmonaire se caractérise par une vitesse relativement faible 172, 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 réle
immunomodulateur complexe bien au-dela de leur fonction classique dans I'allo-immunité, le
recrutement des cellules immunitaires, la tolérance immunitaire et [linflammation
vasculairel38172173 Différents sous-types d’ECs ont ainsi été identifiés comme exercant ces
fonctions immunomodulatrices dans des tissus et organes divers. Par exemple, les ECs
sinusoidales hépatiques (LSEC) présentent des activités immunomodulatrices constitutives'’4,

tandis que d'autres types de ECs montrent des phénotypes immunomodulateurs transitoires,

induits par des conditions environnementales spécifiques.

Certaines ECs possedent des caractéristiques typiques des cellules immunitaires, telles
que I'expression de récepteurs co-stimulateurs et co-inhibiteurs!?3. Elles ont aussi la capacité
d'induire l'apoptose dans d'autres cellules'’>. Les ECs agissent également comme des APC
semi professionnelles, jouant un réle important dans la modulation de la réponse
immunitaire'?>17>-177_ Elles disposent en effet de capacités phagocytaires, éliminant les
déchets cellulaires circulants par efferocytose et de capacités de traitement et de présentation
des antigénes'’®. 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 a I'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 naifs'’°. Les ECs réagissent activement aux
médiateurs inflammatoires, tels que I'lL-35 et I'IL-17A8!, en augmentant I'expression de
molécules d’adhésion a leur surface. Cette réponse inclut la production de cytokines pro-

inflammatoires et de chimiokines attirant les cellules immunitaires82-184,
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La molécule de co-inhibition PD-L1,

O O g & présente a I'état d’équilibre, voit son
expression fortement augmentée en

Cellule Lymphocyte Cellule , . . .
présence d'inflammation, jouant un

° dendritique T endothéliale
- O
T ICAM1 LEA1 ICAM1 réle non seulement dans la régulation
= ICAM1 ICAM1 . o . _
9 immunitaire  mais  aussi  dans
s ICAM2 VLA4 ICAM2
% LFA3 cD2 LFA3 I'activation de I'endothélium et la
i = , apes 2
=1 DC-SIGN ICAM3 perméabilité aux leucocytes?®>,
CcD4oL CD40 CD40L
- CMH-I CMH-1 La littérature mentionne néanmoins
S TCR
E CMH-Il CMH-II des différences notables entre espéces
=
- . .
5 CD80 CD28 en ce qui concerne les fonctions
(=]
© CDS6 immunomodulatrices des ECs. Chez
CTLA-4
'homme, les ECs microvasculaires
ICOSL ICOS ICOSL _ o
expriment constitutivement le HLA de
GITRL GITR GITRL
TL-1A DR3 TL-1A classe 1, ce qui leur permet de
4-1BBL 4-1BB 4-1BBL présenter des antigénes aux LT CDS et
OX40L OX40 OX40L .
- CD42318  Chez la souris, cette
S PD-L1 PD-1 PD-L1
2 B7-H3 2 B7-H3 expression est observée uniquement
= .. . .
= B7-H4 ? B7-H4 en conditions inflammatoires®®’.
S NP-1 NP-1 NP-1

Tableau 1 | Comparaison des signaux immunitaires
partagés par les DC et les ECs

L'expression des molécules de co-stimulation, telles que CD80 et CD86, differe également
entre les espéces. Elles sont ainsi exprimées de maniére dépendante du contexte chez la
souris'® et rarement observées chez ’homme, méme si elles peuvent étre induites in vitro'®>-
1 Par contre, chez ’lhomme, la molécule de costimulation CD58 (LFA-3), qui interagit avec
CD2 sur les LT, joue un role essentiel dans I'activation des LT mémoires, avec une affinité
beaucoup plus élevée que celle observée chez la souris??3. Il est important de relever que
I'activation des ECs peut favoriser la maturation des LT CD8* mémoires en LT cytotoxiques

spécifiques des cibles endothéliales'®?, ainsi que la différenciation des Th17 en réponse a la

production d’IL-6 par les ECs®3,
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L'amplification du sous-ensemble Th1 par les ECs a été observée a la fois in vitro et in
vivo, dans des modeéles d’allogreffe vasculaire'®41%, tandis que la cascade du complément, via
I'activation de I'inflammasome NLRP3 et la production d'IL-18, contribue a l'activation des
lymphocytes T médiée par les ECs'°®, Au cours de la diapédese, 'engagement de I'intégrine
LFA-1 sur les LT va stabiliser les transcrits des génes pro-inflammatoires, impliquant un double
réle pour ces molécules dans I'activation et 'adhésion des LT, Il est également décrit que
ICAM-1 participent a la formation d’une synapse immunologique'®® entre EC et LT bien que

I’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 systeme
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 suggéere 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, I'extravasation se produit principalement
au niveau des capillaires et des veinules post-capillaires, ou 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 déja mentionnée précédemment, Zhou et al. ont
démontré que la réponse angiocrine induite par la Rspondin3, sécrétée par les ECs apres

stimulation par du LPS, conduisait a une expansion des macrophages interstitiels’?.

Ces macrophages, par leur action anti-inflammatoire, contribuent a la protection des
tissus. A 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 derniers®®. De plus, la protéine Jagged1 (Jagl)

exprimée par les ECs a été identifiéee comme un régulateur clé de la polarisation des
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macrophages, prévenant les lésions pulmonaires induites par les radiations via la signalisation

Notch?®,

Les ECs régulent également les macrophages alvéolaires par le biais d'exosomes
dérivés de I'endothélium en influengant les réponses immunitaires par la signalisation calcique
médiée par RGS12%L, Ainsi, dans le contexte pulmonaire, il est difficile de statuer sur le role
précis des ECs dans l'activation ou la tolérance immunitaire, car elles participent a ces deux
processus. Les cellules immunitaires pulmonaires interagissent avec les cellules épithéliales,
les fibroblastes et les cellules vasculaires pour réguler linflammation et maintenir

I’"homéostasie locale.

L'interaction étroite entre les diverses composantes du systéme immunitaire
pulmonaire assure une réponse coordonnée et efficace face aux agressions et aux pathogénes
tout en préservant la tolérance immunitaire et en limitant les dommages tissulaires.
Cependant il arrive que ce contréle soit défaillant et entraine ou accentue le développement

de pathologie.

SYSTEME IMMUNITAIRE PULMONAIRE ET DEVELOPPEMENT DE PATHOLOGIES

Les dysfonctionnements du systéme immunitaire pulmonaire sont en cause dans
I'apparition et la progression de diverses pathologies. Par exemple, une réponse immunitaire
disproportionnée peut déclencher une inflammation excessive, contribuant ainsi a des
affections telles que I'asthme, la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) et la
fibrose pulmonaire?%?. Dans le contexte de maladies auto-immunes comme la sarcoidose, le
systéme immunitaire pulmonaire attaque de maniére erronée les tissus pulmonaires, ce qui

entraine inflammation et lésions2%3.

Par ailleurs, I'immunosuppression ou une déficience immunitaire peuvent accroitre le
risque d'infections respiratoires séveres, en particulier chez les personnes vivant avec le
VIH?%*, Le systéme immunitaire pulmonaire est également impliqué dans les réponses
exacerbées associées au syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) et a d'autres

maladies pulmonaires graves’3.
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L'inflammation, qu'elle soit aigué ou chronique, est influencée par divers facteurs tels
que la durée et l'intensité des agressions, I'age, ou la présence de pathologies comme
I'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 malignes?®. En outre,
des états inflammatoires chroniques, comme la BPCO, constituent un risque accru de
développer un cancer du poumon. Une meilleure compréhension des rbles délétéres que
I'inflammation exerce sur la pathogénese 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 premiére cause de décés par cancer en France et dans le
monde avec environ 1,8 million de décés 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 a un
diagnostic tardif de la maladie influencé par I'apparition tardive de symptémes. En effet, les
stades I-ll représentent seulement 25% des cas au diagnostic, les stades Ill concernent 20%

des patients et 55% des cas sont détectés au stade IV ou au stade métastatique.

Cancer Bronchique
a Petites Cellules

Incidence Mortality
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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 a petites cellules (CBPC) et le cancer
bronchique non a 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 a métastaser rapidement durant le processus d’oncogenése avec 70% des patients
CBPC présentant des métastases au moment du diagnostic?®®. Le CBNPC est le type
histologique le plus représenté, avec 80 a 85 % des cas. En suivant la classification, il est
possible de distinguer, au sein des CBNPC, les carcinomes épidermoides (20-30%) et les

carcinomes non épidermoides regroupant les adénocarcinomes (30-50%) et les carcinomes

indifférenciés a grandes cellules (10%).
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Les carcinomes épidermoides se développent dans la région centrale du poumon
tandis que les adénocarcinomes par exemple vont se développer en périphérie de I'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 geénes EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor), KRAS, BRAF (B-Raf proto-oncogene), HER2 ainsi que les altérations caractérisées
des génes ALK (anaplastic lymphoma kinase) et ROS1 que nous détaillerons par la suite.
Aujourd’hui, avec les traitements a base d’'immunothérapie, le statut de PD-L1 doit aussi étre

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 these, je me suis donc concentrée sur ce modéle 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 I'apparition et le maintien de cellules
malignes présentant des caractéres anormaux. La transformation cellulaire tumorale se
traduit par une perte du controle du cycle cellulaire et donc une capacité de prolifération
incontrblée et anarchique mais aussi une insensibilité a I'apoptose et des anomalies de
réparation a I’ADN. Durant ce processus de carcinogenése, ces cellules cancéreuses vont
acquérir plusieurs propriétés communes qui ont été regroupées pour la premiere fois en 2000
par Hanahan et Weinberg sous le terme de « Hallmarks of cancer »?%. l’échappement a la
surveillance immunitaire est une caractéristique récemment intégrée a cette liste. Cet
échappement confirme toute ['importance qu’il y a a accorder aux réles du
microenvironnement dans l'initiation et la progression tumorale. Aujourd’hui, la derniere
actualisation de la liste des « Hallmarks »%°7 en dénombre 14 avec I’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, 297, 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
I'évolution de ces concepts, illustrant I'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, I'apparition de mutations spontanées avec gains de fonction ou pertes de génes
suppresseurs de tumeurs et en dernier les facteurs environnementaux. Des analyses de
séquences a 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)?°8, tandis que les cancers
pédiatriques présentent une fréquence mutationnelle beaucoup plus faible (environ 0,1
mutation/Mb, soit un changement sur I'exome). De plus, une grande majorité des facteurs
favorisant I'apparition des cancers pulmonaires est d’origine environnementale en raison de

I’exposition quasi directe du poumon avec I'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 carcinogénes énumérés dans le tabac et sa fumée?%. 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 a des risques accrus de déces et ce de maniére dose dépendante
(hazard ratio, HR = 1.31 (1.01-1.71) pour plus de 40 paquets/années)?!®. 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 I'inhalation
de particules toxiques ou irritantes comme la poussiere générée lors de la transformation du
211

bois?!! ou la fumée de combustibles non transformés comme le charbon qui contient une

guantité élevée de carcinogenes.

Les particules toxiques les plus connues favorisant I'incidence des cancers pulmonaires
sont I'amiante?!?, la silice?! ou le radon?'*. De nombreuses études épidémiologiques ont par
ailleurs confirmé I'impact de la pollution sur I'incidence des cancers bronchiques, notamment
en lien avec la présence de particules fines qui sont associées a un taux de mortalité accru.
L'élément commun aux facteurs environnementaux les plus fréquemment incriminés est la
capacité des particules inhalées (poussieres et particules, amiante,...) a induire une
inflammation chronique. D'ailleurs une étude pionniére de 2023 suggere que les particules
fines pourraient induire une inflammation pulmonaire par I'intermédiaire du recrutement
important de macrophages producteur d’IL1-B, favorisant le développement des cellules

mutées EGFR préexistantes??®

. Enfin, il est intéressant de relever que le cancer des poumons
touche plus fréqguemment les hommes que les femmes. Cependant au cours des 50 dernieres
années, l'incidence augmente chez les femmes ce qui pourrait étre corrélé avec leur accés

accru a la consommation de tabac?®.

68 | Page



INTRODUCTION

LES FACTEURS GENETIQUES ET SUSCEPTIBILITES HEREDITAIRES

Le cancer des poumons fait partie des cancers présentant un nombre important de
mutations « drivers » jouant un role direct dans le développement et la progression
tumorale?’’. Ces altérations qui peuvent étre 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 genes suppresseurs de tumeurs tels
qgue TP53 (tumor protein p53) ou PTEN (phosphatase and tensin homolog) retrouvés dans de
nombreux types de cancers®!8. Dans les cancers pulmonaires, le séquencage du génome entier
a permis d'identifier différentes mutations des génes 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
I'hétérogénéité des réponses aux traitements. Au sein de ces mutations, les plus
majoritairement retrouvées sont celles du géne KRAS (20-40%) suivi par les altérations du

géne EGFR (15%) (Figure 12).

PI3K-AKT-
mTOR
4%

Mutation indéfinie
13%

Figure 12: Classification génomique des CBNPC. Adapté de Bourreau et al,?? . 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 these, j’ai pu étudier plusieurs lignées de cancer pulmonaire caractérisées
par la diversité de leurs mutations. Parmi celles-ci, j’ai particulierement étudié une lignée
présentant une mutation dans KRAS, une autre avec une mutation BRAF et une derniére avec

une mutation EGFR. Seules ces mutations seront détaillées dans cette introduction.

Le gene KRAS fait partie de la famille des génes 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 ALK?%°
et en amont de la voie de signalisation des MAPK. Les mutations oncogénes du gene KRAS se
produisent surtout dans I'exon 2 au codon 12, moins souvent au codon 13 (3-5%) et rarement
dans I'exon 3 au codon 61 (<1%)??. Ces mutations aboutissent le plus souvent a une activation
constitutive de la petite GTPase???. 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 adénocarcinomes???) 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-fumeurs??3.

Les mutations touchant au géne BRAF concernent uniquement 1,5 a 5% des patients
atteints de CBNPC??4, Ce géne code pour une sérine/thréonine kinase appartenant a la famille
des kinases Raf impliquées dans la signalisation MAPK??°. En conditions normales, la kinase
codée par BRAF subit une boucle de rétrocontréle négatif au cours de la cascade d’activation,
ce qui limite sa fonction dans le temps. Dans des conditions avec BRAF muté, le rétrocontrole
ne se fait pas et la voie MAPK maintenue activée conduit a une prolifération cellulaire

incontrélée??6, Les mutations BRAF V600E représentent 50 % de ces cas??>.

L'EGFR est un récepteur membranaire a 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 I'angiogenése. Dans le CBNPC, les mutations de I'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
récepteur??”22%,  Les mutations du géne EGFR les plus couramment retrouvées chez les
patients atteints de CBNPC (¥85%) sont : la mutation ponctuelle remplagant une leucine par
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une arginine dans I'exon 21 (L858R) et une délétion dans le cadre de I’exon 19 qui élimine les
résidus 746-750 de la protéine??®. Ces mutations se produisent dans 15% des CBNPC et
principalement dans les populations de non-fumeurs, de sexe féminin et d’Asie de I'Est. La
mutation de I'EGFR présente une fréquence élevée au sein de la population réunionnaise
(22%), comparable a celle observée en Asie. Ce phénomeéne peut étre attribué a I'histoire des

migrations et au métissage ethnique sur I'/le?3°,

Outre les mutations « drivers », il existe des facteurs de risques génétiques contribuant
a 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 a un jeune age 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 a 95 % : 2,57 a

40,41) fois plus de risque de développer un cancer des poumons?3.,

LES FACTEURS DE COMORBIDITES

Certains facteurs intrinseques propres a I'individu peuvent contribuer a 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 étre responsable ou associée a % des cas de cancers mondiaux®32, C’est le

cas des maladies pulmonaires chroniques telles que la BPCO?33® mais aussi la fibrose

234 235

pulmonaire ou la tuberculose 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 I'asthme sont
contradictoires bien qu’une étude récente indique qu’une exposition a long terme aux
acariens associés a I'asthme pourrait accélérer le développement de cancer pulmonaire chez
les hotes sensibles?36. De nombreux autres facteurs comme le diabéte, I'obésité, les troubles
cardiovasculaires et d’autres pathologies le plus souvent associées a 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 derniéres
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 I'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 I'étendue de la maladie. Pour les patients
diagnostiqués précocement, a un stade allant de | a lll, le traitement se fait principalement
par exérese 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 a croissance rapide, ce qui est une caractéristique des cellules tumorales.
La drogue administrée va induire des dommages a I’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 I'intervention
chirurgicale. En revanche, la chimiothérapie adjuvante souvent qualifiée de “chimiothérapie
postopératoire” est administrée aprés la chirurgie ou la radiothérapie pour éliminer les
cellules cancéreuses résiduelles et consolider I'action thérapeutique en réduisant le risque de
récidive.

Le premier essai cliniqgue ayant démontré de maniére prospective les avantages d’une
chimiothérapie adjuvante est I'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 recu soit une chimiothérapie adjuvante a base de
cisplatine et un autre agent, soit un traitement controle. Le suivi médian des patients a duré
56 mois et sept déces attribués a une toxicité ont été rapportés, représentant 0,8 % des cas.
Les résultats ont montré une survie globale significativement améliorée dans le groupe ayant

recu la chimiothérapie adjuvante, avec un taux de survie de 44,5 % a cing ans,
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comparativement a 40,4 % dans le groupe controle (HR 0,86 ; IC a 95 % [0,76-0,98] ; p <
0,03)?%’. Aujourd’hui, dans 80% des cas de CBNPC, il n’y a pas de mutation « drivers » et le
traitement de premiére ligne s’appuie sur une chimiothérapie a base de sel de platine
(Cisplatine, Pemetrexed, Paclitaxel...). Les recommandations d’administration actuelles sont
de 4 a 6 cycles avant de passer sur un traitement d’entretien par pemetrexed et/ou

bevacizumab jusqu’a 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 controler la prolifération des cellules tumorales en
produisant également des dommages a I’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 étre proposé en une ou quelques dose
élevées par hypo-fractionnement (méme 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 séances?8.

La radiothérapie est souvent combinée a de la chirurgie ou de la chimiothérapie et de
I'immunothérapie a base d’ICI pour maximiser la réussite du traitement?®. En effet, la
radiothérapie peut induire une réponse immunitaire ciblée contre la tumeur, via l'infiltration
tumorale des lymphocytes T CD8*, entrainant une réduction de la taille de la tumeur primaire
ainsi que des métastases distales méme en dehors de la zone irradiée. Ce phénomeéne est

connu sous le terme d’effet abscopal?4°.

Malgré leurs effets thérapeutiques, la chimiothérapie et la radiothérapie sont sources
d’effets secondaires préjudiciables a 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-a-dire avec mutation « driver » caractérisée. Contrairement a 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 'EGFR, BRAF, KRAS®12¢, ALK, RET, NTRK, MET et ROS-1. A titre d’exemple, en
cas de présence de mutation dans EGFR, quatre molécules ont I'autorisation de mise sur le
marché (AMM), avec en premiére ligne : géfitinib, erlotinib (premiére génération), afatinib
(deuxieme génération) et osimertinib (troisieme génération). Le taux de survie sans
progression tumorale a 12 mois des patients traités avec du géfitinib était de 24,9% par
rapport a 6,7% dans le groupe traité au carboplatine-paclitaxel?*!. Le mode d’action de ces
molécules repose sur leur activité inhibitrice de tyrosine kinase (TKI) spécifique de 'EGFR. En
empéchant 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,
entrainant des rechutes?*2. Heureusement, 'essor paralléle des immunothérapies a apporté
un nouveau souffle dans la prise en charge des patients, certains ayant méme été guéris de

maniére durable grace a ces nouvelles approches thérapeutiques.

IMMUNOTHERAPIES

Contrairement aux thérapies conventionnelles qui visent directement les cellules
tumorales, 'immunothérapie vise a renforcer la capacité naturelle du systéme immunitaire a
lutter contre les cellules cancéreuses. De nombreuses stratégies peuvent étre déployées dans
le but d’induire une réaction immunitaire antitumorale. Elles passent par I'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 controles
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immunitaires. Ces “Immune Checkpoint Inhibitors” (ICls) sont utilisés pour lever I'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 particulierement détaillés dans le chapitre 3 de cette introduction.

Les premiers ICls a avoir montré une efficacité clinique dans le mélanome
métastatique étaient dirigés contre CTLA-4 (Ipilimumab)?*3. CTLA-4 est une molécule co-
inhibitrice retrouvée a la surface des LT dont elle régule I'activité en interagissant avec B7
(CD80/86) qui lui est présent sur les cellules présentatrices d’antigénes telles que les cellules
dendritiques (Figure 13). Le mécanisme inhibiteur repose sur la capacité de CTLA-4 a entrer
en compétition avec des molécules co-activatrices comme CD28 pour se lier a B7. Un anticorps
anti-CTLA-4 empéchera l'interaction de CTLA-4 avec B7 et permettra a CD28, sans
compétiteur, de promouvoir I'activation des LT. Etant fortement exprimé sur les Treg, I'anti-
CTLA-4 peut réduire leur nombre au sein du microenvironnement tumoral (TME) et par

conséquent diminuer 'immunosuppression et participer a la lever I'anergie des LT.

Malheureusement, 'utilisation de l'ipilimumab est associée a des effets secondaires
parfois séveres appelés Immune-Related Adverse Events (IRAEs). Ces effets adverses
concernent divers organes comme les intestins, le foie, le systeme nerveux et la peau avec

notamment I"apparition de maladies auto-immunes comme le vitiligo?*4.

Depuis une dizaine d'années, d’autres ICls 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
I'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 a I'élimination par les LT (Figure 13).
Neutraliser I'un ou I'autre des partenaires avec un anticorps permet de surmonter I'inhibition

et favorise I'établissement d’une réponse immunitaire anti-tumorale plus efficace.
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d'initiation effectrice
Avec immunothérapie E
. anti-PD-1 anti-PD-L1

granzyme,

PD-1

Sans immunothérapie

Figure 13 : Mode d’action des immunothérapies utilisant les Inmune Checkpoint Inhibitors. Dans le microenvironnement
tumoral, les lymphocytes T effecteurs sont exposés a des signaux inhibiteurs, tant durant la phase d’initiation que lors de la
phase effectrice. L’inhibition est principalement médiée par I'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 contréle immunitaire agissent en bloquant ces interactions déléteres, ce qui permet de
surmonter l'inhibition exercée et de favoriser I’établissement d’une réponse immunitaire anti-tumorale efficace.

Aujourd’hui, chez les patients atteints de CBNPC a un stade avancé sans mutation
driver, les traitements de premiére 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 I'expression de PD-L1 était élevée (TP 2
50%), I'utilisation du pembrolizumab en monothérapie conduisait a une amélioration de la
survie par rapport a la chimiothérapie seule?*. Cependant, pour les cas ou I'expression de
PD-L1 était faible, une combinaison de carboplatine et de pembrolizumab conduisait a une
amélioration significative de la survie globale, indépendamment du niveau d’expression de
PD-L1 et avec un taux de survie a 12 mois de 69,2% comparé a 49,4% pour le groupe recevant

un placebo?*®.

Ces observations peuvent s’expliquer par le fait qu’'un niveau élevé de PD-L1 est
associé a une importante présence de lymphocytes infiltrant la tumeur, ce qui favorise une
meilleure réponse aux traitements. En revanche, en cas de faible infiltration lymphocytaire,
I'association immunothérapie-chimiothérapie pourrait induire une mort immunogene des
cellules tumorales, favorisant ainsi la maturation des cellules dendritiques, la présentation

d’antigenes tumoraux aux lymphocytes en périphérie et 'amorcage 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 I'efficacité de ces traitements, seulement 15 a 20% des patients y répondent
efficacement. La majorité de patients développera des résistances qui peuvent étre 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 a I'immunothérapie de premiére intention par ICls, nécessitent de
nouvelles options thérapeutiques en deuxiéme ligne. Les recherches sur l'angiogenése
tumorale dans le CBNPC sont moins avancées que dans d'autres cancers, probablement en
raison de la complexité du systeme 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 I'EMA (European Medicines
Agency) pour le traitement du CBNPC métastatique avec progression de la maladie pendant
ou aprés une chimiothérapie a base de platine 2424, Le bevacizumab, un anticorps

monoclonal ciblant le VEGF-A, est également indiqué en I'absence d'histologie épidermoide.

L'angiogenese et I'immunosuppression sont des processus étroitement liés avec des
régulateurs communs. Des stratégies combinatoires ont émergé, notamment I'association
d’ICIs et de TKI ciblant VEGFR. L’essai clinique IMpowerl50 a examiné [|'efficacité de
I’association entre I'atezolizumab (anticorps a-PD-L1) et le bevacizumab (anticoprs a-VEGFA)
chez des patients atteint de CBNPC avancé. L’étude a montré une augmentation des bénéfices
en termes de survie par rapport a la chimiothérapie seule?*. Cette combinaison
thérapeutique bénéficie actuellement d’une approbation pour le traitement de divers

cancers, tels que le CBNPC?>°,

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 immunothérapies?®!. Des études
relevent cependant un manque d’effet des anti-angiogéniques dans la survie des patients et

une résistance observée dans les CBNPC mutés par EGFR-T790M?°2, L'efficacité restreinte de
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ces thérapies anti-angiogéniques pourrait étre attribuée a l'adoption par la tumeur de
mécanismes alternatifs d'angiogenése, 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 prédominants?>3, 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 a des résistances qui
vont se solder par des rechutes de leur maladie. Les chimio- ou radio-résistances peuvent se
manifester de différentes manieres, en raison de mutations génétiques, de I’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 étre sélectionnées pendant le traitement, entrainant ainsi une diminution de la
sensibilité de la tumeur au traitement. Parmi les grands mécanismes de résistance aux
chimiothérapies, le mieux caractérisé est |'altération de I'afflux ou efflux de médicaments par
I'intermédiaire des transporteurs ABC a la surface des cellules tumorales qui limite
I‘accumulation intracellulaire de la drogue et son activité?>*. En paralléle, les cellules
tumorales renforcent leurs capacités de réparation de ’ADN pour contrer les dommages
causés par les agents chimiothérapeutiques. Elles peuvent aussi échapper a la mort cellulaire

255

par apoptose en surexprimant des protéines anti-apoptotiques*>> ou au travers des capacités

acquises par les mutations p532°6. Ces mécanismes se retrouvent dans la radiorésistance?®®’.

Les thérapies ciblées se heurtent, elles aussi, a des mutations de résistance acquises,
comme avec la mutation T790M du géne EGFR retrouvé chez 50 a 60% des patients résistants
aux TKI de premiéres générations?>®, Ces patients peuvent étre traités avec un TKl de nouvelle
génération, I'osimertinib, qui vient se lier au récepteur en formant une liaison covalente ce
qui améliore l'efficacité de I'inhibiteur. Cependant 10 a 26% des patients également mutés
EGFR®®7S vont présenter une progression du cancer sous osimertinib en deuxiéme
intention?°. Cet exemple illustre I'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 étre
associées aux caractéristiques du TME. Etant donné que le mode d’action des ICls repose sur
le TME, les thérapies ciblées sont parmi celles qui seront les plus influencées par la
composition cellulaire, moléculaire et les propriétés singulieres du microenvironnement. Des
mécanismes immunosuppresseurs en dehors de la voie ciblée par le traitement peuvent
empécher une réponse immunitaire antitumorale efficace malgré la présence ou le
recrutement de LT antitumoraux?®. 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 étre présents, ils sont souvent limités en périphérie en raison d’une matrice
extracellulaire trop dense. Ce type de tumeur a tendance a étre peu réactive aux ICls en raison

de leur faible immunogénicité intrinséque?®®.

En opposition, les tumeurs dites “chaudes” répondent favorablement aux
immunothérapies en raison d’'un environnement propice a |’activité immunitaire, caractérisé
par une infiltration significative de TILs, une forte expression de PD-L1 et un niveau élevé
d’IFN-y?%2, D’autres facteurs tels que la charge mutationnelle tumorale et linstabilité
microsatellite sont également de puissants biomarqueurs de la réponse aux ICls. 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 gu’est né le concept d'immunoscore. Cet outil permet de quantifier et de caractériser
les LT dans la tumeur, en se basant principalement sur I'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 CDS8 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 ICIs?®372%>, |’'immunoscore a
notamment montré une efficacité de prédiction dans le CBNPC ou 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 mois?®®.
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Des caractéristiques intrinséques aux cellules tumorales peuvent aussi étre
responsables d’une faible réponse aux ICls. Parmi ces caractéristiques, une diminution de
I’expression?®” ou une perte d’hétérogénéité du CMH-I ou de ses composants?®® est associée
a une faible présentation d’antigenes tumoraux et donc une mauvaise activation du SI. Les
cellules tumorales expriment a leur surface d’autres protéines immunosuppressives comme
TIM-32%9 ou LAG-3270 suffisantes pour bloquer la levée de I'inhibition des ICIs administrés en
monothérapie. Des études se sont alors intéressées a I'effet que produirait I'utilisation
combinée d’agents destinés a bloquer I'axe PD-1/PD-L1 et LAG3 co-exprimés sur les TIL. Ces
combinaisons ont montré une augmentation de la survie et I’élimination de plusieurs tumeurs

chez la souris?’1.

Parmi d’autres mécanismes initiateurs de résistances aux ICls, 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 diminuée?’2,

La diversité des mécanismes de résistances aux immunothérapies souligne la nécessité
d’explorer de nouvelles stratégies exploitant les interactions singulieres au sein du TME. En
effet, au-dela des cellules immunitaires et tumorales, les fibroblastes et les ECs contribuent
aux caractéristiques du TME. Comprendre quels sont les roles 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.

80 | Page



INTRODUCTION

ENDOTHELIUM ET MICROENVIRONNEMENT TUMORAL

Notre compréhension du cancer a considérablement évolué au cours des dernieres
décennies. Au-dela de causes génétiques, il faut considérer la pathogenese tumorale comme
reposant sur un écosysteme diversifié ou 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 a élargir leur
champ d'investigation, au-dela des seules cellules tumorales, en mettant particulierement en
lumiére les interactions et signalisations qui vont piloter le systeme immunitaire au sein du
TME?73274 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
I'évasion immunitaire et la néo-angiogenése tumorale. Cette troisieme partie introductive de
ma thése a pour but de faire un état des lieux des connaissances sur les différents composants
du TME, avec un intérét particulier pour le compartiment vasculaire et son réle dans le

développement tumoral.

MICROENVIRONNEMENT TUMORAL ET ECHAPPEMENT IMMUNITAIRE

L'importance du systéme immunitaire dans la lutte contre le développement du cancer
a été mise en évidence chez les personnes immunodéprimées. L'immunodéficience associée
a l'infection par le VIH entraine une incidence accrue du risque de développer certains types
de cancers. Sans traitement, les personnes séropositives présentent des risques jusqu’a 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 a la
population générale?’>. 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 contrdler les cellules cancéreuses?’®. En paralléle, il a été démontré
qgue des LT spécifiques de néoantigenes exprimés par les cellules tumorales peuvent étre
identifiés au sein d’une tumeur?’’. Ces observations corroborent I'idée que les cellules

immunitaires adaptatives sont équipées pour éliminer les cellules tumorales au méme titre
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qgue des cellules infectées ou altérées par le stress. Le concept d'immunosurveillance a ainsi
émergé, postulant que les cellules immunitaires participent activement a la reconnaissance et

a I'élimination des cellules tumorales dés leur émergence.

Toutefois, cette immunosurveillance ne semblant pas toujours réussir a prévenir
I’émergence et le développement du cancer chez les individus immunocompétents, les
mécanismes permettant aux cellules tumorales de se soustraire a la pression immunitaire ont
été recherchés. Le modele de I'immunoédition, développé par R. Schreiber, redéfinit la théorie
traditionnelle de I'immunosurveillance en introduisant une dynamique en trois phases (ou

modeles des trois E) : élimination, équilibre et échappement?’® et Figure 14.

INITIATION TUMORALE ELIMINATION EQUILIBRE ECHAPPEMENT
Suppression des Tumeur en dormance Progression tumorale
Cellules cellules Pression de sélection
normales transformées immunitaire Cellules
normaies Immunosugpresslve::
TAM, MDCS, Treg, Tsup...
MDSC
e iation, @5 NK T e S0 5 S
Radiation, y ( ; . . (@) PD-LT, HLAG/E,
Inflammation @ [
chronique, * - P
Ligands de stress ‘
cellulaire
\ . @
P
Cytokines : Interferons, M
IL-12, TNFa. Dérégulation des facteurs sécrétés :
Récepteurs effecteurs 1TGEp, L10,cCL2
Fas, TRAIL, NKG2D, D226, 1112, IU12, 115, CCLa,
Perforine/Granzyme. 1Adénosine,
4 Tryptophane, glutamate..

Figure 14 : La théorie de 'immunoédition. Lors de I'initiation du cancer, les cellules sous I'influence de facteurs oncogénes
subissent une transformation en cellules malignes (1). Cette transformation ne reste pas invisible a la surveillance du systeme
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 a
"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 I'intermédiaire de mécanismes immunosuppressifs,
aveuglent le systeme immunitaire dont la dysfonction favorise la prolifération incontrélée et la progression du cancer.

La phase d'élimination est marquée par la reconnaissance et la destruction des cellules
tumorales par les effecteurs de I'immunité innée et adaptative. Une phase dite d'équilibre se
met en place lorsque certaines cellules malignes parviennent a échapper a 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 complete. Cette pression de sélection immunitaire
favorise I'émergence de clones tumoraux dotés de capacités d’évasion immunitaire et conduit

finalement a la phase d’échappement, durant laquelle les cellules tumorales acquierent des
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attributs les rendant indétectables par le systétme immunitaire?’?. Le phénoméne
d’échappement ne s’ancre pas uniquement dans les caractéristiques intrinséques des cellules
tumorales, mais repose sur plusieurs éléments du TME qui contribuent a
I'immunosuppression. Je détaillerai ci-dessous la composition du TME et les mécanismes
d’'immunosuppression associés avant de me focaliser sur le réle 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 hétérogénes et varient d'un
patient a l'autre, méme pour des types de cancers identiques?8%-282, Cette diversité est
influencée par de nombreux facteurs, tels que l'organe d'origine de la tumeur, les
caractéristiques intrinseques des cellules cancéreuses, le stade tumoral et des spécificités liées
au patient. Les cellules qui composent le TME générent un véritable écosystéme dans lequel
elles peuvent adopter des rdles a 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
gue cette composition peut étre différente selon que I'on s’intéresse au coeur de la tumeur
ou a la périphérie du stroma, confirmant une organisation complexe et peut étre 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 premiére ligne.

Les principaux composants du TME sont les cellules cancéreuses, qui sont les entités
malignes a l'origine de la progression de la tumeur. La tumeur se développe cependant dans
un stroma qui va constituer un écosystéme 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 a la progression tumorale.

83 | Page



INTRODUCTION

: : e Cellules stromales et
Sécrétome tumoral Infiltrat immunitaire : :
Matrice Extracellulaire
Recrutement de fibroblastes et activation
p— e®e
L - (X}
e > ,
Fibroblaste TGFB C?ir;ce;asstcigz;e)d Lyse des cellules anormales, inflammation, production de || Soutien physique, adhésion cellulaire, transition épithélio-
roblas % ey areiel 5 e} 5 ésench P Ications Intercellulaires,
tumorale, effets tolérogénes . évasion immunitaire, angiogénése.
Transition épithélio-mésenchymateuse
- - RS
o e
&Y
N Sl e J
cellule tumorale  IL-1B, IL-6, cellule tumorale ( \
(épithéliale) TNFa migratoire N L Matrice extracellulaire
(mésenchymale) / = -
Angiogenése b Z S e - Fibroblaste
4 £ ) N Ay 3
°o A — ———— - Adipocyte
0o’ e iy J . T
R S e ) €— - Sécrétome tumoral
vaisseaux VEGF croissance anormale e [ B y . sy A
sanguins normaux des vaisseaux (/ P~ =3 '~7 ( < L < Cellule tumorale
X ) o PR i
a3 g ¢
Echappement immunitaire i _‘,7\ e Cellule dendritique
° t‘ ——e \ Neutrophile
y M2-li / -~ v
{ o.. ° ke 2 y 112 L Lymphocyte (B, T CD8,
@ S >NTED e T CD4, régulateur...)
" - . =Y
. IL-10, TGFB, : 7 Macrophage
Monocyte CSF > . M1-like L e E Cellule NK
A _—
— - - on e
.o.o. S . > o p \ //
S — ‘:— Cellule endothéliale
IL-10, TGFB, % o Pericyte
M-CSF i © ) icyt
Treg lymphocyte T CD8
" J

Figure 15 : Composition du microenvironnement tumoral. Le TME est un écosysteme 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 these
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 synthése et
de la structuration des MEC deviennent des composants clés du stroma tumoral ou ils
subissent une reprogrammation en fibroblastes associés au cancer (CAF). Les CAF sont
caractérisés par une expression accrue de marqueurs tels que I'actine alpha du muscle lisse
(a-SMA), la protéine d’activation des fibroblastes (FAP), la protéine spécifique des fibroblastes

1 (FSP1), le récepteur PDGFR-a/B et la vimentine?83,

Leur phénotype est acquis suite a I'exposition au TGF-B, a I'epidermal growth factor
(EGF), au platelet derived growth factor (PDGF) et a I’environnement hypoxique induit par les

284

cellules tumorales Les CAFs peuvent étre originaires de la transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT) des cellules épithéliales et ou EndMT des ECs sous l'influence du
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TGF-B?%>. Les CAFs peuvent également évoluer a partir de la transdifférenciation des
adipocytes ou des péricytes, ce qui conduit a la régulation positive des genes engagés dans la

lighée mésenchymateuse, tels que RUNX2 et PPARy?86.

Il existe plusieurs sous-types de CAFs fonctionnellement distincts qui exercent des
fonctions variées et souvent opposées au sein de lI'environnement tumoral. A titre d’exemple,
un sous-type de CAF caractérisé dans le cancer du sein et défini comme S1-myCAF participe a
I’environnement immunosuppresseur en retenant les Treg FoxP3* dans le TME?®’. Les CAF
reprogrammeés participent activement a la synthése et au remodelage de la MEC et
contribuent aux particularités du TME. Le remodelage modifie notamment les propriétés
mécaniques de la MEC?® ce qui impacte le comportement des cellules cancéreuses et des

cellules immunitaires.

Les CAFs agissent sur les processus d'angiogenése tumorale et sont promoteurs
d'invasion tissulaire en favorisant la transition épithéliomésenchymateuse (EMT) des cellules
cancéreuses via la sécrétion de facteurs tels que le TGFR, I'EGF et le VEGF-A. lls générent un
microenvironnement immunosuppresseur en recrutant des cellules pro-tumorales telles que
les MDSC ou les Treg qui vont faciliter I'évasion immunitaire?8-2°1, |Is 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 DCreg?°L. 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* 2°1,

Dans le CBNPC, les CAFs ont leur propre singularité répertoriée dans la revue de Wong
et al.?®? et dont I’hétérogénéité a été mise en avant dans une étude publiée en mars 2024

dans le journal Cancer Cell?%3,
Les péricytes :

Comme l'indique le schéma de la figure 15, I'écosysteme 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 a des transformations malignes. L'altération des
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péricytes promeut la formation de vaisseaux sanguins immatures et conduit a une
perméabilité accrue qui favorise l'infiltration tumorale. Ces péricytes facilitent également
I'angiogenése tumorale?®® 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 immunitaire?®®. De plus, ces péricytes favorisent I'évasion
immunitaire en induisant la polarisation des macrophages en type M2 like ce qui promeut la

tolérance immunitaire et I'angiogenése, aggravant ainsi la progression tumorale?2,
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 collagene, des glycoprotéines
et protéoglycanes produits principalement par les CAFs sous l'influence du TGFB?°7. La matrice
est continuellement remodelée par des protéases tumorales, modifiant sa composition selon
le type et le stade de la tumeur. De méme, les CAFs réorganisent les fibres de collagene et de
fibronectine, rendant la MEC plus rigide ce qui facilite la migration des cellules tumorales?®.
Cette rigidité accrue de la MEC (1,5 fois supérieure a celle des tissus sains)?®, renforce
I’adhésion des cellules tumorales via des récepteurs comme les intégrines et CD44%%°. Ces
caractéristiques semblent de plus favoriser la prolifération, la survie et l'invasivité des cellules
tumorales tout en limitant I'efficacité des traitements3%®. Une MEC dense et rigide favoriserait
également un environnement immunosuppressif, en réduisant I'accessibilité a la tumeur ainsi
qgue l'activité des lymphocytes T, en augmentant I'expression de PD-L1 dans le cancer du
poumon3%, et en altérant la fonction des cellules dendritiques3%2. 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. A titre

d’exemple, dans le cadre de |I'adénocarcinome, la libération de CCL9 et d’IL-23 engendre un
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TME protumoral caractérisé par des propriétés inflammatoires, angiogéniques et

immunosuppressives3%3,

Les EVs jouent également un réle décisif dans les voies de communication en
transportant de multiples médiateurs de fagcon non conventionnelle ainsi que des acides
nucléiques, des protéines et des lipides vers d’autres cellules et en modifiant I’environnement
local et méme des sites distants3043%>, Les EVs sont classées selon leurs voies de biogenése et
leurs tailles en microvésicules et petites vésicules extracellulaires (SEVs) aussi appelées
exosomes3%®, Les sEVs, mesurent entre 40 et 160 nm de diamétre et elles sont produites dans
les corps multivésiculaires (MVBs) par invagination de la membrane des endosomes, avant

d'étre 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, influengant ainsi les réponses cellulaires et
stimulant I'immunité. En effet, les sEVs transportent des biomolécules spécifiques de leur
cellule d’origine, y compris des molécules du CMH, ce qui leurs confere des fonctions
immunorégulatrices3%’. 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
métastatiques3®. Des EVs exprimant PD-L1 peuvent inhiber I'activation des LT, contribuer a la
progression tumorale et a la résistance aux traitements303!l Les EVs favorisent un
environnement immunosuppresseur au sein du TME et participent a la progression du cancer

et a la formation de métastases312313,

Les EVs sont également étudiés pour leur potentiel r6le 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 a des
niveaux accrus de CTLA4, PD-L1 et FAS-L. De surcroit, une meilleure réponse a la

chimiothérapie a été observée chez les patients avec un faible niveau d’EVs plasmatiques3!4.

De leur coté Brocco et al., ont mis I'accent sur les EVs produits par I'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 a I'immunothérapie et ceux subissant une
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progression tumorales pendant le traitement a identifié un ensemble de 10 protéines, telles
qgue l'annexine A2 et S100A9, exclusivement présentes que dans les EVs des patients
répondeurs3®. En somme, I'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.

I 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 systémes de vectorisation, par exemple d'antigénes en
vaccinologie, suscite un intérét croissant depuis une grosse dizaine d’années. A ce titre, j’ai eu
I’'opportunité de participer a la rédaction d’'une revue de la littérature sur ces vésicules et leur
intérét comme biomarqueurs et comme stratégies vaccinales3'®. Cette revue est jointe en

annexe.

Les cellules de 'immunité innée

L’environnement inflammatoire du TME, caractérisé par une hypoxie sévere et une
dégradation tissulaire liée a la croissance tumorale3'’, favorise le recrutement et la
polarisation de divers types de cellules de I'immunité innée au sein de la tumeur. Parmi elles,
des monocytes circulants, des macrophages, des DC, des neutrophiles3!8, des mastocytes, des
éosinophiles31%320, des NK et des LTyS. Sous linfluence 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 a une sous-
population de cellules myéloides, les MDSC reconnues pour leurs propriétés

immunosuppressives32!,

La présence persistante de ces cellules dans le TME est associée a 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 these,
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 a des sous-
types de macrophages distincts, mais plutdét a 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 tissu3227324, 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-a et la sémaphorine
3A3%>, Leur expression au sein de la tumeur est généralement corrélée a un pronostic
défavorable et a une réponse thérapeutique limitée3?4326, Des études ont montré que la
déplétion, I'inhibition ou la reprogrammation des TAM dans des modeles murins peut ralentir
la progression de divers cancers et optimiser |'efficacité de plusieurs traitements tels que les

chimiothérapies ou les immunothérapies ICIs3277329,

Les TAM se composent de diverses sous-populations hétérogenes, 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 I'angiogenése, I'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 I'expression des récepteurs CD68, CD163, CD206 (aussi appelé
MRC1) et CD20932>330331 || présentent une activité arginase élevée ainsi qu’une sécrétion
marquée de cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGF-B qui inhibent la réponse
lymphocytaire T CD8. A l'inverse, les TAM M1-like se caractérisent par I'expression des
récepteurs CD68, CD80, CD86, du CMH-II, par la production élevée d’iNOS, un précurseur de
la nitric oxide synthase (NQOS), et par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que
IL-1B, I'IL-6, I'IL-12, I'IL-23 et le TNF-a32>330331 | 3 sécrétion d’IL-12 favorise notamment le

332 || est essentiel de

développement de la réponse lymphocytaire Thl et cytotoxique
souligner que cette typologie est imparfaite et que les macrophages ne se limitent pas a une
simple classification M1/M2333, Certains TAM ont mé&me montré une capacité a exprimer a 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
hétérogene qui favorise la progression du cancer. Cependant, notre compréhension de ce
sous-ensemble, ainsi que son développement et ses fonctions restent incomplets. Les
premieres études ont défini que ces cellules expriment fortement le récepteur TIE2 et
contribuent au processus d’angiogenése tumorale33’. Ces TAMs s'accumulent autour des
vaisseaux sanguins tumoraux et expriment des niveaux élevés de génes 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 a la hausse I'lL-10 immunosuppressive33,

Des études plus récentes identifiant un type de TAM exprimant le récepteur
endothélial de I’hyaluronane (LYVE-1), impliqué dans les mécanismes d'immunosuppression.
En effet, aprés déplétion de cette population grace a des modeles de souris génétiquement
modifiées, une augmentation du recrutement des lymphocytes T CD8 dans la tumeur et une

meilleure réponse a la chimiothérapie ont été observées3%,

Il existe un manque de standardisation dans les approches et les méthodes employées
dans I'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 I'IL-4/IL-13, les complexes
immunitaires et le récepteur des LPS/IL-1 et IL-10, respectivement3*. Les macrophages M2a
et M2b jouent un role clé dans I'immunomodulation et favorisent I’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 I'lL-10342343,

Cependant, de nombreux types de macrophages moins conventionnels manquent a
cette classification. Au sein de notre équipe, nous avons démontré que les macrophages de
type M2-like associés au mésothéliome pleural malin (MPM) peuvent étre induits par la
stimulation avec du M-CSF3*43%>_ En conséquence, pour nos contréles 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 a la
promotion tumorale. Les TAMs se composent de sous-populations hétérogenes, allant d'un phénotype M1-like anti-tumoral
a un phénotype M2-like pro-tumoral. Les macrophages M1-like exercent une activité cytotoxique contre la tumeur, bien que
leur contribution & une inflammation excessive puisse parfois favoriser la progression tumorale. A l'inverse, les M2-like
facilitent I'évasion tumorale en renforgant I'immunosuppression, I'angiogenése et la formation de métastases, leur présence
étant souvent corrélée a un pronostic défavorable.

Il existe une diversité de sous-types de macrophages, non seulement d’un type de
tumeur a l'autre, mais également au sein d'une méme tumeur. L'utilisation de la
transcriptomique en cellule unique a permis d’explorer cette hétérogénéité tant
intertumorale que intratumorale34®347, En s'appuyant sur les résultats de multiples études
transcriptomiques, Ma et al. ont élaboré une classification plus nuancée des TAM3%8, 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 I'espace alvéolaire sain, évitant
les nodules tumoraux3*°, Ces macrophages seraient donc éliminés progressivement durant
I'expansion tumorale, ou subiraient une conversion phénotypique compléte. Le role
pro/antitumoral des macrophages alvéolaires suscite un débat, car ils sont associés a la fois a
la promotion et a l'inhibition des tumeurs pulmonaires. Néanmoins, un consensus émerge,
suggérant que les macrophages alvéolaires tendent a exercer un effet pro-tumoral plus
marqué. Bien que des macrophages issues de CBNPC, lors d’une activation par IFN-y ou le GM-
CSF, vont produire de I'lL-6, de I'lL-1B et du TNF-a qui contribuent a la régression tumorale3>°,
un nombre important de données suggere 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 I'immunité

dysfonctionnelle d’'un TME immunosuppresseur3>L,

En paralléle, 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 a sa dissémination. Des études complémentaires ont
montré que durant la progression tumorale dans des modeles murins de CBNPC et chez
I'homme, les macrophages résidents se relocalisent au pourtours du TME, qui devient

progressivement dominé par les macrophages recrutés3>2,

Toutefois, les signaux exacts déterminant les modifications des macrophages
pulmonaires dans le TME restent énigmatiques méme si I'lL-9, produite par les lymphocytes T
CD4, semble promouvoir I'expansion des macrophages interstitiels dans les modeles de
tumeur pulmonaire33. La perspective de pouvoir agir sur la modulation du comportement des
TAM dans le cancer demeure une tache complexe, en raison d'une compréhension incompléte

de la diversité moléculaire et fonctionnelle au sein du compartiment macrophagique tumoral.
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Les cellules de I'immunité adaptative

Les premiéres études cliniques ont révélé que les lymphocytes infiltrant les tumeurs
(TIL) jouent un réle déterminant dans I’évolution de divers cancers3>43°¢, Dans le contexte du
CBNPC, il a été observé que 80% des TIL sont des LT3*’. Accompagnés par les cellules
immunitaires innées, les lymphocytes naifs et mémoire, ainsi que les lymphocytes B et divers
sous-types de lymphocytes T effecteurs (y compris les cellules T auxiliaires Thl, Th2 et Th17,
les Treg et les LT cytotoxiques) peuvent étre identifiés dans le noyau tumoral ou dans le stroma
tumoral adjacent. La nature, la densité et le positionnement des cellules immunitaires, ainsi
qgue 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
I'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 TME38,

Au sein de cet environnement, les LT CD8*, qui représentent les principaux effecteurs
de la réponse antitumorale, détectent des antigénes spécifiques, appelés antigénes associés
aux tumeurs (TAA) et qui sont présentés par les CPA3°?, IIs exercent alors une activité de lyse
cytotoxique anti-tumorale par la libération de perforine et de granzyme B, ou provoquent
I'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 sécrétent
des cytokines telles que I'lL-2, I'IL-12 et I'IFNy3%0, Les LT CD4* de type Th1, souvent considérés
comme ayant un role antitumoral, favorisent la maturation des DC par le biais de la voie
CD40/CD40L, assurant ainsi une costimulation essentielle pour I'activation des LT CD8* 361

(Figure 17).
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Bien que présents en faible quantité dans les tumeurs, les LB contribuent également a
I'induction d'une réponse immunitaire antitumorale. Situés généralement dans les TLS
adjacents ou a la périphérie de la tumeur, ils renforcent la réponse adaptative grace a leurs
aptitudes de CPA et en sécrétant des cytokines. En complément, ils amplifient I'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,
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Figure 17 : Réponse immunitaire anti-tumorale. Les cellules impliquées dans la réponse innée constituent les premieres
populations cellulaires mobilisées lors de I'oncogenese. La libération de cytokines pro-inflammatoires favorise la maturation
des cellules présentatrices d'antigenes, lesquelles participent activement au recrutement et a I'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 these de Ugo Hirigoyen, 2023.

Cependant, I'efficacité de la réponse adaptative anti-tumorale peut étre 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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ECHAPPEMENT IMMUNITAIRE ET PROGRESSION TUMORALE

Le systeme immunitaire exerce une fonction ambivalente dans le développement
tumoral, caril peut a 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 phénomeéne, connu sous le nom d'immunosélection, englobe divers mécanismes

intrinséques des cellules tumorales visant a contourner la surveillance immunitaire. Les
caractéristiques associées a ce processus incluent une faible charge mutationnelle (TMB),
entrainant une réduction de I'expression de néoantigénes pouvant étre présentés aux cellules
immunitaires, ainsi qu’une diminution ou une perte de |'expression de certaines molécules du
CMH de classe |, observée dans 20 a 60% des tumeurs solides. De plus, certaines cellules
tumorales peuvent présenter une surexpression de protéines anti-apoptotiques, telles que
Bcl-xI (B cell lymphoma extra large), les rendant moins sensibles a 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 I'induction de cellules immunitaires ayant des propriétés anti-inflammatoires.
Les cellules tumorales ont la capacité de sécréter des molécules immunosuppressives, telles
que le TGFB et I'lL-10, favorisant I'activation et le recrutement de Treg, de MDSC et de TAM

de type M2-like qui amplifieront I'immunosuppression363,

Comme évoqué précédemment, ces cellules renforcent I'environnement
immunosuppresseur en produisant des cytokines qui induisent la tolérance des DC et inhibent
I'activation des LT CD8* cytotoxiques3®*. Les MDSC synthétisent |'oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS) ce qui entraine la production d'oxyde nitrique (NO) connu pour perturber la
signalisation du TCR et induire I'apoptose des LT CD8*3%4, Parallélement, les TAM expriment

I'indole-amine 2,3-dioxygénase (IDO) et I'arginase 1 (ARG1), ce qui réduit la disponibilité du
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tryptophane et de I'arginine, nécessaire a la prolifération des LT3%. Ils sont également
responsables de la production de nombreuses espéces activées de I'oxygéne (ROS) qui
entravent la capacité du systeme immunitaire a éliminer efficacement les cellules

cancéreuses3®.

Les cellules Treg, en particulier le sous-ensemble CD4* CD25* FoxP3*, sont cruciales
pour maintenir |'autotolérance périphérique et réguler l'inflammation excessive. Elles
contribuent ainsi a I'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 |'activité des LT CD4*,

CD8*, des cellules NK, ainsi que les LB et cellules myéloides3®”.

Cette régulation par les Treg s’effectue au travers de leur sécrétion d'IL-10 et de TGFf
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 contréle immunitaire3®® et des ectonucléotidases comme CD73 et CD39, qui
générent de I'adénosine avec des propriétés immunosuppressives3®®. De plus, ils ont la
capacité de détruire directement les CPA ou les LT en libérant des granzymes et des
perforines3’? ainsi qu'en diminuant I'expression des molécules de costimulation CD80/86 sur

les CPA par un mécanisme de trans-endocytose3’,

L'apoptose des LT CD8+ effecteurs peut étre induite par des interactions FAS/FASL et
TRAIL-R/TRAIL avec les cellules tumorales3’? ou par I'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 a la présence accrue de ligands de points de contréle
immunitaire tels que PD-L1 sur les cellules tumorales qui intéragit avec le récepteur PD-1 des
LT, conduisent a I'inhibition de I'activation des CD8 et a leur anergie. En plus de PD-L1, d’autres
molécules inhibitrices, telles que CTLA-4 et TIM-3, peuvent également également étre
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
meécanismes 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 myéloides 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 (TGF8, IL10) par les cellules immunosuppressives. Les fibroblastes associés au cancer (CAF) contribuent
également au microenvironnement immunosuppresseur, réduisant I'efficacité des réponses immunitaires et facilitant la
progression tumorale.

Ces éléments font du microenvironnement tumoral un contexte particulierement
défavorable a I'activité des lymphocytes CD8. Les différents mécanismes associés intéressent
a juste titre la communauté scientifigue 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 I'écosystéeme 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 contrdle de leur
multiplication anarchique. Elles manipulent les signaux des tissus environnants pour favoriser

leur croissance et elles acquiérent la capacité a échapper a la surveillance immunitaire. Elles
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transforment le stroma autour d'elles en environnement favorable, capable d’assurer un

apport suffisant en oxygene et en nutriments pour satisfaire des besoins métaboliques élevés.

Au cceur du TME, un autre acteur cellulaire longtemps ignoré émerge comme piéce
maitresse du remodelage du microenvironnement, révélant un double jeu fascinant. Ces
nouveaux acteurs sont les ECs du systéme vasculaire mis en place dans la tumeur. Garantes
de la survie tumorale, elles se retrouvent également au centre des intrigues de I'immunité
antitumorale et des stratégies d’échappement. Autrefois en arriere-plan, elles suscitent un
intérét grandissant et elles captivent désormais I'attention pour leur influence déterminante

dans la dynamique tumorale.

CELLULE ENDOTHELIALE ET CANCER

Les vaisseaux sanguins tumoraux pourraient étre comparés a un réseau routier
chaotique et anarchique3’%. Leur structure est caractérisée par une instabilité et une
perméabilité excessive, résultant de jonctions endothéliales laches, ce qui favorise le
développement d'ocedémes et une pression interstitielle augmentée de 20 a 50 mmHg3’>. La
fragilité structurelle découle également de I'absence ou du recrutement insuffisant de
péricytes assurant traditionnellement la stabilisation des vaisseaux partiellement provoquée
par une synthése déséquilibrée de molécules telles que les facteurs de croissance et les

prostaglandines37®,

Contrairement a l'architecture ordonnée des vaisseaux normaux, ceux présents dans
les tumeurs démontrent une configuration tortueuse et sinueuse, avec des variations de
diametre. Cette irrégularité reflete 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 altére I'efficacité de la circulation sanguine au sein de la tumeur, entrainant
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 a l'agressivité
tumorale et une administration non uniforme de chimiothérapies induisant des résistances.
Ces caractéristiques structurelles et fonctionnelles émanent d’un processus d’angiogenese
tumorale dysfonctionnel, et contribuent activement a I'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 premiére fois par Folkman en 1971 dans son hypothése du « switch angiogénique »,
publiée dans le New England Journal of Medicine3”’. Selon Folkman, une phase déterminante
dans l'oncogenése survient lorsque la tumeur en croissance induit la formation de nouveaux
vaisseaux afin de satisfaire ses besoins en oxygéne et nutriments. Ce mécanisme est
fondamental pour permettre a la tumeur de dépasser une taille critique et potentiellement

métastaser.
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Figure 19 : Divergence entre les vaisseaux sanguins sains et tumoraux. Sous l'influence de I'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.

Recrutement des cellules immunitaires —————=,

Faible perméabilité¢ ———

Cellules endothéliales normales

Initialement, les tumeurs sont petites, dépourvues d’un réseau vasculaire propre. Elles
tirent leur subsistance des vaisseaux sanguins préexistants a proximité. Leur croissance reste
ainsi contrainte, limitée a une taille de quelques millimétres. Cependant, lorsque la tumeur
dépasse le seuil de 1 a 2 mm, il devient impératif qu’elle développe sa propre infrastructure
vasculaire. Quelques années plus tard, Folkman et Hanahan complétent I'"hypothése en
attribuant un roéle critique au « switch angiogénique » dans la sortie de dormance tumorale,
c’est-a-dire la capacité de la tumeur a établir un réseau vasculaire connecté avec

I’environnement extra-tumoral3’é.

99 | Page



INTRODUCTION

En effet, seules les tumeurs capables de mettre en place un réseau vasculaire
prospérent, tandis que les autres stagnent a I'état microscopique en raison du manque
d'oxygene et de nutriments qui favorise I'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
thyroide379382 || est donc postulé que l'absence de néovascularisation est un facteur

expliquant pourquoi certaines tumeurs ne progressent pas vers un cancer invasif 382,

A un certain stade de la progression tumorale, les cellules tumorales commencent a
synthétiser et a sécréter des médiateurs pro-angiogéniques, tels que le VEGF-A. Cette
sécrétion peut étre initiée par des stimuli environnementaux stressants, notamment
I'hypoxie, qui survient lorsque la taille de la tumeur dépasse la capacité des vaisseaux sanguins
environnants a répondre a ses besoins. Ce phénoméne marque le commencement du

processus d'angiogenese tumorale.

NEOVASCULARISATION ET PROGRESSION TUMORALE

La néovascularisation au sein des tumeurs résulte de plusieurs processus cellulaires
résumés dans la figure 20. L'angiogenese germinative est considérée comme le mécanisme le
plus important de la vascularisation tumorale®®. Bien que le mécanisme de base de
I'angiogenése germinative soit globalement conservé en contexte tumoral, sa régulation, son
déroulement et les conséquences sur la vascularisation difféerent. La premiere différence
concerne l'initiation. L'angiogenése 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, I'IL-8 et le PDGF-B et les facteurs anti-angiogéniques tels que la thrombospondine-1,
I’endostatine et I'angiostatine. L’initiation du processus répond a des besoins physiologiques
spécifiques, tels que la cicatrisation des plaies, la croissance normale des tissus, ou pendant la
menstruation. Le processus est activé de maniére transitoire et s'arréte une fois que le besoin

en nouveaux vaisseaux est satisfait, ce qui n’est pas le cas dans une tumeur.

Dans le contexte malin, I'angiogenése est souvent déclenchée de maniere aberrante
et continue, principalement en réponse a I'hypoxie au sein de la tumeur. Les cellules tumorales
produisent une quantité excessive de facteurs pro-angiogéniques, avec en téte le VEGF-A, qui

joue un réle central dans I'activation des ECs angiogéniques. Cette suractivation provoque une
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prolifération accélérée et une migration désordonnée des EC, entrainant une angiogenése
anarchique, caractéristique des tumeurs. En plus du VEGF, d'autres facteurs pro-
angiogéniques sont sécrétés par les cellules cancéreuses, tels que le FGF, les angiopoiétines
(Ang), I'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
contrble de la néo-vascularisation. Cette désactivation des inhibiteurs de I'angiogeneése est
fréquemment liée a des mutations du géne p53, un régulateur clé de la croissance cellulaire
et de la suppression tumorale, dont I'altération entraine une diminution de I'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 a produire des médiateurs
pro-angiogéniques. Les TAM sécretent du VEGF-A, du FGF2, le placental growth factor (PIGF)
et le TNFa. Ces macrophages libérent 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
I'angiogeneése384385 Enfin, les CAF aussi jouent un rdle dans I'angiogenése tumorale. A I'instar
des cellules immunitaires, elles produisent divers médiateurs dont le VEGF-A, le FGF2 et le
CXCL12 qui contribuent a la dynamique complexe de l'angiogenése dans le contexte

tumoral384:386,

Comme précisé dans le premier chapitre de 'introduction sur la dynamique cellulaire
a l'origine de I'angiogéneése, les ECs vont se différencier en cellules de front sous I’action de
facteurs pro-angiogéniques. Les cellules de front développent de multiples filopodes et
acquiérent des caractéristiques phénotypiques associées a la mobilité et I'invasion, tout en
sécrétant des enzymes qui dégradent la MEC. Elles répondent a des gradients de cytokines
(principalement VEGF) pour migrer vers la tumeur3®’, Parallélement, 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 a la formation de nouveaux vaisseaux tumoraux

(Figure 20).
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Outre ce mécanisme d’angiogenése, des recherches ont démontré que les tumeurs
peuvent également établir leur propre réseau vasculaire et accéder a des nutriments par le
biais de mécanismes de vascularisation alternatifs. Ceux-ci incluent la division des vaisseaux
sanguins via le phénoméne d’angiogenése intussusceptive, la cooptation des vaisseaux
préexistant et I'adoption de caractéristiques vasculaires par les cellules tumorales appelé

mimétisme vasculaire ou «vascular mimicry»2°3,388385,

Les mécanismes moléculaires régissant I'angiogenése intussusceptive demeurent
partiellement élucidés, bien que ce phénomeéne puisse étre stimulé par des facteurs de
croissances tels que le VEGF, le PDGF-B et ['érythropoiétine3°°-3°2, [’angiogenése
intussusceptive a été identifiée pour un large éventail de cancers comme le mélanome, le
cancer colorectal, les glioblastomes et les carcinomes mammaires3°3-3%, Des xénogreffes d'un
adénocarcinome humain exploitent ce mécanisme comme une stratégie de remodelage
vasculaire accéléré dans les tumeurs3?>. |l est postulé que I'angiogenése intussusceptive joue
un réle crucial dans I'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
phénoméne documenté pour la premiere fois par Francesco Pezzella dans les années
1990%°33%7, Ce mécanisme permet aux cellules tumorales d'exploiter des vaisseaux déja
existants, sans avoir a induire une nouvelle angiogenése3®. Les cellules tumorales migrent le
long de la face externe des vaisseaux puis envahissent les tissus sains environnants et
modifient la structure vasculaire de |'organe hote. Leur incorporation entraine un
élargissement et un détournement des vaisseaux durant le développement tumoral®®. La
cooptation vasculaire est particulierement fréquente dans les tumeurs primaires et

métastatiques et est souvent corrélée a un pronostic défavorable3%,

Les organes ou 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 modeles de croissance cooptive ou alvéolaire ont été identifiés

dans prés de 50 % des CBNPC et dans environ un tiers des CBPC#00,401,
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Une équipe de recherche a exploré la dynamique cellulaire au cours du processus a
I'aide d'un modéle murin de tumeur pulmonaire résistante au traitement anti-angiogénique.
Dans ce modele, le ciblage du VEGF-A par I'anti-angiogénique sunitinib conduit a la cooptation
des vaisseaux*?2. Dans cette étude, les ECs et les péricytes des vaisseaux cooptés affichaient
un profil transcriptomique similaire a 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.
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Figure 20 : Angiogenése pathologique et néovascularisation tumorale. Adapté de Ackermann et al, “%3. L’angiogenese par
bourgeonnement permet la néovascularisation de la tumeur en induisant la formation de nouveaux vaisseaux. L’angiogenése
intussusceptive s'appuie sur l'existence de vaisseaux préexistants et induit leur division ce qui augmente le nombre de
vaisseaux irriguant la tumeur. Les phénoménes de cooptation et de mimétisme vasculaire concernent la capacité des cellules
tumorales a agir elles-méme pour assurer leur oxygénation en proliférant autour des vaisseaux existants ou en créant des
structures semblables aux vaisseaux sanguins mais sans cellules endothéliales.

La derniére 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'intégrent au réseau vasculaire préexistant, avec ou sans
accumulation de protéines matricielles*®*. Ce phénomeéne a été initialement démontré par
Maniotis et al. en 1999 dans un modéle de mélanome malin?®. Les chercheurs ont avancé
I'hypothése 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 a des résistances accrues aux traitements anticancéreux. Tout comme pour le
phénomeéne de cooptation, les mécanismes sous-jacents a l'initiation du mimétisme vasculaire
ne sont pas entierement élucidés, bien que des interactions avec les cellules du TME semblent

jouer un réle clé dans ce processus*°,

CELLULES ENDOTHELIALES TUMORALES

Les anomalies de la vascularisation tumorale ne sont pas seulement la conséquence
des mécanismes atypiques d'angiogenése et des études de plus en plus nombreuses indiquent
gue 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 irréguliére leur conférant une capacité a constituer
des endothéliums multicouches, contrairement aux NEC qui s'organisent en une seule
couche?. 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 a I'angiogenése tels

que la CD61 (intégrine B3) et la CD105 (endogline)*®”.

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 murins*®® ou isolées a partir de biopsies
humaines de CBNPC*®, Cette forte demande énergétique se traduit par un contenu en ARN
pouvant atteindre quatre fois celui des NEC*'0. De plus, les TEC manifestent une instabilité
génomique, illustrée par des anomalies chromosomiques telles que des aneuploidies, des

délétions, des translocations et la présence de centrosomes surnuméraires*1412,
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Dans le cadre de la formation des métastases, la fragilité structurelle des vaisseaux
tumoraux facilite I'entrée des cellules tumorales dans la circulation sanguine. Les TECs
participent a I'établissement de nouvelles niches tumorales a distance en protégeant, lors de
leur voyage dans le systeme sanguin, les cellules tumorales de I'anoikis, un mécanisme de

mort cellulaire programmée déclenché par la perte d’ancrage aux MEC*%3,

Au cceur du TME, un ensemble complexe de facteurs semble pouvoir engendrer une
surprenante hétérogénéité de populations de ECs, révélant ainsi une dynamique jusque-la
insoupgonnée, 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-[3 sécrété dans le TME, et contribue a I'extravasation
et a la dissémination des cellules tumorales. En effet, 'EndoMT entraine une augmentation
de la perméabilité vasculaire due a la perte de molécules d'adhésion (claudines et VE-

cadhérine) et un remodelage du cytosquelette®'4,

Par ailleurs, des études de scRNAseq ont révélé de multiples profils attestant de
I’lhétérogénéité endothéliale intra-tumorale*%4%>, 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

génes aux fonctions immunorégulatrices tel que CCL147.

Ces spécificités renforcent I’hypothése d’une implication fonctionnelle des ECs dans le
paysage immunitaire tumoral. Les TECs occupent en effet une position stratégique, a
I'interface entre le TME et le systeme vasculaire. Elles constituent le point de rencontre initial
entre les cellules immunitaires en circulation et le stroma tumoral*°. Ainsi, les TECs avec leurs
capacités de présentation antigénique peuvent influencer I'immunogénicité du TME en
orchestrant activement le processus de recrutement des cellules immunitaires et en exergant

des propriétés régulatrices de I'immunité telles que I'activation et 'amorcage des LT4!6,
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Il est par ailleurs établi que, de maniere similaire aux lymphocytes T effecteurs, les ECs
peuvent entrer dans un état d'anergie suite a 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 I'augmentation des
molécules d’adhésion induite par le TNFa via I'inhibition de NF-uB et I'activation de la voie
p38-MAPK*7418 Des études in vivo renforcent ces résultats, montrant que I'administration
de bFGF supprime l'expression de ICAM1 et VCAM1, ainsi que l'adhésion des cellules

immunitaires aux parois des vaisseaux sanguins*&420.

A ce jour, les études portant sur la barriére endothéliale tumorale se sont largement
concentrées sur les interactions d’adhésions entre I'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 I'expression des genes associés au recrutement des cellules immunitaires
(ICAM1 et VCAM1), au chimiotactisme (CCL2 et CCL18), mais également a la présentation
d'antigénes (HLA-I/HLA-1I)*1°, ce qui suggére un diminution du recrutement des cellules
immunitaires et de leur activation3C. De plus, les TEC semblent avoir la capacité d'augmenter
I'expression de marqueurs d'adhésion spécifiques, impactant la direction des réponses
immunitaires. A cet égard, le récepteur endothélial lymphatique commun et I'endothélium
vasculaire (CLEVER 1) exprimé par les TEC, a été identifié comme une molécule
immunosuppressive, facilitant l'infiltration des Treg ainsi que celle des TAM#21422_ | 3 figure 21
donne un apergu des activités régulatrices et de la dualité fonctionnelle des TECs d’apreés les

dernieres données bibliographiques.

En effet, au-dela de freiner leur infiltration dans le tissu tumoral, les TECs possédent
aussi le pouvoir d'amorcer l'inactivation des LT, ajoutant de la complexité au réle qui leur est
attribué dans I'évasion immunitaire. En effet, les ECs dans les tissus pulmonaires humains et
murins surexpriment des génes codant pour FasL!’>. Ce ligand Fas (FasL, CD95L) est un

423 et en réponse a certains facteurs tels que

composant clé de la mort cellulaire programmée
le VEGF, I'lL-10 et la prostaglandine E2 (PGE2), les TECs sont stimulées pour exprimer FasL.
Cette expression entraine I'apoptose des LT CD8* effecteurs, tout en épargnant les Tregs. Ce
phénoméne de protection des Tregs est attribué a une élévation de I'expression de la protéine
inhibitrice c-FLIP dans ces cellules'’>. De plus, les TEC d’adénocarcinome pulmonaire

surexpriment les molécules co-inhibitrices PD-L1 et PD-L2%?*, ce qui participe a I'inhibition de
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I'activité des LT au sein du TME. Dans un modéle murin de mélanome, une augmentation de
I'expression d'IDO par les TEC a également été observée aprés stimulation par de I'IFNy. Ce
nouveau phénotype TEC a ainsi contribué a lI'immunosuppression locale en privant les LT de

tryptophane essentiel a leur activation®®.

Une étude récente menée en Belgique a identifié I'autophagie comme I'un des
principaux mécanismes anti-inflammatoires de la vascularisation tumorale, atténuant
I'immunité dans un modele de mélanome. En effet, I'expression génique des facteurs
impliqués dans la voie NF-kB et diverses molécules d’adhésion ont été significativement up-
régulées dans les TECs de souris mutées ayant perdu la capacité d'autophagie. Les genes
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 inflammatoire®?®.
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Figure 21 : Capacités immunomodulatrices des cellules endothéliales tumorales. Adapté de Nagl et al, *27. Les TECs se situent
au cceur d'une dualité fonctionnelle qui oppose les mécanismes d'immunosuppression a ceux d'immunoactivation dans le TME.
Influencées par les signaux environnementaux, ces cellules diminuent I'expression des molécules d'adhésion indispensables a
l'infiltration des cellules effectrices dans le TME. Par exemple, les TECs peuvent induire une immunosuppression en favorisant
I'anergie des lymphocytes T via I'expression de PD-L1 et par la sécrétion de molécules telles que I'indoleamine 2,3-dioxygénase
(IDO1). Parallélement, elles sont capables d'initier une réponse antitumorale en modulant les voies de signalisation
STING/cGAS, sécrétant des cytokines pro-inflammatoires et présentant des néoantigenes tumoraux aux lymphocytes T.
Néanmoins, leur contribution a I'éducation des lymphocytes T naifs demeure encore mal définie. Ce schéma souligne
I'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, phénomene
également observé dans d'autres tissus soumis a une inflammation chronique. De plus, la
population de ECs de veinules postcapillaires activées, identifiée par les travaux de Goveia et
al., et dont I'abondance est accrue dans les CBNPC, serait associée a une signature génétique
caractéristique des HEV ainsi qu'a une augmentation de I'expression d'ACKR1 régulateur

majeur de I'activité des chimiokines endothéliales.

La découverte de vaisseaux sanguins présentant des caractéristiques analogues a
celles des HEV, décrites avec les TLS dans le ler paragraphe, a conduit a la formulation de
I'hypothese selon laquelle certains vaisseaux tumoraux pourraient exercer un réle bénéfique
en renforcant I'immunité anti-tumorale. Les HEV jouent un réle 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. lls peuvent également étre détectés dans le
TME, particulierement 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 tumeurs*?,
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-sélectine*?. Alors que les HEV
ganglionnaires sont principalement impliqués dans le recrutement de lymphocytes naifs, les
TA-HEV sont capables d'attirer également des lymphocytes T activés, qui sont des acteurs
essentiels de I'immunité anti-tumorale*3°. Sur le plan clinique, des études suggérent que la
présence d’"HEV pourrait constituer un facteur pronostique favorable pour les patients atteints
de CBNPC*! et parmi les approches thérapeutiques, I'induction de la formation d'"HEV au sein

du TME est en cours d'investigation®32,
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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 I'évasion tumorale. Ce
paradoxe met en lumiére le réle complexe de ces cellules, oscillant entre alliées potentielles
du systéme immunitaire et complices dans la progression tumorale. Cette dualité constitue
un défi pour le développement ou I'amélioration de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Parmi les stratégies prometteuses, le remodelage des vaisseaux sanguins émerge comme une
approche clé pour optimiser |'efficacité des thérapies actuelles. Plusieurs de ces techniques
ont non seulement franchi avec succes les étapes des essais cliniques, mais elles commencent
également a 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 a la dormance tumorale et au phénomeéne
de switch angiogénique, Folkman a proposé que l'inhibition des voies de signalisation
angiogéniques pourraient limiter la néoangiogenése 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 |'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 a approuver en 2004 |'utilisation
de traitements anti-angiogéniques car ayant démontré leur efficacité dans la lutte contre le
cancer*33, Par la suite, plusieurs anticorps et inhibiteurs de la tyrosine kinase, visant a freiner

la signalisation pro-angiogénique, ont été autorisés en tant que thérapies.

Selon la dose et une fenétre de temps particuliere, le traitement anti-angiogénique
entraine une normalisation vasculaire. En principe, la normalisation des vaisseaux conduit a
I’élagage sélectif des vaisseaux immatures conduisant a une amélioration de I'intégrité et des
fonctions du réseau vasculaire restant***. Morphologiquement, cet effet est attribué a des
jonctions cellulaires endothéliales plus stables, avec une perméabilité réduite grace a une
couverture homogéne et optimale par les péricytes et la membrane basale*®. La
normalisation vasculaire, dans le cadre des traitements anti-angiogéniques, est en grande

partie due a l'inhibition du facteur de croissance VEGF-A, qui en retour augmente I'expression
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de I'angiopoiétine-1 (Angl). Cette derniére favorise le recrutement de péricytes

supplémentaires, stabilisant ainsi de maniere bénéfique la paroi vasculaire.

Le processus de normalisation du réseau vasculaire tumoral ouvre de nouvelles voies
thérapeutiques qui viennent renforcer I'efficacité de la chimiothérapie néoadjuvante et de
I'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
I'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 TAM*36-43%_ Par conséquent, cibler le VEGF-A avec des traitements

anti-angiogéniques contribue a atténuer l'immunosuppression présente dans le TME.

De plus, les thérapies anti-angiogéniques augmentent I'expression des molécules
d’adhésion et favorisent le recrutement des cellules immunitaires**°. Fait intéressant,

I’association de I'ipilimumab et du bevacizumab a entrainé I'activation des TECs**!

, et des
études in vitro ont révélé que cette association favorise I'expression de la E-sélectine, de
I'lCAM-1 et du VCAM-1 sur les TEC, ainsi que I'adhésion des lymphocytes T activés aux TEC en
augmentant les niveaux d’IL-1a et de TNF-a**2. Toutefois, malgré la liste toujours plus longue
des médicaments anti-angiogéniques approuvés par la FDA**3, ['efficacité des thérapies anti-
angiogéniques reste limitée, fournissant souvent un soulagement temporaire de la

progression tumorale avant I'émergence de résistances et qui s’"accompagnent de bénéfices

finalement modestes en termes de survie.

D’autres médiateurs responsables de I'anergie endothéliale ont été identifiés comme
des cibles thérapeutiques prometteuses pour rétablir les réponses immunitaires
anticancéreuses**. A titre d'exemple, les antagonistes de I'oxyde nitrique (NO) ont démontré
leur capacité a restaurer I'adhésion des LT aux ECs en induisant une régulation positive des
molécules adhésives**>4%, Par ailleurs, I'administration de la protéine NGR-TNF provoque une
induction de VCAM-1 et ICAM-2 sur I'endothélium tumoral, facilitant ainsi le recrutement des
LT#¥. Le NGR-TNF a significativement amélioré |'efficacité anticancéreuse des vaccins ainsi
que des thérapies basées sur le transfert de cellules T#¥. Enfin, I'activation de CD137, une
molécule co-stimulatrice présente sur les vaisseaux tumoraux, a également conduit a une
augmentation de I'expression des molécules d'adhésion sur les TECs.
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Parmi les stratégies émergentes ciblant les TECs, des avancées récentes mettent
I'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 I'IL-7 et I'IL-15, ainsi que CXCL13, CCL21-19, TNFa et LTB
(Lymphotoxin-B) peuvent favoriser la formation de HEV au sein des tumeurs et conduire a une
augmentation de l'infiltration des LT et a une amélioration de la réponse aux
immunothérapies?*®44°, 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 HEV#%4°1, Parallélement, la co-administration d’anticorps
anti-PD1 avec des protéines LIGHT, a activé la signalisation NF-kB essentielle pour la
différenciation des ECs vers un phénotype HEV, et a renforcé I'immunité tumorale®32452,
D'autres études ont également mis en lumiére le potentiel d'une approche combinée ciblant

VEGFR2, PDL1 et LTB pour améliorer la formation de HEV et des TLS#°04%3,

Les traitements visant a normaliser les vaisseaux tumoraux demeurent prometteurs
pour renforcer I'efficacité de la chimiothérapie, de la radiothérapie et de l'immunothérapie.
Tester cliniqguement des stratégies qui améliorent le recrutement et [|'activation des
lymphocytes par les TECs devient essentiel, surtout face a la complexité du rble de
I'endothélium dans la progression du cancer. A titre d’exemple, I'expression de PD-L1 sur les
TECs peut étre modulé de maniere variable en fonction des thérapies anti-angiogéniques
administrées. Il a été montré que le bevacizumab a conduit a une augmentation de
I’expression de PD-L1 associé aux structures vasculaires tandis qu’un traitement par inhibiteur
de tyrosine kinase tel que I’anlotinib, a produit des effets opposés dans un modele de
mélanome murin®?4. Dans ce contexte, les tumeurs soumise a I'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 I'efficacité et la tolérance de I'association de I'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 I'échappement immunitaire et la réponse aux thérapies reste trés mal connue.
L'un des principaux défis a 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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spécifigues permettant d'améliorer et de potentialiser les traitements contre le cancer. C'est
dans ce cadre que cette these a été réalisée, contribuant ainsi a déterminer quels sont les
freins techniques aux études a 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 THESE

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 roles respectifs dans la progression et I'immunomodulation du cancer ?

Grace 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 I'hétérogénéité des transcriptomes des TECs, notamment
dans le contexte du CBNPC>"#1, Cependant, le rdle 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 modéles précliniques

nécessaires.

Notre équipe de recherche, spécialisée dans la vectorisation d’agents thérapeutiques
pour les cancers thoraciques et I'exploration du TME immunitaire, a choisi de porter une
attention particuliere au compartiment vasculaire des cancers pulmonaires. Cette these
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 thése a consisté a caractériser les TECs isolées de biopsies
de patients atteints de CBNPC et d’étudier la capacité des vaisseaux tumoraux a moduler
I'immunité, sur des critéeres jamais explorés a ce jour tels que les niveaux d’expression des
miRNA et la production d’EVs. La premiére partie de mon travail a montré que, bien que des
différences transcriptomiques aient été observées, aucune distinction fonctionnelle majeure
n’a pu étre 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 I'activité des LT. Il est en
revanche apparu que la durée du processus de sélection des cellules apres leur isolement

n’était pas optimale pour I'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 these a été de développer des modeles 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 modeles permettent
d’étudier les interactions complexes entre les ECs et leur microenvironnement. Nous avons
ainsi émis I'hypothese 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 systéme immunitaire.

Pour tester cette hypothese, j'ai réalisé des cocultures en 2D des HUVECs comme
modele de tissu sain, exposées a des cellules tumorales de lignées issues de CBNPC. Apres 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 paralléle, une étude par scRNAseq a
été menée sur un modele 3D de sphéroides 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 thése j'ai pu montrer que les cellules tumorales induisent
une transformation des ECs qui les oriente vers un profil inflammatoire, influencant a 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 I'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
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INTRODUCTION/CONTEXTE

La problématique de la recherche des fonctions immunorégulatrices des TECs posée,
un premier objectif de ma these était d'obtenir des TECs a 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 thése m’ont mobilisée pendant les deux premiéres années avant de céder la
priorité a la mise en place de modeéles alternatifs. Cette décision a été prise en raison de

contraintes techniques qui se sont révélées limitantes pour mener a 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 these, qui avait révélé I'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 particuliere de TECs

dont le transcriptome suggérait une activité immunitaire.

Cette découverte nous a conduits a chercher un moyen d’isoler cette sous-population
particuliére de TECs pour |'étudier spécifiguement ex vivo. Cependant, devant I'absence de
marqueur véritablement discriminant, nous avons opté pour une analyse de I'ensemble de la
population de TECs provenant de CBNPC, avec pour objectif de comparer ces cellules a leurs

homologues non tumoraux (NECs) issus des tissus sains du méme patient.

Nous sommes partis du postulat que les TECs, sous I'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 a I'anergie des LT anti-tumoraux ou, au contraire, a leur activation ?

- Etsioui, 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 a approfondir les connaissances sur les différences fonctionnelles entre les NECs et
les TECs in vitro, afin de mieux comprendre leurs réles dans la réponse immunitaire. Le second
axe visait a étudier le réle 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

Apres 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. A leur réception, les échantillons ont été lavés avec une solution
phosphate-buffered saline (PBS), découpés en fragments de moins de 1 mm?3, 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 |, 0,1 % de collagénase Il
(Thermo Fisher Scientific), de la DNase | (75 U/ml) et de la dispase (2,5 U/ml). Les échantillons
ont été incubés pendant 30 minutes a 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 a 100 um (Corning). Aprés centrifugation a 1200 tr/min a
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%.
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Figure 22 : Extraction des cellules endothéliales de tissus pulmonaires humains. Dans un premier temps, apreés la résection
chirurgicale, les explants pulmonaires de tissus sains et tumoraux sont transportés au centre de recherche (1) ot ils sont
disséqué pour faire des fragments de de 1 mm?(2). Ils sont transférés dans une solution de digestion (3) puis laissé 30 minutes
a 37 °C pour la dissociation enzymatique (4). La suspension cellulaire obtenue est centrifugée et ensemencée dans des plaques
pré-coatée a la gélatine (5).

Une fois que les cellules ont proliféré, les ECs ont été enrichies a I'aide du systéme
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 foetal, 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 a I'insuline (IGF Long R3), 0,5 ng/ml de facteur de croissance
de [I'endothélium vasculaire 165 (VEGF), 1 pg/ml Acide ascorbique, 0,2 pg/ml
Hydrocortisone,100 U/ml de pénicilline et 100ug/ml de streptomycine.

Les clones de cellules T CD8+ CTL03.1 et N5.14 ont été obtenus comme décrit
précédemment?>*4>5, Le N5.14 est spécifique de I'antigéne MUC1 porté par un HLA-A2, et
CTLO03.1 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, 100ug/ml de streptomycine

et 5% d’UltraGRO (AventaCell) et 150 Ul d’IL-2 (Proleukin, Novartis, Bale, Suisse).

Les lignées cellulaires cibles utilisées pour les essais de cytotoxicité in vitro étaient des
lignées cellulaires modifiées. Brievement, 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 a I'aide de puromycine
a raison de 1 pg/ml pendant une semaine. Enfin, elles ont été testées pour I'expression de
NLuc en mesurant la luminescence libérée aprés une incubation de 15 minutes avec une
concentration croissante de Digitonine (Promega, Madison, W], Etats-Unis ; Cat#G9441). Les
ADCA 117 sont cultivées dans un milieu RPMI supplémenté avec 2mM de L-Glutamine, 100
U/ml de pénicilline, 100ug/ml de streptomycine et 10% de sérum de veau feetal

décomplémenté (SVF EUROBIO CSV SVF 00-01).

Les cellules sont cultivées dans un incubateur a 37°C, maintenu a une atmospheére a
5% de CO2 et une a humidité de 100%. Des tests pour détecter la présence de mycoplasmes

dans les cellules sont réalisés régulierement avec le kit PlasmoTestTM (InvivoGen).
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MIGRATION SPONTANEE

Les TEC/NECs sont ensemencées a 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 ImagelJ-win 6448, en utilisant les plugins « Tracking “ avec ” Manual
Tracking », les parametres de suivi sélectionnés : intervalle de temps : 60 min, calibration x/y

: 1.24um, calibration z : 0. 2.

SCRATCH ASSAY

Les cellules sont ensemencées a 200 000 cellules dans une plaque a 24 puits en milieu
MV2. Apres 16 heures, 0,5 mg/ml de mitomycine C (Sigma, M4287) a été ajouté pour arréter
la prolifération des cellules. Six heures plus tard, une blessure est faite dans chaque puits avec
une pointe de 100ul sur la longueur du puits. Des images ont été prises avec |'Incucyte S3

toutes les 3 heures, et les analyses ont été faites avec le logiciel Imagel-win 64.

TUBULOGENESE 2D

Dans une plaque 96 puits froide, 40ul de matrigel (ECM, Corning®) sont déposés et
laissés 30 minutes a 37°C pour polymérisation. Les cellules sont ensemencées a 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 a 6 heures sont analysées avec

le logiciel Imagel) avec le module “Angiogenesis analyser” développé par Carpentier et al.**’.

TEST D'ADHESION DES PBMCS

Les ECs ont été cultivées dans des plaques a 24 puits recouvertes de gélatine afin
d'obtenir une monocouche cellulaire confluente. Les cellules ont été activées de deux
maniéres différentes, soit en étant exposée la nuit a du LPS 1ug/ml ou pendant 6 heures a un
cocktail de cytokines (6nM TNFa et IL1-B). Les cellules mononucléaires du sang périphérique
(PBMC) ont été prélevées sur un donneur sain (Etablissement Francais du Sang), isolées a
I'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 I'ajout de 2 x 10® PBMCs par puits et incubées pendant 1 heure a 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 a I'aide de I'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 a 4°C. Les LT ont été analysées a I'aide d’un cytometre Canto Il (BD
Biosciences) tandis que les ECs ont été analysées a I'aide d’un cytomeétre Symphony A5 (BD
Biosciences). L’acquisition est faite sur le logiciel Diva 8 tandis que I'analyse est réalisée sur

Flowjo V10.

Tableau 2| Anticorps utilisé en cytométrie.

Réactivité (fluorochrome) Dilution finale Référence (fournisseur)
CD25 (BVv421) 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
guantification et la validation de la pureté des ARNs obtenus sont dosée par mesure
d’absorbance a 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) a partir de 500 ng d’ARN contenus dans 10 pL qui sont alors incubés
avec 1 pLde dNTP et 1 pL d’oligonucléotides dT(12-18) pendant 5 min a 65 °C. 4 uL de tampon,
2 uLde DTT 0,1 M, 1 uL de RNase OUT (Invitrogen) et 1 uL de Moloney Murine Leukemia Virus-

RT sont ajoutés et les échantillons sont incubés pendant 50 min a 37 °C puis 15 min a 70 °C.
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L'ADN complémentaire (ADNc) ainsi généré est utilisé pour des expériences de gPCR
ou a envoyer au séquencage. Les expériences de qPCR ont été réalisées a I'aide du Maxima
SYBR Green/ROX gPCR 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 gene de ménage RPLPO
(protéine ribosomique, sous-unité PO de la protéine ribosomique) pour obtenir les 2-AACt

utilisés pour calculer les changements d’expression relatifs

Tableau 3| Séquences des amorces utilisées en qPCR

Génes Primers sens Primers anti-sens

RPLPO 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'

SEQUENCAGE 3'RNA-SEQ ET MIRNOME
Le séquencage 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 I'article de Labbe et al.*>,

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 (controle négatif) et M113-Nluc HLA-AO2 en présence de TECs ou
de NECs a 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 uL d’échantillon sont déposés en plaque 96 puits a fond blanc (#655083, Greiner bio-one)
et complétés par 35 uL de PBS ou de tampon NanoGlo® selon indication. Le substrat de la
luciférase, la Coelenterazine-h (Interchim) est ajouté a une concentration finale de 3 uM. Le
signal de luminescence émis lors de la production de coelenteramide par la Nluc est mesuré

avec un luminometre Mithras LB 943 (Berthold, temps d’acquisition = 0,1s).
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PREPARATION DES SEVS

Les surnageants des cultures cellulaires sont d’abord centrifugés a 300 xg pendant 10
min pour éliminer les cellules en suspension puis a 2 000 xg pendant 10 min afin d’enlever les
débris cellulaires. lls sont ensuite ultracentrifugés a 10 000 xg pendant 30 min
(ultracentrifugeuse Optima L-80XP (Beckman Coulter) rotor SW-32Ti) pour éliminer les
microvésicules. Pour purifier les sEVs, une ultracentrifugation est réalisée a 100 000 xg
pendant deux heures. Les culots sont lavés en PBS filtré a 0,22 um lors d’une seconde

ultracentrifugation a 100 000 xg puis resuspendus dans 200 pL de PBS filtré.

MICROSCOPIE ELECTRONIQUE POUR L'IMAGERIE DES EVS

Les culots des EVs purifiées par ultracentrifugation sont repris et fixés dans 200 uL de
PBS 2% paraformaldéhyde (#47377, Electron Microscopy Sciences) filtré a 0,22 um. Les images
ont été acquises par le département de microscopie a I'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 plL d’échantillon est déposée sur la grille pendant 1 min 30 s avant d’étre
essuyée rapidement sur papier buvard. Une coloration négative est réalisée avec une goutte
d’acétate d’uranyle laissée quelques secondes avant d’étre essuyée sur papier buvard. Cette
opération est répétée deux fois. La grille est séchée quelques minutes puis imagée au
microscope électronique a transmission (MET) JEOL JEM-1400 Plus (120kV). L’acquisition est
faite pendant une seconde. L'analyse des résultats a été réalisée avec le logiciel Imagel et a
partir de clichés représentatifs. Cette analyse consiste a observer si les particules analysées

ont bien une morphologie attendue de sEVs.

DOSAGE DE PROTEINE

100 pL des sEVs purifiées ont été mélangés avec 100 pL 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 uM bestatin, 40 uM E-64, 14 uM leupeptin, 20 uM
pepstain A). Le dosage protéique est réalisé par BCA (Bicinchonic acid assay, Interchim) et la

densité optique est mesurée par spectrophotométrie a 570 nm.
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WESTERN BLOT

Les échantillons lysés sont dénaturés par ajout de 5% B-Mercaptoéthanol et incubés 5
min a 95°C. 3 ug de protéines ou a défaut, 35 ul d’échantillon sont mis a migrer sur gel Bis-Tris
4-20% (SurePAGE, GenScript). La migration est réalisée a 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 a 100 V dans
un tampon Tris-Glycine 10% Méthanol. L'immunodétection des protéines d’intérét est ensuite
réalisée apres une étape de saturation d’'une heure a température ambiante avec du Tris
Buffered Saline 0,1% + 5% lait. La membrane est incubée avec |'anticorps primaire de souris
(Tableau 4) en TBS-T + 5% lait pendant une nuit a 4°C sous agitation. Aprés lavages en TBS-T,
la membrane est incubée avec un anticorps secondaire anti-souris couplé a la peroxydase de
raifort (HRP, Jackson Immuno Research, #115-035-006, concentration finale : 0,2ug/ml)
pendant une heure a température ambiante. Pour la révélation, le substrat d’ECL (ClarityTM
Western ECL Substrate, Biorad) est déposé sur la membrane pendant 5 min a température
ambiante. La révélation se fait avec I'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) 1ug/ml MAB25292 (R&D)
CD63 0,5 ug/ml #10628D (Invitrogen)
Anticorps secondaire anti- Inconnue, dilué au 115-036-072 (Interchim)
souris conjugué HRP 1/20008me

ATTUNE

Les EVs sont marquées pendant 30 minutes a 4°C avec un mélange d’anticorps anti-
tetraspanins (CD9, CD63 et CD81) ou des isotypes contrOle correspondants conjugué a
I'allophycocyanine (APC) et anti-CD31 conjugué a la phycoerythrin (PE). Pour éliminer les
agrégats, les anticorps ont été centrifugés a 15 000 x g pendant 3 minutes avant le marquage.
Les EVs ont ensuite été analysés a I'aide d'un cytomeétre de flux Attune NXT (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA).
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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 a une concentration de 15 pg/mL, dans un RMPI Ultragro contenant 50 Ul/mLd'IL2.
lIs 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 pL
d'ExoQuick-TC pendant 30 minutes a 4 °C. Le mélange est centrifugé a 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
+ I"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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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 a 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 prélévements de tumeur et de tissu distal pour chaque patient),
j’ai réussi a isoler et cultiver 7 couples de NEC et TEC. Dans un premier temps, j’'ai vérifié la
présence de marqueurs endothéliaux (CD31 et vVWF) par microscopie confocale (Figure R1A)
et par cytométrie en flux (CD31, CD34 et VE-cadhérine) (Figure R1B). Afin de comparer le
potentiel d'angiogenese respectif des TECs et des NECs, les fonctions de migration spontanée
de chaque couple (Figure R1C) ainsi que leur capacité de migration apres 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 a une augmentation des capacités
migratoires des TECs comme observé par Sievert et al*°. Leur capacité a former des réseaux
vasculaires sur une matrice en 3D (Figure R1E) a aussi été évaluée et semble indiquer que les
TECs présentent une capacité a 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 étre 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 I'expression de certains génes 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 I'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 a 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 a IincuCyte 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 a former un réseau
vasculaire sur une matrice 3D est mesurée sur Imagel 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 fleche) sont identifiées selon leur morphologie et
quantifiées avec le logiciel d’analyse d’image Fiji (n=2).

130 | Page



RESULTATS

CARACTERISATION TRANSCRIPTOMIQUE DES CELLULES ENDOTHELIALES

Aprés extraction des ARNs de plusieurs couples de TEC/NEC issus de nos donneurs,
nous avons réalisé un séquencage 3’'RNAseq sur les ARNs d’un des couples. Les analyses
illustrées par le volcano-plot (Figure R2A) révelent un ensemble de génes qui sont soit
surexprimés, soit sous-exprimés dans les TECs par rapport aux NECs. Parmi ces genes, CRYAB
se distingue comme le plus fortement surexprimé dans les TECs de ce donneur. Afin de
comparer nos résultats avec des données publiées, jai examiné I'expression de six genes
d'intérét fréquemment rapportés comme régulés (CD63, ENG, CD34, ESM1, CCL2, CXCR4).
Contrairement aux observations traditionnelles, ESM1 et CD34, habituellement surexprimés
dans les TECs, se révéelent ici sous-exprimés, de méme pour les génes codant pour la
chimiokine CCL2 et le récepteur de CXCL12, CXCR4. En revanche, I'expression de CD63, connu

pour étre 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 I'augmentation des capacités invasives des cellules tumorales.

En paralléle, 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 genes cibles communs entre ces miRNA (Figure R2E). Les miRNAs surexprimés
ciblent 28 génes communs tandis que les miRNAs sous-exprimés, bien que n'ayant aucune
cible partagée, impactent 67 génes. Malgré ces différences dans I'expression des miRNA, les
analyses qPCR que j’ai réalisées par la suite n'ont pas montré de variations significatives dans
I'expression de genes 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
genes 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 génes cibles partagés et spécifiques des miRNAs up-régulés et down-régulés dans les TECs. (F) Expression relative
des ARNs ITGAG, cible du miR-302a-5p (G) USF1 et PCGF3, cible du miR-210-3p et (H) CD274 cible du miR-138-5p quantifié par

gPCR.
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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 a influencer I'adhésion des cellules immunitaires et

la cytotoxicité des LT CD8*.

J'ai tout d’abord étudié I'aptitude des TECs et des NECs a recruter des PBMCs en
mesurant leur capacité d'adhésion sur une monocouche endothéliale (Figure R3A). Apres
stimulation par du LPS ou par un cocktail de TNFa et IL-1, une augmentation de I'adhésion
des PBMCs sur les TECs et NECs (n=2) par rapport aux conditions non stimulées a pu étre
observée. Bien que les mesures moyennes suggeérent une adhésion légérement supérieure
des PBMCs aux TECs comparativement aux NECs, cette différence n’a pas pu étre montrée
comme statistiqguement 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 I'expression des protéines d'adhésion clés telles que la VE-cadhérine et
ICAM-1 (Figure R3B). En absence de tout stimuli pro-inflammatoires extrinseques, les NECs
semblent exprimer des niveaux plus élevés de VE-cadhérine et d'ICAM-1 par rapport aux TECs.
Ce résultat suggere un potentiel d'adhésion supérieur, contradictoire avec les observations
faites lors du test précédent qui mesurait I'adhésion des PBMCs. Concernant I'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 I'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 modele 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* a lyser les cellules tumorales mais les TECs n’altérent pas de maniere

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 (TNFa & IL-18). (B) L’expression des protéines d’adhésion VE-cadhérine et ICAM-1
ainsi que du point de contréle 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 a I'activité cytotoxique des clones face a leur cible en présence de NECs ou de TECs. Le 100% correspond a la condition
ou les cellules ont été lysées avec un détergent.

En résumé, bien que les TECs et NECs différent dans I’expression de certaines protéines
d’adhésion, ces variations n’ont pas entrainé de modulations notables dans I'adhésion
cellulaire des PBMCs ni dans I'activité cytotoxique des LT CD8*, en tout cas dans les modeéles

gue j’ai utilisés et qui étaient basés sur des cocultures.

L'autre hypothése que j’ai souhaitée explorer concernait les capacités différentielles des TECs
et des NECs a exercer une immunorégulation non par contact, mais par signalisation et plus
particulierement au travers de I’émission de sEVs de contenus spécifiques, susceptibles d’agir

dans I'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 ou de
nombreux travaux décrivent leur capacité a influencer I'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 lumiere I'impact des EVs de TECs sur la
sécrétion de cytokines par des PBMCs. Le traitement avec ces EVs induit une augmentation de

460 sous entendant une

la production de cytokines pro-inflammatoires et immunosuppressives
activité immunorégulatrice des TECs au travers de ce moyen de communication. Afin de
caractériser |'impact des EVs issues de NECs et de TECs de CBNPC sur I'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 a optimiser la production et purification des exosomes
endothéliaux en suivant la méthode de référence par ultracentrifugation différentielle6?
(Figure R4A). Cette mise au point technique m’a permis d’obtenir des échantillons enrichis en
particules. Pour répondre aux directives de I'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 contréle 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 cytomeétre
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
gue les tétraspanines CD63, CD81 et CD9 mais aussi le marqueur endothélial CD31 (Figure

R4D-E) confirmant I'intégrité de I’échantillon et I'origine des EVs.

Nous avons ensuite cherché a savoir si les sEVs de TECs ou de NECs pourraient impacter
I'activité des LT CD8+. Nous avons choisi d’introduire les sEVS dans un modele développé au
laboratoire et basé sur un clone de LT CD8+ (le N5.14) s’activant contre I'antigéne MUC-1
porté par un HLA-A2 exprimé par une lignée tumorale du laboratoire?®?. Comme lillustre le
schéma (Figure R4F) nous avons activé nos clones de maniere aspécifique par I'intermédiaire
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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 contréle sans traitement.
A la fin du temps de coculture, les clones sont récupérés et analysés par cytométrie en flux sur

I’expression du marqueur d’activation CD25, la chaine a du récepteur a I'lL-2 (Figure R4G).
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Figure R4 : Impact des EVs de NEC/TECs sur I'activité des lymphocytes T effecteurs. (A) Les EVs de TEC/NECs sont isolées a
partir de surnageant de culture apreés 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 maniéere non spécifique par OKT3. (G) L'expression de
CD25, a été mesurée par cytométrie en flux pour évaluer I'effet des sEVs sur l'activation des LT CD8.

Les résultats que j'ai pu obtenir montrent une augmentation modérée de I'expression
de CD25 aprés exposition aux EVs, indiquant une légere tendance a I'augmentation de
I'activation des clones dans ce modéle. 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 modele, les EVs des deux origines exercent un effet similaire sur |'activation des

lymphocytes T CD8".

En résumé, les résultats de la premiére partie de mes travaux de thése 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
possedent un potentiel angiogénique plus marqué, bien que le réseau formé paraisse moins
stable. Les TECs isolées présentaient des variations transcriptomiques, notamment au niveau
de genes 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 I'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 I'étude TECs /NECs et
comment j'ai été amenée a réorienter le projet de thése en cours de route. Cette réflexion

préliminaire précédera une analyse globale présentée a la page 191 du manuscrit.

Pour mon étude comparative des TECs et des NECs, je me suis rapidement heurtée a
des obstacles techniques et logistiques et ce dés 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. lls présentaient une diversité histologique (adénocarcinome, épidermoide,
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 |'acquisition progressive d'un profil
fibroblastique. Cette dérive impacte les différences initiales entre les TECs et NECs que nous
cherchions a étudier. De méme, le temps d'enrichissement pour éliminer les fibroblastes
contaminants et obtenir un nombre suffisant de ECs pour nos expériences m’a contrainte a
utiliser des cellules a des passages élevés, augmentant ainsi le risque de dédifférenciation et

d’artefacts liés a la culture prolongée.

Bien que les modeéles basés sur I'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 étre
fortement influencés par des variations dans I'environnement nutritif, I’oxygénation, ou
d'autres parametres de culture. Cette sensibilité augmente la complexité de I'optimisation
expérimentale et pose de sérieux défis pour garantir I'authenticité des observations. Cela a
sans doute contribué au faible degré de différence entre TECs et NECs au cours des tests
fonctionnels, suggérant I'émergence de populations de cellules plus homogénes et moins

représentatives des conditions physiopathologiques dans nos cultures.

Par conséquent, j’ai réalisé que nos résultats devaient étre interprétés avec prudence,
en tenant compte des limitations inhérentes au modeéle dont nous disposions. Face a la
réserve nécessaire a adopter quant a notre modele TECs/NECs maintenues en culture sur

plusieurs passages et en raison de leur dérive possible, nous avons opté pour un modele plus
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standard de coculture. Ce modele 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 maitrisée.
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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 role dans la progression des tumeurs,
notamment a travers l'angiogenese et I'échappement immunitaire, bien que leurs
mécanismes exacts pour ce dernier point restent a élucider. Nous avons émis I'hypothése 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 systeme immunitaire, comme les LT et les macrophages, en modifiant leur

activation et leur différenciation.

Pour explorer cette hypothése, nous avons étudié l'effet des contacts directs et
indirects des cellules tumorales sur l'activité immunomodulatrice des ECs. Nous avons
effectué un séquencage 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 génes 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+ apres activation, ainsi que

I'orientation de différenciation des LT naifs et des monocytes.

Enfin, nous avons utilisé un modele sphéroide 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-dela des simples analyses de marqueurs
membranaires, enrichissant ainsi notre compréhension des mécanismes d’interaction entre

les cellules tumorales et I’'environnement immunitaire.

En conclusion, nos résultats soutiennent l'idée que les cellules tumorales du CBNPC
modifient le phénotype des ECs a proximité et entrainent des changements notables dans leur
activité immunomodulatrice. Ces changements affecteraient potentiellement la réponse

immunitaire dans le TME. L'utilisation de modéles 3D complexes a permis de caractériser ces
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interactions de maniere plus approfondie, soulignant l'importance de telles approches pour
mieux comprendre les mécanismes sous-jacents a la progression tumorale et a I'échappement
immunitaire. Ces observations ouvrent des perspectives pour de futures recherches visant a

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 | 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, 1ug/ml ascorbic acid, 22.3 ug/ml heparin, and 0.2 ug/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 Francais 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 PO (RPLPO).
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 (lllumina). 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 DESeqg2 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
(Hlumina), 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 (UMlIs) 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 3.35ug and 1ug 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.

151 | Page



RESULTATS

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 pL 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. 5ug 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 uL 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 H20) to 40% of solvent B (80% ACN and 0.1% FA in mQ-
H20). 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 uL of Brilliant Stain Buffer (BD Biosciences) supplemented with
1.25 ug of human BD Fc Block (BD Biosciences). After 10 min, appropriate concentrations of
specific antibodies were added for 30 min at 4°C with 1ug/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), 1ug/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 Image) 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-a secretion was measured according to the manufacturer’s instructions using
uncoated TNF-a 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 naive CD4+ T Lymphocytes. Cytokines such as IL-5, IL-13, IL-2, IL-6, IL-9, IL-10, IFN-
¥, TNF-a (TNFSF2), IL-17A, IL-17F, IL-4, IL-22 were quantified using the LEGENDplex™ Human
T Helper Cytokine Panels Version 2 (BiolLegend) 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-a and IL1-B). 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/naive 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 1uM 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 8um 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 Imagel-
win 64, using the plugins « Tracking » with « Manual Tracking », the tracking parameters were
selected: time interval: 60 min, x/y calibration: 1.24um, 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 1ug/ml Mitomycin C to block
proliferation. A scratch wound has been made using a 200yl 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 TO and T6. Migration was
measured with Fiji and expressed as percentage of wound closure (gap area at TO minus gap

area at T6 in percentage of gap area at TO0).
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 gPCR 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-a 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.

158 | Page



RESULTATS

Monoculture
HUVECS €D31 positive selection NSCLC Mutation Hoechst VWF CD31
S ‘« A549 KRAS  p.G125 y
&7 . Analyses oo 4 aa
Py > ANAseq iiies BRAF  p.G469A 8 ud R
_» > Validations P53 p.C242F & oy %
= - z .
S — ;“; v EGFR  pT790M
— 178y H1975 EGFR p.L858R — R
Cocultuié > P53 p.R273H =
HUVECs + NSCLC “w y
v}
w o
Ty
NECs A549-TECs H1755-TECs H1975-TECs a 2 .
i) o 0014| (000 000 | [o0t1 0022| [o00 0.006 — =
- > g
o . /'3
w s
'7 - 7
& 3
B F b i ;
; s . Fop ; o = P GRS
s [ gl | O-e  §.e@ = :
§ 0.00 100 71.0 29.0 69.4 306 53.0 470
CD31 o
bl
”) 0.00 0.027 0.00 0.00 0.00 0.010 0.00 0.00 E
5
-
x
P E e B s g o
#F | A o ol .
2 || oot 100 | |47 958| | 568 93| | 101 899 F) =
[E—
€p31 =
|
D) E) [
ji——]
| I —
@ s
= group —
©
& A549-TECs ignee —
g tgnee —
= ® H1755-TECs 3 4 as4o-TeCs —
% 20 Hi7ss.TECs
& - of © HOTSTECS o I srs.TeCs =
8 g a@ ® NECs o MiNeCs
a [E—
0 y y = N —
2 Q20 . 2  —
PC1: 61% variance s . 3 =
G -
) | p—
e
[
I
]
R
I
8 I
5 —
o o —]
e I
@ I
3 I
* O
- . e
I
1
e
| i 3]
| I
|I——
AS49-TEC ~ H1755-TEC  H1956-TEC  MDA_MB-TEC 2 = ;

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 um 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.

159 | Page



RESULTATS

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).
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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

TNFa, 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. TGFR), 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 gPCR 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.
OX40/0X40L 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 NFkB pathway that is directly implicated in the OX40L transcriptional expression 27—
29. As the NFkB 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 NFkB 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 naive-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-a 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-at 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 3l). 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 TNFa/IL-1R stimulation, naive 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 Th1l 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 IFNy 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-a (without TGFR) 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-gPCR 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 naive CD4 T cells/HUVEC cocultures. Data are mean + SEM, n > 4, *p < 0.05, **p < 0.01, Wilcoxon

test compared to NECs.

164 | Page



RESULTATS

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: 100um. 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, BIRCS5,
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, DNAIC, 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, 1L32, 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 5l). 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-
a—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, 100um. 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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CDA4 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 OX40/0X40L 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 OX40/0OX40L signaling
appearsregulated by the NFkB pathway 27-29. Moreover, in HUVECs the OX40 binding results
in c-Jun and c-Fos induction (10477563) that closely interact with the NFkB 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 NFkB 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 0X40/0X40L 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 TNFa/IL-18 where naive 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 Th1l 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 LYVE1l+ 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 Figure 1: A) RT-gPCR 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 = Oh in function of time and at

different times (t = 6h, 12h and 23h) normalized to monoculture. C) Velocity, in um/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) TNFa 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.
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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 naive

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.
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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.
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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 previously*.
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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 I’article mais qu’il

me semble important de mentionner.

Il concerne le modeéle 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 I'ordre de 10%. Or nous avons observé en qPCR une
augmentation, bien que non significative, de I'expression des ARNs du gene 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 a la fois dans le modele de
coculture direct et indirect basé sur I'utilisation de transwell (avec lesquels les cellules ne
pouvaient effectuer de transmigration). Ces observations nous ont permis de montrer que
I’expression de EpCAM et PD-L1 ne semblent pas provenir ou de maniere tres faible d’une

contamination tumorale.

Nous avons alors émis I’"hypothése que les cellules tumorales pourraient transmettre
des ARNs aux ECs par l'intermédiaire de I'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
receveuses*®34% En associant ces suppositions a ceux de I'article, ol hous montrons que les
cellules tumorales induisent des modifications par contact direct, ces observations apportent
une valeur ajoutée au modele de coculture en soulévent I'hypothése 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 systéme
immunitaire. Cependant, il reste a approfondir les voies et mécanismes cellulaires exacts
impliqués dans I'influence des ECs sur I'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 intérét croissant, comme
actrices principales dans I'angiogenese 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 a 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 a l'immunosuppression. Toutefois,
I'identification des mécanismes moléculaires responsables de phénotypes des ECs
pathologiques reste difficile et la littérature qui les entoure se révele 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 modeles d’étude pertinents s'appuyant sur les derniéres avancées

techniques pour étudier les dynamiques et les communications cellulaires.

L’objectif de ma these 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 réles dans la progression et I'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

a court et moyen terme.

Mes travaux de thése 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 ceuvre d’une étude sur des cellules primaires préparées a
partir de biopsies de patients. Dans un second temps, face aux difficultés du modele ex-vivo,

j’ai développé des modeles alternatifs qui m’ont permis de mettre en évidence I'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 apres
activation mais pas celle des LT naifs. En revanche, les ECs semblent influencer la polarisation
de ces LT naifs et celle des monocytes en différentes sous-populations de macrophages
exprimant des marqueurs plutét de type M2-like. Je me suis également intéressée aux
devenirs des ECs et des monocytes dans un modele de sphéroide 3D multicellulaire (MCTS).
Ce dernier nous a permis de souligner I'importance de développer un modéle plus complet et
complexe que le modele 2D pour observer un panel plus large de phénotypes cellulaires. Dans
cette section, j'analyserai nos résultats a la lumiére des découvertes récentes et des études-

clés disponibles dans la littérature.
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ETUDE DES CELLULES ENDOTHELIALES : TISSUS SAINS VS TUMORAUX

Nous avons exploré I'hypothése selon laquelle les TECs, influencées par le TME,
possedent un transcriptome et un protéome distincts des NECs. Cette divergence pourrait
jouer un role 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 a induire I'anergie ou l'activation des LT anti-tumoraux, en explorant a 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. Apres le processus d’isolement qui s’est révélé
difficile a standardiser, une validation fonctionnelle m’a permis de mettre en évidence que la
taille totale du réseau formé par les TECs semble inférieure a celui de leur homologue NECs.
Ces observations concordent avec les travaux de Sievert et al.*%” chez la souris qui montrent
qgue les TECs isolées de tumeurs ectopiques de lignées de mélanome (B16) forment des
réseaux avec moins de ramifications par rapport aux NECs**°. Ces résultats sont a nuancer car
leurs auteurs ont comparé des TECs issues de mélanome aux NECs de coeur, dont les
différences organotypiques peuvent certainement influencer la migration endothéliale*®®. En
revanche, bien que les TECs montrent une capacité réduite a former des réseaux dans notre
étude, elles présentent une proportion plus élevée de cellules de front ("tip cells"),
généralement associée a 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.>’, 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)%%®. Ces résultats soulévent 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 plutét
mésenchymateux par rapport aux NECs rejoignant les observations faites sur les TECs de

prostate®®’. Ces analyses transcriptomiques sont appuyées par la morphologie des cellules
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observées en microscopie a contraste de phase et par leur capacité réduite a 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 I'angiogenese impliquait ce type d’EndoMT avec des cellules de front
qui n’ont plus de polarité apico-basale et qui dégradent la matrice extracellulaire®®®. Des
études ont aussi souligné le rdle crucial de la matrice extracellulaire dans l'induction de
I'EndoMT. Dans des expériences in vitro, une élévation significative de I'expression de I'a-SMA,
un marqueur de la transition EndoMT, a été observée lorsque les ECs étaient cultivées sur une
matrice enrichie en fibronectine. En revanche, 