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TITRE

Impact de I'Hepatocyte Growth Factor sur les lymphocytes T régulateurs dans le cancer

gastrique.

RESUME

La compréhension des mécanismes d'échappement tumoral au systéme immunitaire
représente un des enjeux clé de la recherche actuelle en oncologie. La découverte de
I'expression de molécules de co-stimulation inhibitrices par les cellules tumorales a ainsi
permis le développement des inhibiteurs de checkpoint immunitaires, constituant une
révolution thérapeutique majeure dans la prise en charge des cancers. Au-dela des molécules
de co-stimulation inhibitrices, de multiples mécanismes permettant a la tumeur d'échapper au
systeme immunitaire ont été décrits. Parmi ces mécanismes, la capacité des cellules
tumorales a induire I'accumulation de lymphocytes T régulateurs (Tregs) a été démontrée
dans de nombreux cancers, notamment dans le cancer gastrique. Différents phénomeénes
peuvent étre a l'origine de cette accumulation. Dans le laboratoire plusieurs travaux ont ainsi
montré que le VEGF-A, molécule pro-angiogénique, était capable d'induire I'accumulation de
Tregs en situation de cancer. L'Hepatocyte Growth Factor (HGF) est un facteur de croissance
dont le réle pro-tumoral a été démontré dans de nombreux cancers, via son action sur la
réplication et la migration cellulaire mais aussi via un rdle pro-angiogénique. La voie
HGF/cMET est ainsi suractivée dans plusieurs localisations tumorales, notamment dans le
cancer gastrique. Cependant |'impact de cette voie de signalisation sur le systeme
immunitaire et notamment sur I'accumulation de Tregs a trés peu été étudié dans le contexte
du cancer.

L'objectif de ce travail était ainsi d'étudier I'impact immunomodulateur de I'HGF dans le
cancer gastrique. Dans un premier temps, nous avons observé que cMET (récepteur de
I'HGF) est exprimé sur les monocytes circulants des patients atteints de cancer gastrique.
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Nous avons étudié les corrélations entre |'expression monocytaire de cMET et les parameétres
clinico-biologiques des patients et nous avons observé qu'une expression élevée de cMET sur
les monocytes circulants était associée a un phénotype agressif de la maladie, notamment a
un grade tumoral peu différencié et a la présence de métastases. De plus, I'expression de
cMET par les monocytes des patients était associée a un pronostic plus défavorable.

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié I'impact in vitro de I'HGF sur les monocytes de
patients atteints de cancer gastrique. Nous avons observé que les cellules dendritiques
dérivées de monocytes de patients et différenciées en présence d'HGF adoptent un
phénotype régulateur avec une plus faible expression de molécules de co-stimulation telles
que CD86 et HLA-DR, des capacités de maturation altérées et une capacité accrue a produire
de l'interleukine-10 et a induire la différenciation et la prolifération des Tregs in vitro. Enfin,
nous avons étudié in vivo l'impact d'un anticorps monoclonal anti-HGF (le rilotumumab) sur
I'accumulation de Tregs. Dans I'essai MEGA-ACCORD20-PRODIGE17, des patients atteints de
cancer gastrigue métastatique ont été randomisés pour recevoir un traitement par
chimiothérapie seule, associée au rilotumumab, ou associée a un anticorps anti-EGFR. Nous
avons observé que le traitement par rilotumumab était associé a une diminution des Tregs
circulants chez les patients atteints de cancer gastrique.

Ainsi, nous avons identifié que I'HGF était capable d'induire I'accumulation de Tregs via les
monocytes exprimant cMET dans le sang périphérique des patients atteints de cancer
gastrique. Ce travail fournit des arguments en faveur d'une utilisation alternative potentielle
des thérapies ciblées HGF/cMET basée sur leurs propriétés immunomodulatrices qui
pourraient conduire au développement de nouvelles associations thérapeutiques chez les
patients atteints de cancer, par exemple avec les inhibiteurs de points de contréle

immunitaire.

MOTS CLES

cancer gastrique; hepatocyte growth factor; lymphocytes T régulateurs; monocytes;

cellules dendritiques ; échappement immunitaire ; angiogenése



TITLE

Impact of Heptocyte Growth Factor on regulatory T cells in gastric cancer

ABSTRACT

Understanding the mechanisms of tumor escape from the immune system is one of the key
issues in current oncology research. The discovery of the expression of inhibitory co-
stimulatory molecules by tumor cells has led to the development of immune checkpoint
inhibitors, representing a major therapeutic revolution in cancer management. In addition to
inhibitory co-stimulatory molecules, multiple mechanisms enabling tumors to evade the
immune system have been described.

Among these mechanisms, the ability of tumor cells to induce the accumulation of regulatory
T lymphocytes (Tregs) has been demonstrated in many cancers, notably gastric cancer. This
accumulation may be due to a number of different factors. In the laboratory, several studies
have shown that VEGF-A, a pro-angiogenic molecule, is capable of inducing the accumulation
of Tregs in cancer. Hepatocyte Growth Factor (HGF) is a growth factor whose pro-tumoral role
has been demonstrated in many cancers, via its action on cell replication and migration, but
also via a pro-angiogenic impact. The HGF/cMET pathway is thus over-activated in several
tumor sites, notably gastric cancer. However, the impact of this signaling pathway on the
immune system, and in particular on the accumulation of Tregs, has been little studied in the
context of cancer. The aim of this study was to investigate the immunomodulatory impact of
HGF in gastric cancer.

First, we observed that cMET (the cellular receptor of HGF) is expressed on circulating
monocytes from gastric cancer patients. We investigated correlations between cMET
monocyte expression and patients' clinico-biological parameters, and observed that high

cMET expression on circulating monocytes was associated with an aggressive disease



phenotype, including poorly differentiated tumor grade and the presence of metastases.
Furthermore, cMET expression in patients’ monocytes was associated with a poorer
prognosis.

Then, we studied the in vitro impact of HGF on monocytes from gastric cancer patients. We
observed that dendritic cells derived from patient monocytes and differentiated in the
presence of HGF adopt a regulatory phenotype with lower expression of co-stimulatory
molecules such as CD86 and HLA-DR, altered maturation capacities and an enhanced ability to
produce interleukin-10 and to induce Treg differentiation and proliferation in vitro. Finally, we
studied in vivo the impact of an anti-HGF monoclonal antibody (rilotumumab) on Treg
accumulation. In the MEGA-ACCORD20-PRODIGE17 trial, patients with metastatic gastric
cancer were randomized to receive chemotherapy alone, combined with rilotumumab, or
combined with an anti-EGFR antibody. We observed that treatment with rilotumumab was
associated with a decrease in circulating Tregs in gastric cancer patients. Thus, we identified
that HGF was able to induce the accumulation of Tregs via cMET-expressing monocytes in the
peripheral blood of gastric cancer patients. This work provides arguments for the potential
alternative use of HGF/cMET targeted therapies based on their immunomodulatory
properties, which could lead to the development of new therapeutic combinations in cancer

patients, for example with immune checkpoint inhibitors.

KEY WORDS

gastric cancer; hepatocyte growth factor; regulatory t cells; monocytes; dendritic cells,

immune escape ; angiogenesis
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PRINCIPALES ABREVIATIONS

ADK : Adénocarcinome

CCR : cancer colorectal

CD : Cellules dendritiques

CG : Cancer gastrique

CHC : Carcinome hépato cellulaire

cMET : Mesenchymal Epithelial Transition Factor Receptor
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CPBNPC : Cancer Bronchique non a petites cellules
CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte-associated protein 4
EBV : Epstein Barr Virus

EGF-R : Epithelial Growth Factor Receptor

EMT : Transition Epithelio-mésenchymateuse

HAI : Hepatocyte Growth Factor Activator Inhibitor
HER2 : Human Epidermal growth factor Receptor 2
HGF : Hepatocyte Growth Factor

HGF-A : Hepatocyte Growth Factor Activator

IHC : Immunohistochimie

ITK : Inhibiteur de tyrosine kinase

LB : Lymphocytes B

LT : Lymphocytes T

LTreg : Lymphocytes T régulateurs

MDSC : Myeloid derived Suppressor Cell

MET : Micro environnement tumoral

MSI : Instabilité des microsatellites

NK : Cellules natural killer

PD-1: Programmed cell death 1

PD-L1 : Programmed cell death Ligand 1

TAM : Macrophages associés aux tumeurs

TAN : Neutrophiles associés aux tumeux

TC : Thérapies ciblées

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor

VEGF-R : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
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INTRODUCTION

CHAPITRE |I. CANCER DE L’ESTOMAC

I. Epidémiologie et facteurs de risque

A. Epidémiologie

L’adénocarcinome (ADK) de I'estomac, développé a partir de I'épithélium glandulaire, est la
forme histologique la plus fréquente des cancers gastriques représentant 90% des patients.
D’autres types histologiques de cancers de I'estomac existent tels que les cancers neuro-
endocrines, les tumeurs stromales ou encore les lymphomes et représentent des formes plus
rares qui ne seront pas abordées dans ce travail. Au niveau mondial, '’ADK gastrique est le
4°™ cancer en terme d’incidence chez les hommes et le 7°™ chez les femmes . Il existe
cependant une grande disparité de répartition mondiale, avec des régions de forte incidence
notamment en Asie de I'est ou il occupe le premier rang au Japon > et le deuxieéme rang en
Chine >. En France, I'incidence de I'’ADK gastrique est en diminution depuis les 30 derniéres
années et est possiblement parvenue a un plateau puisque le nombre de nouveaux cas annuel
était de 6550 en 2012 et 6557 en 2018. Cette diminution pourrait s ‘expliquer par un meilleur
controle des facteurs de risques (cf partie correspondante).

eme

L’ADK gastrique est une maladie au pronostic sombre, représentant au niveau mondial la 4

eme

cause de mortalité par cancer chez 'homme et la 5" chez la femme. En France, la mortalité

eme

par cancer liée a I’ADK gastrique se classe au 7°™° rang chez ’homme et au 10°™° rang chez la
femme. Ce taux a diminué de moitié sur les 30 derniéres années. Son pronostic est cependant

tres variable selon le stade auquel il est diagnostiqué. En effet, si le taux de survie a 5 ans peut

atteindre 60% pour les formes localisées opérables, il n'est que de 2% pour les maladies
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avancées, regroupant les tumeurs localement avancées non opérables et les tumeurs

métastatiques non accessibles a un traitement chirurgical.

B. Facteurs de risque

Plusieurs facteurs de risque de I’ADK gastrique sont reconnus : I'infection par Helicobacter
pylori %, un antécédent personnel de gastrite atrophique auto-immune (gastrite de Biermer),
des antécédents familiaux de cancer de I'estomac, la consommation d’alcool, la
consommation de tabac, une alimentation riche en sel, l'infection par I'Epstein Barr Virus
(EBV), et un antécédent personnel ancien de gastrectomie partielle.

Il existe également plusieurs facteurs de prédisposition génétique, notamment le syndrome
Lynch, associé a des cancers présentant une instabilité des micro-satellites (MSI), et les
mutations germinales du géne CDH1 résultant en une perte de fonction de la E-Cadhérine °.

Ces formes héréditaires représentent 1 a 3% des cas d’ADK gastrique.

Il. Classifications
L’estomac est divisé en plusieurs segments dont le cardia (ou jonction oeso-gastrique, JOG), le
fundus, le corps gastrique, I'antre et le pylore, différenciés par des démarcations anatomiques
(Figure 1.) et/ou leurs caractéristiques histologiques. Les ADK du cardia se distinguent des
autres localisations gastriques par des facteurs de risques particuliers, tels que I'obésité et le

6 7

reflux gastro-oesophagien , des caractéristiques histologiques propres °

et des
comportements évolutifs différents, notamment au stade métastatique ou des lésions

secondaires pulmonaires et cérébrales sont plus fréquemment rencontrées. °
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Figure 1. Anatomie de I’estomac

Plusieurs classifications histologiques des ADK gastriques sont utilisées. La
classification de Lauren différencie les ADK de type intestinal, représentant le type le plus
fréquent ', diffus et indéterminé. La classification de I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) plus récente, a classé les ADK gastriques mais également plusieurs autres types de
tumeurs gastriques moins fréquentes. Elle différencie ainsi les ADK tubulaires, papillaires,
mucineux, mixtes, et les ADK peu cohésifs avec cellules en bagues a chaton. Ce dernier type,
assimilé aux formes diffuses de la classification de Lauren, correspond a une entité
particuliere avec un pronostic péjoratif ** 2. Ces ADK sont souvent associés a un aspect
macroscopique particulier appelé « linite » gastrique caractérisé par une paroi épaisse rigide
et blanchatre, alors que les autres formes adoptent plus souvent des formes bourgeonnantes

ou ulcérées.
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Récemment, les progres du séquencage de I’ADN a haut débit ont permis I'apparition

de classifications moléculaires définissant de nouveaux sous-groupes d’ADK gastrique. Le
groupe du Cancer Genome Atlas (TCGA) a ainsi classé les ADK du cardia et du corps gastrique
en 4 groupes ayant les mémes caractéristiques moléculaires : les tumeurs associées a I'EBV,
les tumeurs MSI, les tumeurs génétiquement stables et les tumeurs avec instabilité
chromosomique 3. Une autre classification réalisée par le Asian Cancer Research Group
(ACRG) a identifié 4 sous-groupes d’ADK gastriques et de la JOG : les tumeurs MSI, les tumeurs
sans instabilité micro-satellitaire (MSS) ayant un phénotype de transition épithélio-
mésenchymateuse, les tumeurs MSS avec mutation de la protéine P53 et les tumeurs MSS
sans mutation de la protéine P53 *. Contrairement a la classification du TCGA, les sous-
groupes définis par I’ACRG semblent avoir des pronostics différents, le phénotype MSI
correspondant au meilleur pronostic et le phénotype MSS avec transition épithélio-
mésenchymateuse correspondant au pronostic le plus péjoratif. Hormis le statut MSI/MSS,
ces nouvelles classifications ne sont cependant pas utilisées en routine clinique.
Enfin comme pour les autres ADK, deux autres facteurs sont utilisés en pratique clinique pour
évaluer le pronostic et guider le traitement : la degré de différenciation des cellules tumorales
(bien, moyen ou peu différencié : les ADK bien différenciés ayant un meilleur pronostic) et
I’envahissement loco-régional déterminé selon la classification TNM. Cette classification
repose sur I'extension de la tumeur au niveau local (T), au niveau des ganglions loco-régionaux
(N) et a distance (M). Elle différencie ainsi les tumeurs localisées, les tumeurs localement
avancées et les tumeurs métastatiques ayant des pronostics et des stratégies thérapeutiques
spécifiques.

14



lll. Principes généraux de traitement

A. Formes localisées

Une résection endoscopique peut étre réalisée pour certains ADK diagnostiqués a un stade
superficiel limité a la muqueuse ou a la sous-muqueuse et sans envahissement ganglionnaire.
Ce groupe représente une tres faible proportion des patients, estimée a 5% dans une étude
parue en 2016 L

Pour les cancers localisés ne répondant pas aux criteres de tumeurs superficielles
(envahissement dépassant la sous-muqueuse), ou pour les cancers localement avancés
présentant une atteinte des ganglions drainants, le traitement repose sur la chirurgie
encadrée par une chimiothérapie « péri-opératoire ». Différents types de gastrectomie
(partielle ou totale) sont indiqués en fonction de la localisation anatomique de la tumeur et
sont toujours associés a une résection des ganglions loco-régionaux (curage ganglionnaire). La
réalisation d’une chimiothérapie « péri-opératoire » a montré notamment une diminution
significative des récidives locales et a distance. Elle est ainsi indiquée pour tous les cancers
gastriques opérés. Différents protocoles de chimiothérapie ont été étudiés dans cette
indication et le standard thérapeutique repose depuis 2019 sur un triplet de chimiothérapie

associant une fluoropyrimidine, de 'oxaliplatine et du docetaxel (protocole FLOT) *°.

B. Formes avancées

Pour les cancers métastatiques ou pour les cancers localement avancés non opérables du fait
d’une extension régionale trop importante (par exemple envahissant les organes de voisinage)

ou du fait de comorbidités trop importantes chez le patient, le traitement repose sur la
15



chimiothérapie systémique palliative, pouvant étre associée a des thérapies ciblées ou a de

I'immunothérapie chez certains patients.

1. Chimiothérapie

Plusieurs molécules de chimiothérapie sont efficaces dans le cancer de I'estomac méme si
elles ne sont plus toutes utilisées a I'heure actuelle : les anthracyclines (Epirubicine), les
taxanes (paclitaxel, docetaxel), le fluorouracile (5FU2 ou Capecitabine), les sels de platines
(Oxaliplatine, Cisplatine) et I'irinotecan, et plus récemment la triflirudine/tipiracil (TTFP).

Le standard thérapeutique actuel repose en premiére ligne sur une bi-chimiothérapie
associant une fluoropyrimidine et un sel de platine (FOLFOX, 5FU-Cisplatine). En deuxieme
ligne et troisieme ligne, chez les patients étant en assez bon état général pour recevoir une
chimiothérapie, plusieurs options thérapeutiques existent (mono ou bi-chimiothérapie).

Ces protocoles de chimiothérapie peuvent étre associés, pour certains patients a des

thérapies ciblées ou a de I'immunothérapie.

2. Thérapies ciblées
On regroupe sous le nom de thérapies ciblées toutes les molécules a visée anti-tumorale dont
I'effet n’est pas lié a une action directe sur ’ADN et le cycle de réplication cellulaire. Ces
drogues peuvent appartenir a différentes classes thérapeutiques, tels que les anticorps
monoclonaux ou les inhibiteurs de tyrosine kinase, et vont avoir une (ou plusieurs) cibles
présentées par la cellule tumorale ou par le micro-environnement tumoral. Tout comme la

chimiothérapie cytotoxique classique, leur action anti-tumorale peut passer par l'arrét du
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cycle cellulaire mais peut aussi avoir d’autres modalités directes ou indirectes telles que des
modifications du micro-environnement tumoral.

Dans le cancer gastrique, deux thérapies ciblées sont aujourd’hui validées par les autorités de
santé en France : le trastuzumab, anticorps monoclonal ciblant le récepteur Human Epidermal
growth factor Receptor 2 (HER2), indiqué depuis 2016 en 1° ligne en association a la
chimiothérapie pour les cancers gastriques ayant une surexpression d’HER2, et le
ramucirumab, anticorps monoclonal ciblant le récepteur Vascular Endothelial growth Factor
Receptor 2 (VEGFR-2), indiqué en 2°™ ligne depuis 2015.

Ces thérapies ciblées ont notamment été développées devant la mise en évidence d’une
implication forte de certaines voies de signalisation dans l'initiation et la croissance tumorale.
Ainsi des molécules dirigées contre I'axe HGF/MET ont été créées pour le traitement de

plusieurs cancers et notamment du cancer gastrique.

3. Immunothérapie
Récemment, l‘association d’un anticorps monoclonal anti PD-1, le nivolumab, a la
chimiothérapie de premiére ligne est devenu le standard thérapeutique chez les patients
ayant une surexpression de PD-L1 par les cellules tumorales et du micro environnement

tumoral.
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CHAPITRE Il. VOIE DE SIGNALISATION HGF/MET : DESCRIPTION
ET ROLES PHYSIOLOGIQUES

I. Hepatocyte Growth Factor : généralités, structure, régulation
L’'Hepatocyte Growth Factor (HGF), aussi connu sous le nom de Scatter Factor (SF), a
été décrit pour la premiere fois dans les années 1980 comme une protéine dérivée des
fibroblastes capable d’induire la migration des cellules épithéliales *” et la prolifération des
hépatocytes 2. Principalement produite et sécrétée par les cellules stromales, 'HGF est une
protéine de haut poids moléculaire (71KDa) appartenant a la famille des peptidases S1 et a la
sous-famille du plasminogéne. A la différence des autres membres de cette famille, 'HGF est

1920 Elle est encodée par le géne HGF situé sur le chromosome 7

dépourvu d’activité protéase
et composé de 20 exons o
L'HGF est constitué 726 acides aminés répartis en 6 domaines : un domaine N-terminal

22 ot est

(N), 4 domaines Kringle (K1-K4), et un domaine Serine Protease Homology (SPH)
synthétisé sous une forme monocaténaire inactive (Pro-HGF). L’activation du Pro-HGF en HGF
nécessite un clivage protéolytique au niveau d’un site trypsine-like situé aprés le domaine K4,
résultant en un hétérodimere composé d’une chaine a (comprenant le domaine N et les
domaines K1 a K4) et d’une chaine B (comprenant le domaine SPH) reliées par un pont
disulfure (Figure 1) 2 *,

Cette activation protéolytique est effectué par des sérines protéases qui peuvent étre

classées en deux grands types : des sérines protéases sériques comme I'HGF activator (HGF-

A), le facteur Xlla et le facteur Xla, et des sérines protéases membranaires telles que la
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matriptase, I’'Hepsin et la proteine Human Airway trypsin-like protease (HAT)*. Ces protéases
activatrices sont régulées par un inhibiteur des serines protéases : I'HGF-A inhibitor (HAI) dont
il existe deux types (HAI de type 1: HAI-1 et HAI de type 2: HAI-2), tous deux capables
d’inhiber 'HGF-A mais aussi les sérines protéases membranaires telles que la matriptase et
I'Hepsin ». Les protéases activatrices de I'HGF, et leur inhibition par I'HAI-1 et 2 comptent
ainsi parmi les éléments déterminants de la régulation de la voie HGF en situation
physiologique, mais également en contexte pathologique et notamment tumoral (cf partie
correspondante).

Plusieurs formes tronquées de I’'HGF ont été isolées, correspondant a des variants
d’épissage alternatifs. Le variant HGF/NK2 (comprenant le domaine N-terminal et le domaine
K2) a été décrit comme une forme dépourvue d’activité mitogénique intrinseque et capable
d’inhiber I'effet prolifératif de 'HGF in vitro. HGF/NK2 est également capable de se lier de
maniére compétitive au récepteur cMET, et peut ainsi étre considéré comme un antagoniste
de 'HGF °. A I'inverse, le variant HGF/NK1 (comprenant le domaine N-terminal et le domaine
K1), décrit plus tardivement, représente une isoforme de I'HGF possédant des propriétés

agonistes partielles in vivo 2’ .
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Proteolytic clevage
(u-PA, HGFA, matriptase, etc)

a chain (65kDa) f chain (35kDa)
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HGF/NK1 = = K1 (20kDa)

HGF/NK2 = = K11 K2 (30kDa)

Figure 2. Structure de 'HGF et de ses variants naturels HGF/NK1 et HGF/NK2.

Le Pro-HGF inactif est clivé par différentes protéases dans le milieu extra-cellulaire. L'HGF
mature actif est composé de deux chaines reliées par un pont disulfure HL : hairpin loop ; K :
Kringle domain ; SPH : serine protease homology

D’aprés llanguraman et al. Cytokine (2016)

Il. Récepteur cMET : généralités, structure.
Le récepteur cMET est un récepteur transmembranaire a activité Tyrosine Kinase codé
par le gene MET, identifié en 1984 comme proto-oncogene a partir d’'une lignée humaine

d’ostéosarcome transformée par un agent carcinogéne chimique®® *°

. Exprimé principalement
par les cellules épithéliales, mais aussi par les neurones, les hépatocytes et les cellules
hématopoiétiques, il est composé de plusieurs domaines: une portion extra cellulaire
comportant un domaine Semaphorin (SEMA), un domaine plexin-semaphorin-integrine (PSI)
et 4 domaines Immunoglobulin-Plexin Transcription Factor (IPT 1-4), une portion
transmembranaire, et une portion intra-cellulaire comportant un domaine juxta-

membranaire, un domaine Tyrosine Kinase (KD), et un domaine C-terminal. Comme I'"HGF,

CMET est initialement produit sous forme d’un précurseur monomérique inactif, dont
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I'activation nécessite un clivage protéolytique par une protéase (Furin protéase). La forme
mature du cMET est ainsi constituée d’'un hétérodimere comportant une chaine alpha courte

et une chaine beta, reliées par un pont disulfure (Figure 2.).

SEMA Figure 3. Structure du récepteur cMET
S-SD }domain Le récepteur cMet est synthétisé sous la
forme d’un précurseur inactif. Aprés
PS1 domain clivage protéolytique la forme mature
= }IPT domains active est composée d’un hétérodimére
¥ relié par un pont disulfure.
IO Juxtamembrane D’apres llanguraman et al. Cytokine (2016)
segment
Y1234 ) ;
Y1235 Kinase domain
Y1349 Multi-protein
Y1356 docking sites

lll. Axe HGF/cMET : activation, régulation en situation physiologique.

Initialement décrit de maniere indépendante, cMET a été identifié comme le récepteur
de I'HGF en 1991. Sécrété par les cellules stromales, 'HGF est capable de se lier au récepteur
CMET exprimé par les cellules épithéliales adjacentes, activant ainsi une cascade de
signalisation de maniere essentiellement paracrine. L'HGF posséde deux sites de liaison au
CMET : un domaine de haute affinité situé dans sa portion N-terminale et les premiers
domaines Kringle, se liant aux domaines IPT3 et IPT4 de cMET, et un domaine de basse affinité
situé dans le domaine SPH, se liant au domaine SEMA de cMET 3%,

La liaison de I'HGF au cMET induit une homo-dimérisation et une auto-

transphosphorylation des résidus Y1003, situé dans le domaine juxta-membranaire, Y1234 et
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Y1235, situés dans le domaine KD, induisant a leur tour la phosphorylation des résidus Y1349
et Y1356 situés dans le domaine C-terminal. Cette phosphorylation de Y1349/Y1356 va
permettre le recrutement de protéines intra-cellulaires adaptatrices et de molécules de
signalisation, notamment : growth-factor receptor-Bound Protein 2 (GRB2), GRB2-associated
protein 1 (GAB1), signal transducer and acvitator of transcription 3 (STAT3),
phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K), SRC, phospholipase C-y (PLC y) et SHC. Ces interactions
induisent I'activation de nombreuses voies de signalisation incluant la voie ERK/JINK/MAPK, la
voie PI3K/AKT/mTOR, la voie PI3K/AKT/NF-k B ou encore la voie Src/FAK 3233 3% intensité et
la durabilité de l'activation de la voie HGF/cMET sont modulées par le recrutement de
protéines de signalisation accessoires capables d’amplifier et de maintenir le signal
d’activation, et de la présence de corécepteurs. Notamment, parmi ces protéines accessoires
la protéine GAB1 est capable de se lier au récepteur cMET soit de maniere directe via un site
de liaison spécifique (MET binding site, MBS), soit de maniére indirecte via la protéine GRB2 *°
% Aprés phosphorylation, GAB1 peut servir de plateforme de signalisation accessoire via le
recrutement de protéines effectrices telles que la PI3K, la protéine SHC et la PLCy, permettant
ainsi I'amplification du signal d’activation. Parmi les corécepteurs, CD44v6 pourrait
également jouer un role important dans I'amplification du signal via le recrutement de la

37 38
. D

protéine son of sevenless (SOS) permettant I'activation de la voie RAS "autres

corécepteurs comme l'intégrine a6B4, et la Plexin B ont été décrits comme facteurs

39 40. Les

d’amplification et de maintien de [l'activation du récepteur cMET par I'HGF
différentes voies de signalisation activées par la liaison HGF/cMET sont représentées dans la

Figure 4.
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En situation physiologique, une régulation négative de la voie HGF/MET est mise en

place en réponse a son activation, intervenant a plusieurs niveaux :

Dégradation lysosomale : suite a la dimérisation du cMET, la phosphorylation du résidu
Y1003 du domaine juxta-membranaire va induire le recrutement d’une ubiquitine-
protéine ligase (CBL) résultant en une mono-ubiquitylation du récepteur a plusieurs

4142 83 CMET est ensuite

sites, et en son endocytose via le systeme des clathrines
adressé au lysosome ou il va subir une dégradation protéolytique **.

Clivage protéolytique de la portion extra-cellulaire du CcMET par des
métalloprotéinases de la famille ADAM. Ce clivage va induire la formation d’un
fragment soluble extra-cellulaire N-terminal et d’un fragment cytoplasmique ancré a la
membrane* qui va étre clivé puis dégradé par le protéasome **. Ce fragment soluble
du cMET est capable de séquestrer I’'HGF et de se lier avec la forme non tronquée sans
induire de signalisation, jouant ainsi un réle antagoniste a I'activation de la voie
HGF/cMET *.

Diminution de I'activité tyrosine-kinase liée a la phosphorylation du résidu S985 situé

dans le domaine juxta-membranaire *’.
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Figure 4. Voie de signalisation HGF/MET : acteurs, interactions et mécanismes de régulation.
La liaison de I'HGF induit la dimérisation du récepteur cMet et sa trans-autophosphorylation,
induisant le recrutement de plusieurs protéines adaptatrices et I'activation de plusieurs voies
de signalisation notamment la voie GRB2-SOS-RAS-MAPK, la voie PI3K/AKT et la voie STAT.
Plusieurs co-récepteurs tels que I'intégrine a6p4, le CD44v6 ou encore la Plexine B peuvent
amplifier le signal d’activation et ainsi renforcer et maintenir la signalisation HGF/MET. L’axe
HGF/MET est régulé négativement par clivage protéolytique du récepteur cMET via des
membres de la famille ADAM et la y-secretase, résultant en une forme soluble du cMET
inactive, capable de séquestrer I'HGF. cMET peut étre internalisé et dégradé par voie

lysosomale.
D’aprés Bradley et al. Nature Reviews (2017)
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IV. Roles de la voie HGF/MET en situation physiologique

A. Roéles de la voie HGF/MET au cours de I'embryogenése

1. Signalisation HGF/MET au cours du développement embryonnaire
Le réle essentiel de la voie HGF/MET dans les différents stades du développement
embryonnaire a été mis en évidence par des expériences de knock-in/knock-out des génes

HGF et MET réalisées chez la souris dans les années 1990 *& 4° °°

. Il a ainsi premierement été
montré que les embryons HGF/" et MET /" présentent un phénotype identique, suggérant
ainsi qu’au stade embryonnaire HGF est le seul ligand fonctionnel de cMET et inversement.
L'inactivation génétique des co-récepteurs du cMET, comme le CD44 entraine un phénotype
différent, non létal, suggérant ainsi un réle non essentiel au cours du développement > >*. A
I'inverse, les embryons de souris ayant une inactivation de Gab (codant pour la protéine de
signalisation accessoire GAB1) présentent des déficits similaires a ceux des souris MET/
confirmant le role essentiel de cette protéine dans la signalisation HGF/MET y compris au
cours du développement 2.

L'expression des génes MET et HGF présente une évolution dynamique au cours du
développement embryonnaire, le cMET est exprimé par les cellules épithéliales de nombreux

organes, et I'HGF est produit par les cellules mésenchymateuses situées a proximité,

suggérant la faible capacité de I'HGF a diffuser a distance >*.

2. Roles de I'axe HGF/cMET dans I'organogénése
Le premier role de la voie HGF/MET a avoir été mis en évidence au cours du

développement embryonnaire est sa fonction essentielle dans la survie et la prolifération des
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hépatocytes et des cellules du trophoblaste placentaire. L'inactivation compléte de HGF et/ou
de MET entraine en effet une l|étalité embryonnaire in utero liée a une insuffisance du
développement placentaire *°. Les embryons de souris HGF/ ou MET °/ présentent par
ailleurs un foie hypotrophique secondairement a une diminution de la prolifération, et a une
augmentation de 'apoptose des hépatocytes °.

Dans plusieurs études réalisées in vitro et in vivo, la voie HGF/cMET semble jouer
également un réle important dans la formation de plusieurs organes, notamment par sa
participation a la tubulogénése des épithéliums branchés du rein, de la glande mammaire et

du poumon > ® %',

Ce phénomene complexe nécessite I'intéraction de plusieurs types et
fonctions cellulaires, telles que la prolifération, la migration et la survie, dans lesquelles sont

impliquées I'axe HGF/MET.

3. Roéle dans le développement musculaire
L'axe HGF/MET semble jouer un role prépondérant dans le développement des muscles
squelettiques. L'inactivation d’HGF ou de MET au stade embryonnaire chez la souris induit
une absence compléte de formation de certains groupes musculaires *%. Ce réle semble étre
particulierement lié a I'implication de I'axe HGF/MET dans le phénoméne de détachement et
de migration de cellules précurseurs de certains groupes musculaires vers leur territoire de
développement final. Ce phénomeéne, aussi appelé délamination, présente de nombreuses

similarités avec celui de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). & >® >?
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4. Roéle de I'axe HGF/cMET dans la formation du systéme nerveux
HGF et cMET sont tous les deux exprimés par différents types cellulaires impliqués dans le
développement du systéme nerveux central et périphérique ®°. Il a ainsi notamment été
montré que I’"HGF jouait un role de facteur chimioattractant pour la croissance axonale de

61

certains types de neurones et était également impliqué dans la prolifération des

précurseurs oligodendrocytaires et dans leur différenciation en oligodendrocytes .

B. Roéles de la voie HGF/MET au cours de la vie adulte

1. Réponses cellulaires a I'activation de la voie HGF/MET
- Prolifération cellulaire. L’augmentation de la prolifération des hépatocytes a été I'un des

18 21 22

premiers réles de I'HGF, décrit d’abord in vitro puis in vivo ®. Cet effet mitogene

semble impliquer particulierement la voie ERK/MAPK via la signalisation par la protéine Gab1

64 36 66 67

et a également été observé dans d’autres organes tels que le rein®> et le poumon

- Invasion et migration cellulaire. L'autre grand rdole de I'HGF décrit initialement est sa
capacité a induire la migration et I'invasion des cellules épithéliales, a partir d’expériences
réalisées in vitro sur des matrices de collagéne de lignées de cellules épithéliales MDCK & .
Apres adjonction d’"HGF recombinant humain, les cellules MDCK, a I'origine adhérentes, sont
capables de se détacher via un phénomeéne de transition épithélio-mésenchymateuse, et de

migrer le long de la surface de collagene, mais aussi d’envahir la matrice en profondeur. La

promotion de la motilité et de I'invasion cellulaire est liée a I'activation de plusieurs voies de
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signalisation situées en aval du récepteur MET. Notamment la protéine RAS semble jouer un

role prépondérant via I'activation de la voie des MAPK et la voie PI3K 7° 1 72,

- Suppression de I'apoptose. L’effet anti-apoptotique de I'activation de la voie HGF/MET a
initialement été démontré dans des modeles d’hépatite fulminante réalisés in vitro et in vivo

chez la souris * 7

, puis plus tardivement chez 'homme par I'administration d’anticorps anti-
FAS sur des cultures d’hépatocytes humains "°. Au-dela des hépatocytes et des maladies du
foie, ce role de protection contre I'apoptose a également été démontré sur I'épithélium de
nombreux organes tels que le rein °, le poumon "/, le cceur ® mais également sur d’autres
types tissulaires tels que les cellules gliales ° et les cellules photo-réceptrices de la rétine .
Parmi les voies de signalisation impliquées lors de I'activation HGF/MET, la protéine Gabl

semble jouer un role prépondérant dans ce role anti-apoptotique via I'activation de la voie

PI3K 8! 82

2. Role de la voie HGF/MET dans la protection et la réparation tissulaire

De nombreux travaux ont montré que la voie HGF/MET joue un réle important dans la
protection et la réparation tissulaire en réponse a une agression aiglie ou chronique via une
action sur la prolifération, la migration et la survie cellulaire. Plusieurs observations décrivent
ainsi une augmentation de I'expression tissulaire d’"HGF et de cMET ainsi que du taux d’"HGF
plasmatique en réponse a une lésion du foie, du rein ou du coeur dans différents modeles

83 78 84

pathologiques Chez des souris génétiqguement modifiées dont les hépatocytes

présentent une inactivation de MET, il a été montré une hypersensibilité a des agressions
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tissulaires y compris mineures, aboutissant notamment a une diminution du renouvellement
hépatocytaire, a une inflammation persistante et a une augmentation de la fibrose hépatique

88687 Ce role hépato-protecteur semble étre impliqué dans la réponse face a Iésions aigues

mais également dans des processus pathologiques chroniques tels que la cirrhose ¥'.
Similairement, des souris présentant une inactivation sélective de MET dans I’épithélium
rénal ou cutané présentent une diminution de la régénération tissulaire dans différents
modeles pathologiques de néphropathie interstitielle ou de rejet aigu ou chronique de
transplantation cardiaque  #°.

Cet impact sur la protection et la réparation tissulaire fait intervenir les fonctions
cellulaires de migration, de prolifération et de protection contre I'apoptose activées par la
voie HGF/MET décrites ci-dessus, mais également d’autres processus complexes tels que la
protection contre la fibrose. Ce phénomeéne est impliqué dans de nombreuses pathologies
chroniques telles que la cirrhose, certaines néphropathies ou encore certaines pathologies
cardiaques ou respiratoires. |l a ainsi été montré chez I'animal que I'administration d’"HGF
endogene ou exogene permettait de réduire la fibrose dans plusieurs modeéles de pathologies

90 91 92

chroniques . Cet effet de protection contre la fibrose de la voie HGF/MET semble faire

intervenir certaines métalloprotéases (MMP), telles que la MMP-9, impliquées dans la
dégradation de la matrice extra cellulaire > ** *>.
La voie HGF/MET joue donc un réle fondamental en situation physiologique et face a certaines

maladies, au cours desquelles son action va étre contrélée. En cas de dérégulation, I'activation

de I'axe HGF/MET, et ses conséquences moléculaires et cellulaires, peuvent au contraire
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devenir pathologiques et participer a des phénomeénes délétéres telles que la progression

tumorale.
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CHAPITRE Ill. VOIE HGF/MET EN SITUATION TUMORALE

I. Réles de la voie HGF/MET en situation tumorale

A. Croissance tumorale et survie cellulaire

Une des premiéres preuves directes du réle pro-oncogénique de la voie HGF/MET a été
apportée par des expériences réalisées chez des souris transgéniques présentant une
surexpression de cMET par les hépatocytes. Cette surexpression de cMET, et I’hyperactivation
consécutive de la voie HGF/MET, entrainait une transformation des hépatocytes en cellules
tumorales présentant des caractéristiques histologiques typiques de carcinome hépato

% Dans de

cellulaire, des capacités prolifératives accrues, et une résistance a I'apoptose
nombreux autres modéles murins, une hyperactivation de la voie HGF/MET spécifique au sein
de certains tissus était associée au développement de cancers tels que des mélanomes, des

rhabdomyosarcomes ou des carcinomes mammaires °’ .

B. Invasion tumorale et métastases

L'implication de la voie HGF/MET dans la capacité d’invasion et de dissémination tumorale a
distance a été apportée pour la premiere fois en 1995 par I'analyse comparative de tissu
colorectal sain, de tumeurs primitives colorectales et de métastases hépatiques synchrones de
cancer colorectal issus d’'un méme patient. Comparativement au tissu sain, une augmentation
de I'expression de MET était retrouvée dans 50% des tumeurs colorectales et dans 70% des
métastases hépatiques. *°. Ces résultats ont été reproduits dans une autre étude réalisée chez
des patients atteints de cancer colorectal montrant que I'expression de cMET (sous forme

d’ARNm et sous forme protéique) par les métastases hépatiques était plus élevée que celle de
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1% Dans cette étude, les auteurs ont aussi montré par des

la tumeur colorectale primitive
expériences réalisées a partir d’organoides dérivées de métastases hépatiques de cancer
colorectal que la stimulation par 'HGF augmentait la capacité de migration des cellules
tumorales et qu’ une inhibition de la voie HGF/MET (par interférence ARN) entrainait une
diminution de la capacité de prolifération et de migration des cellules tumorales '®.
L'implication directe de la voie HGF/MET dans la migration et la dissémination tumorale n’est
pas seulement restreinte aux cancers colorectaux. Plusieurs modeles expérimentaux étudiant
d’autres localisations tumorales primitives et secondaires, notamment de carcinome
hépatocellulaire '**, de cancer du rein ' ' de cancer de la thyroide ' ont démontré le rdle
pro-métastatique de I'activation de la voie HGF/MET. Dans ces études, ce role semblait étre
particulierement lié a I'activation de I'axe HGF/MET par I’hypoxie tumorale.

Dans le contexte spécifique du cancer gastrique, le role de la voie HGF/MET dans la
dissémination tumorale a été mis en évidence par de nombreuses observations. In vitro
I'activation de cMET (autocrine, ou par administration exogéne d’HGF) sur des lignées
cellulaires humaines de cancer gastrique, est associée a une activation de I'EMT, une
inhibition de I'anoikis (forme d’apoptose observée chez certaines cellules apres une rupture
avec leur environnement), et une augmentation des capacités d’invasion et de migration a
distance '®. Dans une autre étude, I'inactivation de MET dans une lignée cellulaire de CG par
un systeme d’interférence ARN (lentivirus) induisait une diminution de I'expression protéique
de cMET et était associé a une diminution de la prolifération cellulaire et de ses capacités de

106

dissémination dans le péritoine ~ . La stimulation in vitro de lignées de cancer gastrique par

de I'HGF induit une augmentation de I'expression de plusieurs proto-oncogénes tels que BAD
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(Bcl-2 associated agonist of cell death) impliqué dans la résistance a I'apoptose, Jun B et LCN2

197 Dans

(lipocalin-2), impliqués dans l'invasion et la prolifération cellulaire via la voie NFkB
cette étude, I'exposition a I’'HGF induisait une diminution de I'expression de I'E-Cadhérine par
les cellules tumorales et une augmentation de I'expression de I'uPA, sérine protéase
impliquée dans la migration cellulaire.

L’action pro-tumorale de la voie HGF/MET dans le cancer gastrique semble étre notamment
liée a son impact sur I'EMT. En effet, in vitro I'exposition de lignées de cancer gastrique au
CXCL12 induit une diminution de I'expression des marqueurs épithéliaux (tels que I'E-
cadhérine) et une augmentation de marqueurs mésenchymateux telle que la vimentine et du
facteur de transcription ZEB1, et ce via son interaction avec le CXCR4. Dans cette étude,
I'activation de 'EMT était associée a une phosphorylation de cMET. De plus, le blocage de
cMET inhibait I'EMT. In vivo, il existait une corrélation positive entre I'expression intra-
tumorale de cMET et de CXCR4. De plus la co-expression a la fois de cMET et de CXCR4 par la

19 Dans une autre étude, 'HGF était capable

tumeur est associée a un moins bon pronostic
d’induire I'expression d’héparanase (HPA), une endoglucuronidase capable notamment de
favoriser 'EMT, par des lignées cellulaires de CG. Cette expression d’HPA par I'HGF était

associée a une augmentation des capacités de migration a distance des cellules tumorales in

vitro'®.

C. Reprogrammation métabolique

La reprogrammation métabolique constitue une des propriétés clés caractérisant la cellule

tumorale, et comprend les nombreux changements permettant a celle-ci de survivre dans un
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110

environnement avec des apports en nutriments limités L'implication de I'activation de la

voie HGF/MET dans la reprogrammation métabolique tumorale a été démontrée notamment

11 112

dans des modéles de carcinome hépato cellulaire ! , de cancer pancréatique et de

glioblastome ',

D. Cellules souches tumorales

Depuis les années 2010, de plus en plus d’études suggérent que certaines cellules tumorales
possédent des propriétés spécifiques aux cellules souches avec notamment des capacités de
réplication, d’auto-renouvellement et de différenciation. Ces cellules ont ainsi été définies
comme «cellules souches tumorales» et possédent des capacités hautement
tumorigéniques. ** L'ensemble des cellules souches tumorales, parfois regroupées sous le
terme de « niche tumorale », constitue un véritable réservoir pour l'initiation et la progression
tumorale. L'implication de la voie HGF/MET dans l'initiation et le maintien de cette niche
tumorale a été suggérée par plusieurs études notamment dans le cancer colorectal, le cancer
du pancréas, le cancer du sein ou encore le glioblastome. Plusieurs marqueurs cellulaires, tels
que le CD133 ou le CD44 ont été décrits comme associés aux cellules souches tumorales **°.
Dans des modeles de carcinome hépato cellulaire, il a été montré que cMET était impliqué
dans la modulation de I'expression du CD44s, isoforme du CD44, par la cellule tumorale , lui
conférant des propriétés de cellules souches tumorales via une voie de signalisation MET-

PI3K-AKT. 6
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E. Angiogenése
Les liens entre angiogenese et axe HGF/MET ont été largement étudiés et I'impact pro-
angiogénique de cette voie est aujourd’hui bien démontré 7 118 119,
Différents mécanismes sous tendant le réle pro-angiogénique de cette voie ont été décrits en
situation tumorale. L’activation de la voie HGF/MET a ainsi été associée a une augmentation
de la production de VEGF par les cellules tumorales **°, une diminution de la production de
Thrombospondin-1 (TSP-1, facteur anti-angiogénique inhibant la prolifération des cellules

121

endothéliales et induisant leur apoptose) et a une augmentation de cytokines pro-

122

angiogéniques telles que I'lL-8 ““*. Plusieurs études ont également montré que I'HGF possede

une activité pro-angiogénique directe, notamment par l'induction de la prolifération des

123 124

cellules endothéliales . Ainsi dans de nombreuses études, il a été montré que

I'activation de la voie HGF/MET peut étre responsable d’une résistance primaire ou
secondaire aux traitements anti-angiogéniques ciblant la voie du VEGF/VEGF-R 2> 126 127 128 ¢
des combinaisons thérapeutiques associant des traitements ciblant la voie VEGF/VEGF-R.
Ainsi, de nombreux traitements inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant a la fois la voie MET et la
voie du VEGFR et/ou d’autres voies impliquées dans I'angiogenése ont été développés ces
derniéres années avec des résultats encourageants dans des phase I/Il. En 2023, seul le
Crizotinib (ciblant cMET, ALK, RON, AXL et TIE2) et le Cabozantinib (ciblant cMET, VEGFR-2, c-
RET, c-KIT, FLT3 et TIE2) disposent d’une autorisation de mise sur le marché (AMM) en France,

respectivement dans le cancer du poumon et dans les cancers du rein, du foie et de la

thyroide.
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Il. Mécanismes de I'activation de la voie HGF/MET en situation tumorale
De multiples mécanismes pouvant entrainer une activation de I'axe HGF/MET en situation
tumorale ont été décrits.

A. Augmentation de I'expression de I’'HGF

1. Régulation de I'activation du pro-HGF en HGF

(a) Role de 'HGF-A
Comme décrit ci-dessus, I'activation du précurseur de I'HGF, biologiquement inactif,
dépend d’un clivage protéolytique réalisé par plusieurs sérines protéases dont la principale est
I'HGF-A. L'HGF-A, produit et sécrété principalement par les hépatocytes mais aussi par les
cellules de I’épithélium intestinal, rénal **° et du systéme nerveux central *°, est retrouvé

31 En réponse & une agression

sous forme circulante inactive (zymogen) dans le plasma
tissulaire telle que I'inflammation, 'HGF-A est activé localement par un clivage protéolytique
médié notamment par la thrombine *', permettant ainsi d’activer spécifiquement I'HGF au
sein du tissu lésé.

En situation de cancer, une forte expression de thrombine au sein de la tumeur est
fréqguemment retrouvée®, pouvant ainsi mener a une hyperactivation de I'HGF via une
augmentation de l'activité de I'HGF-A. D’autres activateurs de I'HGF-A comme les Human
Kallikrein 1-Related Peptidase KLK4 et KLK5 sont également retrouvés dans le

microenvironnement tumoral >3

. In vitro, une surexpression de KLK5 induite dans une lignée
tumorale humaine de cancer du pancréas (SUIT-2) est associée a une activation du pro-HGF en

HGF, une phosphorylation de Met et a un phénotype tumoral agressif **. Au-dela des
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activateurs de I'HGF-A, une surexpression directe de I’'HGF-A par la tumeur a également été

134 135 136

démontrée in vivo et in vitro dans de nombreux types de cancers et une

augmentation du taux d’HGF-A activé circulant a été observée chez des patients atteints de

137 138

myélome et de cancer de prostate . In vitro, une inactivation de I’'HGF-A par un anticorps

neutralisant était associée a une suppression de |'activation du pro-HGF en HGF dans des

139 136

modeles humains de cancer du colon, de lymphome et de myélome . Enfin, dans des

expériences réalisées sur des lignées humaines de cancer du pancréas il a été montré que

I’'hypoxie était capable d’induire une surexpression d’HGF-A par les cellules tumorales,

résultant en I'activation de la voie HGF/MET .

(b) Role de I'HAI
L'HAI-1 et 2 sont deux protéines transmembranaires capables d’inhiber 'HGF-A mais aussi
d’autres protéines activatrices de I'HGF telles que la matriptase et I’'Hepsin. L'HAI-1 est

exprimé en situation physiologique a la surface des cellules épithéliales de nombreux organes

141

(notamment : tractus digestif et biliaire, pancréas, rein, utérus) ~*". Le role anti-tumoral de

I'HAI-1 a été suggéré par plusieurs études. Notamment il a été montré qu’une diminution de
I’expression de I'HAI-1 par les cellules tumorales était observée de nombreux cancers, et était

associée a un pronostic péjoratif chez des patients atteints de cancers digestifs, de la prostate,

131 142 143 138

du sein ou encore de I'endomeétre et de I'ovaire . In vitro, une inactivation de I'HAI-

1 dans une lignée humaine de cancer du pancréas (lignée SUIT-2) induisait une augmentation

14

des capacités d’invasion tumorale *** qui était associée a une hyperactivation de la voie

HGF/MET '*. De plus, sur des lignées humaines de cancer du sein, une surexpression d’HAI-1
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par des fibroblastes humains induite par rétrovirus, ou I'administration d’"HAI-1 recombinant,
induisaient une diminution de la production d’HGF, et étaient associées a une diminution des

14

capacités d’invasion métastatique des cellules tumorales **®. Une diminution de I'HAI-2 a

également été observée dans de nombreux types de cancers et identifiée comme facteur de

147 148 149 150

progression tumorale . Cette diminution semble le plus fréquemment liée a une

hyperméthylation du promoteur du géne codant pour 'HAI-2 : SPINT2 %8 14

. Cependant il
existe peu de données démontrant un lien direct entre cette diminution de I'HAI-2 et une

hyperactivation de la voie HGF/MET dans le contexte spécifique du cancer.

2. Augmentation de I'expression de I'HGF : autres mécanismes

- Réle des facteurs de croissance : Plusieurs facteurs de croissance tels que le Platelet Derived
Growth Factor (PDGF) et le Fibroblast Growth Factor (FGF), cytokines telle que I'interleukine-1
(IL-1), et chimiokines telle que le CCL20 sont capables d’augmenter la production de I'HGF y
compris en situation tumorale 1>1 152133

- Activation autocrine: Une expression d’HGF par les cellules tumorales exprimant le
récepteur MET est également fréquemment retrouvée, augmentant la concentration d’"HGF
dans le micro environnement et permettant non seulement I’activation paracrine, mais aussi
une activation autocrine de cette voie de signalisation,

- Mutations : Le promoteur du gene HGF contient une séquence répétée de 30

désoxyadénosines appelée Deoxyadenosine Tract Element (DATE). Cette séquence occupe

une fonction inhibitrice pour la transcription du gene HGF. Plusieurs mutations tronquantes
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siégeant dans cette séquence DATE ont été décrites en situation tumorale, aboutissant a une

perte de son réle suppresseur et a une hyperexpression d’"HGF.

B. Activation non canonique de la voie HGF/MET

De nombreux mécanismes d’activation non canonique de la voie HGF/MET en situation

tumorale ont été décrits :

1. Activation par la Des-y-Carboxy-Prothrombine (DCP)
La DCP est un précurseur de la Prothrombine produit par les cellules hépatocytaires tumorales
dans le contexte du carcinome hépato-cellulaire (CHC), dépourvu de toute activité pro ou anti-
coagulante . ’association entre DCP et CHC a été démontrée par de nombreuses études.
Une élévation du taux plasmatique de DCP est retrouvée chez 40 a 80% des patients atteints
de CHC selon les publications et est considérée comme biomarqueur diagnostic spécifique de

15 156 157 pien qu’une élévation de la DCP ait également été

CHC par certains auteurs
rapportée dans d’autres cas de cancers, notamment chez des patients atteints de cancer
gastrique métastatique au niveau hépatique™®. L’élévation du taux de DCP pourrait
également étre associé a un pronostic défavorable chez les patients atteints de CHC'®.
Plusieurs mécanismes sous-tendent le réle pro-tumoral de la DCP dans le CHC. Parmi eux, il a
été montré in vitro que la DCP était capable d’induire une phosphorylation du récepteur MET,
permettant une activation de la voie HGF/MET mais aussi d’autres voies de signalisation telles

160

que la voie de I'EGF-R et la voie ERK =" . In vivo, une co-expression de la DCP et de cMET est
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fréquemment observée au sein du tissu tumoral dans le contexte du CHC. Cette co-expression

semble &tre associée a un pronostic oncologique défavorable ',

2. Interaction avec d’autres voies/Transactivation

Une coexpression de cMET et de I'Epithelial Growth Factor Receptor (EGF-R) est retrouvée
dans de nombreux cancers, notamment dans les cancers pulmonaires . Dans plusieurs
études, cette co-expression cMET/EGFR par la cellule tumorale pourrait entrainer une
hyperactivation de voies de signalisations communes sous-jacentes telles que la voie
ERK/MAPK ou la voie PI3K/AKT.

D’autres récepteurs tyrosine kinase co-exprimés par les cellules tumorales, tels que le
Récepteur d’Origine Nantais (RON), et le Platelet-derived growth factor receptor (PDGFR)

162

peuvent étre responsables d’une transactivation du récepteur cMET ¢, permettant ainsi

I’activation de la voie MET indépendamment de la liaison de I’"HGF sur son récepteur.

3. Hyperexpression de cMET
Plusieurs mécanismes responsables d’une hyperexpression du géne MET et/ou du récepteur
cMET ont été décrits :
- Réle de I’hypoxie : dans plusieurs modéles tumoraux, il a été montré que I’hypoxie était
capable d’induire une hyperexpression de cMET (au niveau protéique et de I"ARNm) via
I'expression de HIF-1alpha *** %,

- Augmentation des facteurs de transcription de MET : notamment de la famille des protéines

Ets et Spl 165
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- Diminution de [I’expression des microARN : plusieurs microARN sont impliqués dans
I'inhibition de la transcription de MET (tels que la famille miR-34, miR-340, mi-R 148a). Une
diminution de I'expression de ces microARN a été décrite dans différents cancers, entrainant
une augmentation de la transcription de MET et une hyperexpression du récepteur cMET a la

surface des cellules tumorales. **°

4. Amplifications et mutations de MET
Une amplification et/ou une augmentation du nombre de copies (copy number gain, CNG) de
MET ont été observées dans de nombreuses localisations tumorales telles que les cancers

170

bronchiques non a petite cellules **’, les cancers gastriques *°® **°, les cancers du sein *’° et les

71 1| existe une grande disparité de prévalence des amplifications et CNG de

cancers rénaux
MET selon les études en fonction des techniques utilisées et des seuils de détection. Par
exemple, pour les cancers gastriques, une amplification de MET est décrite dans 1 a 11% des
cas lorsqu’elle est détectée en FISH, et jusqu’a 30% des cas en utilisant des tests basés sur PCR
172 169.

Plusieurs mutations de MET responsables d’'une hyperactivation de la voie HGF/MET ont été
rapportées. Parmi elles, les plus étudiées sont les mutations touchant I'exon 14, codant pour
le domaine juxta-membranaire du récepteur contenant un résidu tyrosine impliqué dans la
dégradation de celui-ci via le systéme des ubiquitine-ligases et I'adressage au protéasome.
Ainsi, plusieurs mutations de I’exon 14 aboutissant a une perte de cette région régulatrice
fondamentale ont été décrites en situation tumorale, notamment dans les cancers

173 174

bronchiques ou leur prévalence est de 3 a 5% . D’autres mutations touchant le domaine
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tyrosine kinase et aboutissant a une activation constitutionnelle du récepteur ont également

été décrites dans les carcinomes hépato-cellulaires, les cancers gastriques et les cancers ORL

175
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Figure 5. Fréquence des altérations de MET dans différents cancers.
Des altérations de MET sont retrouvées dans de nombreux cancers, les amplifications étant
I'anomalie la plus fréquemment retrouvée. Adeno: adénocarcinome; NSCLC: cancer

bronchique non a petite cellules ; HCC : carcinome hépato-cellulaire
D’aprés les données du TCGA 2015
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Figure 6. Dérégulation de I’axe HGF/MET en situation tumorale.

Différents mécanismes moléculaires peuvent induire une hyperactivation de la voie HGF/MET
en contexte de cancer: amplifications de MET; mutations de MET incluant les mutations
induisant une délétion de I'exon 14 impliqué dans la dégradation du récepteur cMET,
hyperexpression de I’ARNm de cMET lié : a une activation de sa transcription par I’"hypoxie et
I'activation de HIF, une perte de régulation par les miRNA, une activation de sa transcription
par les facteurs de transcription Ets et Spl. L'augmentation de la transcription de 'ARNm
d’HGF peut étre liée a des mutations dans la région régulatrice du promoteur du géne HGF
(région DATE). L’hyperactivation de la voie HGF/MET peut étre liée a une sécrétion autocrine
ou a une augmentation de la sécrétion paracrine d’"HGF.

D’aprés Bradley et al. Nature Reviews. (2017)
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lll. Impact clinique

A. Role pronostique

L’élévation de I'HGF circulant représente un facteur pronostique indépendant péjoratif
en situation métastatique dans les cancers gastriques mais aussi dans les CBNPC, dans les

cancers du col utérin, dans les tumeurs cérébrales et dans le mélanome *’®

. Par ailleurs, en cas
de cancer de la prostate localisé, il a été montré qu’un taux pré-opératoire d’HGF circulant
élevé représente un facteur prédictif d’invasion métastatique ganglionnaire et était associé a
des rechutes plus précoces aprés la chirurgie *”’. Similairement dans le cancer colorectal, une
augmentation de I'HGF circulant est associé a une diminution de la survie chez les patients
avec un cancer localisé de stade Il ou Ill 7%,

Chez les patients atteints de CG, le taux d’"HGF circulant est augmenté comparativement aux

179 180 181

sujets sains, y compris a un stade précoce de la maladie . Une étude réalisée chez des

patients atteints de CG a également montré que le taux d’HGF circulant était corrélé au taux
d’HGF intra tumoral ***.

L’expression intra tumorale de cMET peut étre évaluée en immunohistochimie selon
différentes méthodes (IHC classique, Tissue Micro Array). Elle est en général principalement
détectée au niveau du cytoplasme des cellules tumorales, mais peut étre retrouvée aussi au
niveau membranaire. De nombreuses études ont montré que la surexpression intra tumorale
de cMET, les gains de copie de MET et les amplifications de MET étaient associées a un

pronostic défavorable dans de multiples localisations tumorales telles que les cancers du

poumon (cancers bronchiques non a petites cellules - CBNPC), les cancers du sein, les cancers
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colorectaux, les cancers gastro-oesophagiens, les cancer de la sphere ORL, les cancers du
pancréas, les cancers du rein, les CHC et les cancers du col utérin 176

Dans le CG, il existe une tres grande variabilité du niveau d’expression intra tumorale de cMET
selon les études en fonction de la méthode de détection utilisée, du seuil de positivité etc.
(Tableau 1). Une surexpression de cMET semble plus fréquemment retrouvée dans les ADK de
type intestinal (selon la classification de Lauren décrite ci-dessus) et les ADK bien différenciés
183 184 Cependant des associations avec des ADK de type diffus (ou linitiques) ont également
été décrites '*°.

La valeur pronostique péjorative de la surexpression tumorale de cMET dans le cancer
gastriqgue a été montrée par de nombreuses études, décrivant notamment des associations
avec : I'envahissement ganglionnaire a distance, la présence de métastases, un plus fort taux
de récidive aprés traitement chirurgical et une moins bonne survie globale. Dans une méta-
analyse portant sur 14 études et incluant plus de 2000 cas de cancers gastriques de différents
stades, une surexpression de cMET était associée de fagon significative a une diminution de la
survie globale indépendamment de la méthode de détection et du stade de la maladie
(localisé/localement avancé/métastatique) *°.

Une surexpression de cMET par les cellules tumorales est aussi retrouvée au sein des
métastases notamment péritonéales '°°.

Tout comme la surexpression protéique, la prévalence des altérations géniques de MET dans
le CG est également variable selon les études et selon les techniques utilisées (FISH, RT-PCR)

187

(Tableau 2) : des mutations de MET sont ainsi retrouvées chez 2 a 5% des patients =’ (parmi

lesquelles des mutations de I’'exon 14 retrouvées de facon plus fréquente dans les cancers
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18 Selon la plupart des auteurs, ces

pulmonaires) et des amplifications dans 3 a 7% des cas
amplifications sont liées a un mauvais pronostic.

La faible prévalence d’altérations géniques (mutations ou amplifications) de MET retrouvée
dans le CG suggere ainsi que la surexpression protéique de cMET soit liée a d’autres
mécanismes (cf paragraphe correspondant), tels qu’une diminution de la dégradation, une

diminution de la régulation par les miARN, méme si peu de données existent dans ce contexte

spécifique.
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n Definition of overexpression % Relation to clinicopathological factors  Relation to survival  Ref.

Usual IHC 495 2+/3+,>10% 22 Intestinal type, recurrence Worse® [14]
170 Cytoplasmic, 2+/3+ 13 ND ND [38]

121 = 5% 66 N, stage Worse [20]

114 >30% 74 NA Worse® [30]

98 Intensity and extensity scoring system 59 N,M Worse [25]

50 78 NA NA [28]

38 2+/3+, = 25% 63 Intestinal type ND [22]

94' =50% 50 NA NA [24]

1217 Any staining 98 Liver metastasis ND [29]

TMA 438 Membranous, 2+/3+, > 10% 24 T, N, M, stage, intestinal type Worse [12]
436 Intensity and extensity scoring system 44 T, N, M, diffuse type Worse™* [13]

215 Cytoplasmic, >10% 69 NA NA [27]

212 2+/3+ 12 ND Worse® [32]

182 Intensity and extensity scoring system 66 N, intestinal type, differentiated type Worse [19]

163  Cytoplasmic 2+/3+ = 10%, and positive > 75% 4 ND Worse® [31]

124 Cytoplasmic, 3+ 71 T, stage, intestinal type ND [23]

114 Intensity and extensity scoring system 82 N, stage Worse [26]

35 43 ND Likely worse [18]

"Limited to diffuse or mixed type; *Only stage IV; >An independent prognostic factor on multivariate analysis; ‘Only IHC3+. IHC: Immunohistochemistry;
TMA; Tissue micro array; T: Tumor invasion depth; N: Lymph-node metastasis; M: Distant metastasis; ND: Not described; NA: Not associated.

Tableau 1. Prévalence et association entre expression intra tumorale de cMET en

immunohistochimie et parametres clinico-histologiques dans le cancer gastrique
D’aprés Inokuchi et al. World Journal of Gastrolntestinal Oncology (2015)

n Definition of % Relation to Relation to survival  Ref.
positive expression dinicopatho-logical factors
FISH 460 GA 22 Stage Worse [39]
196 GA 6.1 ND Worse [32]
170 GA or HP 15 (GA7.1 HP7.6) ND ND [38]
SISH 381 GA or HP 19 (GA3.4, HP16) Intestinal (HP), M (GA), stage (GA) Worse? (GA) [12]
RT-PCR 472 > 4 copies 21 NA Worse’ [33]
266 > 4 copies 15 NA NA [40]
216 = 5 copies 10 Unknown Worse’ [41]
128 = 4 copies 30 T, stage Worse’ [42]
45 = 7 copies 7 ND Worse [18]
SNP array 193 GA ND ND [44]
100 GA 3 ND ND [43]
Polymorphism analysis 34 (tumor) Any alterations 59 T,N,M ND [47]
34 (serum) Any alterations 41 N, M ND [47]
"Esophagogastric adenocarcinoma; An independent prognostic factor on multivariate analysis. FISH: Fluorescence in sifu hybridization; SISH: Silver in
situ hybridization; RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction; SNP: Single nucleotide polymorphism; GA: Gene amplification; HP: High
polysomy; ND: Not described; NA: Not associated; T: Tumor invasion depth; N: Lymph-node metastasis; M: Distant metastasis.

Tableau 2. Prévalence et association entre altérations moléculaires de MET et parameétres

clinico-histologiques dans le cancer gastrique

D’aprés Inokuchi et al. World Journal of Gastrolntestinal Oncology (2015)
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B. Rdle dans la résistance aux traitements anti-tumoraux

Au-dela de son roéle direct pro-tumoral de la voie HGF/MET, I'activation de cette voie est
également impliquée dans la résistance aux agents anticancéreux, notamment a la

189 190

chimiothérapie et aux thérapies ciblées . Deux grands mécanismes pouvant expliquer ce

phénomeéne ont été décrits :

- Transition épithélio-mésenchymateuse. La transition épithélio-mesenchymateuse peut étre
induite par la chimiothérapie, la radiothérapie ou certaines thérapies ciblées comme les anti-
angiogéniques via I'expression de chimiokines et de cytokines telles que I'IL-6 et le CXCL12 et

de facteurs de croissance tels que I'HGF et le TGF-beta ***

. Ainsi dans le cancer pulmonaire,
I'inhibition de la voie HGF/MET par le crizotinib (ITK) induisait un blocage de 'EMT et une re-

sensibilisation des cellules tumorales a la chimiothérapie **%.

- Interactions avec d’autres voies de signalisation. Dans de nombreux cancers, des interactions
entre la voie HGF/MET et la voie de 'EGF-R et du VEGFR ont été associés a des résistances
acquises aux thérapies ciblant 'EGF-R ou le VEGF-R. Il a aussi été montré que MET et des
membres de la famille HER peuvent réciproquement compenser leur perte d’expression par
I'activation de voies de signalisation redondantes, indépendante de la liaison du ligand sur
leur récepteur. Ainsi dans les CG présentant une amplification de HER2, I’activation de la voie
HGF/MET et la co-amplification de MET est associé a une résistance aux thérapies dirigées
contre HER2 ' % Une étude a d’ailleurs rapporté le cas d’un patient ayant un CG

métastatique avec une co-amplification de ERBB2 et de MET et ayant résisté a toutes les
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lignes de traitement y compris anti-HER2 seul et qui présentait une réponse tumorale apres

195 par ailleurs,

un traitement concomitant par anti-HER2 et ITK ciblant MET (crizotinib)
Apicella et al. ont montré dans des expériences réalisées in vivo chez la souris que les cellules
tumorales exposées de maniére prolongée aux inhibiteurs de tyrosine kinase anti-EGFR
présentaient un « shift » métabolique caractérisé par une augmentation de la glycolyse et une
production augmentée de lactate. Dans cette étude, I'accumulation de lactate par les
fibroblastes associés au cancer (CAF) était capable de stimuler la production d’HGF par ces
cellules et ainsi I'activation de la voie HGF/MET des cellules tumorales, induisant une

résistance secondaire au traitement %°

. Cette modification métabolique est également
impliquée dans le recrutement de cellules immunosuppressives tels que les lymphocytes T

régulateurs (Tregs), pouvant ainsi contribuer a la progression tumorale.

C. Thérapies ciblant la voie HGF/MET dans le cancer

De nombreuses molécules ont été développées a ce jour ciblant la voie HGF/MET, dont
certaines ayant été étudiées dans des essais cliniques de phase Il et lll portant sur le cancer de
I'estomac. Ces molécules peuvent étre séparées en 2 grandes classes: les anticorps
monoclonaux dirigés contre I'HGF ou contre cMET, qui vont neutraliser ou entrer en
compétition avec I'HGF, inhiber la dimérisation de cMET et/ou induire sa dégradation, et les

inhibiteurs de tyrosine kinase, qui vont inhiber I'activité catalytique de cMET.
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1. Anticorps monoclonaux
Plusieurs anticorps monoclonaux dirigés contre I’'HGF (rilotumumab, ficlatizumab) ont montré
des signaux d’efficacité dans des essais de phase | et Il portant sur plusieurs types de cancers
notamment les cancers du rein et les cancers de prostate. L'onartuzumab est un anticorps
dirigé contre le domaine semaphorin de cMET ayant montré des résultats prometteurs en
association a Ierlotinib chez les patients ayant une surexpression tumorale de cMET lors d’un
essai de phase Il portant sur les cancers pulmonaires **’. Cependant, ces résultats n’ont pas
été confirmés par un essai de phase Ill (MetLung) portant sur la méme population. Dans le CG,
malgré des signaux d’efficacité prometteurs, aucun anticorps monoclonal anti-HGF ou anti-
MET n’a démontré de bénéfice clinique significatif lors d’essais de phase Il et Ill, présentés

dans le Tableau 3.



Table 1| Overview of phase Il randomized clinical trials with HGF/c-MET pathway inhibitors in gastro-eosophageal cancer

Study Setting Study treatment c-MET stratification End points and exploratory analyses |
Ivesonetal. First-line ECX+placebo versus ¢ c-MET*: 225% membrane staining Median PFS 4.2 monthsin the placebo group
(2014)7; treatmentof ~ ECX+7.5mg/kgrilotumumab  atanyintensity; versus 6.8 monthsin R1 (P=0.009) 5.1 monthsin R2
n=121 unresectable  (R1)versus ECX+15mg/kg ® c-MET: <25% membrane staining  (P=0.16) and 5.7 months in R1+R2 (P=0.016); MET
locally rilotumumab (R2) at any intensity following IHC assessable in 77% of patients (91/118); median PFS
advanced or with the anti-MET4 mAb 4.4 months in the c-MET* placebo subgroup versus
metastatic 6.8 months in the R1+R2 c-MET* subgroup, HR 046,
GC/GE) 95% C10.25-0.85; median OS 5.7 months in the

c-MET* placebo subgroup versus 10.6 months in the
R1+R2 c-MET* subgroup, HR 0.46, 95% C1 0.24-0.87

MEGA; First-line mFOLFOX6+placeboversus  © 1+: weak intensity PFS rate at4 months: 71% in placebo group, 63%in
Malkaetal. treatment mFOLFOX6+10mg/kg  2+: moderate intensity the rilotumumab group, 63% in the panitumumab
(2015)%%; of HER2, rilotumumab versus * 3+:strong intensity group
n=162 advanced- mFOLFOX6+panitumumab  © QS defined as % stained cells
stage GC/GEJ of a specific intensity, from O to
cancer 300 (300 indicating 100% of cells
with strong intensity) following
IHC with the CONFIRM SP44
anti-MET rabbit mAb
Shahetal.  First-line mFOLFOX6 +placeboversus  ® c-MET* scores 2+/3 + Median PFS 6.97 months in the placebo group
(2015)%; treatment mFOLFOX6 +onartuzumab ® 2+:250% of tumour cellswithat  versus 6.77 months in the onartuzumab group,
n=123 of HERZ, least moderate staining but <50% HR 1.08,95% Cl 0.71-1.63; median PFS 6.77 months
metastatic with strong staining intensity in patients in the placebo group with c-MET scores
GC/GE]) * 3+: 250% of tumour cellswith of 2+/3+versus 5.95 months in those receiving
cancer strong staining intensity following onartuzumab, HR 1.38,95% Cl 0.6-3.2
IHC with the CONFIRM SP44

anti-MET rabbit mAb

Cl, confidence interval; CX, cisplatin and capecitabine; ECX, epirubicin, cisplatin and capecitabine; GC, gastric cancer; GEJ, gastro-oesophageal junction;
HR, hazard ratio; IHC, immunohistochemistry; ITT, Intention to treat; mAb, monoclonal antibody; mFOLFOXB, 5-fluorouracil, oxaliplatin and folinic acid;
OS, overall survival; PFS, progression-free survival; QS, Quick score.

Table 2 | Overview of data from phase Il randomized trials of HGF/c-MET pathway inhibitors in gastro-oesophageal cancer

Study Setting Study treatment c-MET stratification End points and expl y analy |
RILOMET-1*;  First-line treatment ECX+placeboversus  ® c-MET*:225% membrane staining  Median OS 11.5 months in the placebo group
Cunningham of HER2-, c-MET* ECX+15mg/kg at any intensity versus 9.6 months in the rilotumumab group,
etal.(2015)*; unresectable, rilotumumab * c-MET: <25% membranesstaining  P=0.021; median OS in patients with 25-44%
n=609 locally advanced or following IHC with the MET4AmAb  c-MET expression 12.4 months versus 10.2 months
metastatic GC/GEJ in placebo versus rilotumumab groups; median
cancer OS in patients with 45-79% c-MET expression

10.4 months versus 8.1 months; median OS
in patients with 280% c-MET expression.
11.1 months versus 10.7 months

RILOMET-2;  First-line treatment CX+placeboversus  NR NR
Doietal. of HER2", c-MET- CX+15mg/kg
(2015)%%; unresectable, rilotumumab
n~450 locally advanced or
metastatic GC/GE])
cancer

METGastric  First-line treatment mFOLFOX6+placebo Patientsstratified by c-MET*scores: ~ ® OSin the ITT group 11.3 monthsin the placebo
(YO28322);  ofHER2-,c-MET", versusmFOLFOX6+  ® 1+:250% of tumourcellswithweak  group versus 11.0 months in the onartuzumab

Shahetal metastatic GC/GE]  onartuzumab or stronger staining but <50% group, P=0.24;
(2016)5; cancer with moderate or higherintensity ~ ® OSin patientswith c-MET* scores of 2+ or
n=562 staining; 3+9.7 months in the placebo group versus

® 2+: 250% of tumour cells with 11 months in the onartuzumab group, P=0.062

moderate or higher intensity
staining but <50% with strong
intensity staining;

* 3+:250% of tumour cells with
strong staining intensity following
IHC with the CONFIRM SP44
anti-MET rabbit mAb

Cl, confidence interval; CX, cisplatin and capecitabine; ECX, epirubicin, cisplatin and capecitabine; GC, gastric cancer; GEJ, gastro-oesophageal junction;

IHC, immunohistochemistry; ITT, Intention to treat; mAb, monoclonal antibody; mFOLFOXS, 5-fluorouracil, folinic acid and oxaliplatin; NR, not reported;
OS, overall survival; PFS, progression-free survival. *Study terminated early owing to an imbalance in incidences of mortality in the control and treatment arms.

Tableau 3 . Essais cliniques de phase Il (au dessus) et de phase lll (en dessous) ayant évalué
I’efficacité des thérapies ciblées anti HGF/MET dans le cancer gastrique.
D’apreés Bradley et al. Nature Reviews (2017)
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Plusieurs hypothéses peuvent étre émises pour expliquer ce manque d’efficacité.
Premieérement le critére de sélection des patients basé sur I'expression intra tumorale de
CMET évaluée par IHC, qui ne semble pas étre un critéere permettant d’identifier les tumeurs
répondant a ces thérapies ciblées pour plusieurs raisons. D’une part I'absence de critéres
spécifiques de la positivité de I’hyperexpression en IHC ainsi que les inconvénients classiques
liés a cette techniques : faux positifs, hétérogénéité intra-tumorale qui pourraient induire une
sélection a tort de patients non répondeurs. D’autre part I’hyperexpression protéique de
cMET pourrait ne pas forcément traduire une addiction oncogénique de la tumeur a cette voie
de signalisation, mais plutét étre le reflet d’activation de voies alternatives. D’autres
biomarqueurs, seuls ou en combinaison, pourraient donc étre nécessaires pour sélectionner
les patients: telles que les amplifications de MET, les mutations de MET (notamment
entralnant une délétion de I’'exon 14) ou encore |'expression de d’ARN de MET détectée par
hybridation in situ. Ainsi, dans une étude réalisée in vitro sur des lignées de CG et in vivo dans
des modeles murins, le traitement par un anticorps anti-cMET (ABT-700) induisait une

%8 Une autre hypothése pouvant

régression des tumeurs ayant une amplification de MET
expliquer les résultats négatifs de ces essais cliniques est I'impact des thérapies ciblées (TC)
anti HGF/MET sur les autres éléments du MET et notamment sur le systeme immunitaire.
L'effet anti-tumoral de ces TC pourrait en effet étre contrebalancé par I'effet pro-tumoral

199 Enfin, étant donné les cross-talk de la

observé par I'inhibition de cMET sur les neutrophiles
voie HGF/MET avec de nombreux autres axes de signalisation, I"absence d’efficacité des AC

monoclonaux ciblés pourrait s’expliquer par I'activation de voies alternatives, suggérant la

52



nécessité de combiner plusieurs thérapies ciblées. A ce jour, a notre connaissance, un seul
essai thérapeutique est actuellement en cours pour évaluer I'efficacité d’un anticorps bi-
spécifique anti-cMET et anti-EGFR chez des patients atteints de cancer (notamment gastrique)
présentant une mutation oncogénique de I'EGFR et/ou une mutation de I'exon 14 de MET

(NCT04868877)

2. Inhibiteurs de tyrosine kinase

Ces dernieres années ont vu naitre de nombreuses molécules inhibant I'activité
catalytique de cMET. Ces ITK peuvent étre sélectifs pour le domaine kinase de cMet ou non
sélectifs et inhiber également d’autres cibles. Actuellement plusieurs ITK ciblant cMet sont
ainsi utilisés en pratique clinique en France et dans le monde :
- Le Crizotinib : ITK non sélectif, inhibant également ALK, RON, AXL et TIE2. Il est indiqué en
France dans le cancer du poumon ALK positif ou ROS1 positif.
- Le Cabozantinib ITK non sélectif inhibant également le VEGFR-2, c-RET, c-KIT, FLT3 et TIE2. ||
est indiqué en France dans le cancer du rein (en monothérapie ou en association au
nivolumab), dans le carcinome hépatocellulaire et dans le carcinome thyroidien.
- Le Tepotinib : ITK sélectif de cMET, indiqué en France dans le cancer pulmonaire ayant une
mutation de I'exon 14 de MET.
- Le Capmatinib : ITK sélectif de cMET, indiqué en France dans le cancer pulmonaire ayant une
mutation de I'exon 14 de MET.
- Le Savolitinib : ITK sélectif de cMET, récemment approuvé en Chine dans le cancer

pulmonaire avec mutation de I’exon 14 de MET. Non approuvé en France.
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Dans le CG, aucun ITK sélectif ou non sélectif de cMET ne dispose actuellement d’une
indication, bien que de plus en plus d’études aient montré des signaux d’efficacité
intéressants de ces molécules. Plusieurs case-reports ou essais précoces ont suggéré une
efficacité du Cabozantinib pour les CG présentant une amplification de MET *®° 88 ’AMG
337, ITK sélectif de cMET, a été évalué en monothérapie dans un essai de phase Il ayant inclus
45 patients atteints de CG présentant une amplification de MET et ayant recu au moins une
ligne de traitement. Dans cet essai le taux de réponse était de 18% et le taux de stabilité était
de 36% °°. Dans le programmes AcSé (Acces Sécurisé a des thérapies innovantes), qui est un
programme de recherche frangais visant a ouvrir les indications de prescription des
médicaments innovants a d’autres cancers en basant la stratégie thérapeutique sur le profil
biologique de la tumeur et non pas sur I'organe d’origine, 35 patients atteints de cancer oeso-
gastriqgue présentant une amplification de MET ont été traités par Crizotinib avec des
résultats encourageants, notamment un taux de réponse tumorale de 33% *°°. Dans I'essai
coréen VIKTORY, 20 patients présentant un CG avancé avec une amplification de MET, et
ayant recu au moins une ligne de chimiothérapie, ont été traités par savolitinib en
monothérapie avec un taux de réponse tumorale de 50% 2. Dans cet essai, le nombre de
copies de MET était positivement corrélé a la réponse tumorale et a la durée de la survie sans
progression. De maniére intéressante, les patients qui présentaient une co-amplification
d’autres genes codant pour des récepteurs de tyrosine kinase concurrents ne bénéficiaient
pas du traitement par savolitinib. Par ailleurs, dans une autre étude chinoise de phase la/lb
récente portant sur I'efficacité du savolitinib dans le CG avancé, une réponse tumorale n’était

observée que chez les patients ayant une amplification de MET alors que les tumeurs non

54



amplifiées ne présentaient aucune réponse, méme lorsqu’elles présentaient une

surexpression de cMET 204

. Ces résultats suggerent donc I'importance des criteres de sélection
pour déterminer les patients susceptibles de répondre a ce type de TC.

Plusieurs essais de phase | et Il sont actuellement en cours pour évaluer I'efficacité d’ ITK
ciblant MET dans le CG porteurs d’une altération de MET (amplification et/ou mutation de
I'exon 14), en monothérapie (NCT04923932; NCT03993873) ou en association a la

chimiothérapie (NCT05439993), a d’autres thérapies ciblées (NCT04868877) ou a de

I'immunothérapie (NCT05620628).
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CHAPITRE IV. ROLES DU SYSTEME IMMUNITAIRE EN CONTEXTE
TUMORAL

La tumorigenése est un phénomene progressif au cours duquel la cellule normale acquiert un
certain nombre de modifications aboutissant a une dérégulation de sa croissance et au
développement d’une tumeur. En 2000, Hanahan et Weinberg établissaient 6 caractéristiques
fondamentales (ou « hallmarks ») propres aux cellules tumorales permettant la tumorigenese:
I'auto-suffisance en signaux de prolifération, I'insensibilité aux signaux inhibiteurs de la
prolifération, la capacité d’invasion et de dissémination a distance, la capacité anormale de
réplication et de division, la capacité a induire la formation de néo-vaisseaux sanguins
(angiogenése) et I’échappement aux processus de mort cellulaire (apoptose) 2%°.

Dans ces 6 « hallmarks », Hanahan et Weinberg décrivaient les caractéristiques intrinséques a
la cellule tumorale, souvent liées a I'acquisition d’anomalies génétiques, mais ne prenaient
pas (ou peu) en compte les interactions avec son environnement. En effet, une tumeur n’est
pas constituée de cellules tumorales identiques et isolées, mais plutot d’'un ensemble
hétérogéne et complexe de cellules tumorales, de cellules non tumorales, telles que les
cellules immunitaires ou les fibroblastes, de nutriments, d’agents infectieux tels que des
bactéries ou des virus, formant le MET. Il est bien démontré aujourd’hui que la tumorigenése
ne dépend pas uniquement des altérations moléculaires et cellulaires propres a la cellule

tumorale mais aussi de ses interactions au sein du MET. Ainsi, de nouvelles caractéristiques

prenant en compte le réle du MET ont été ajoutées au 6 hallmarks initiaux, notamment la
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capacité d’échapper au systeme immunitaire. La découverte de ce phénomene et des
mécanismes qui le sous-tendent a constitué une des avancées majeures dans la

compréhension de la biologie du cancer.

I. Historique et concept d’immunosurveillance

Il aura fallu plusieurs décennies de controverses scientifiques pour que le réle du systéme
immunitaire dans le controle et la croissance tumorale soit clairement établi.

Pourtant, dés la fin du XIX®™ siécle, William Coley avait observé une régression tumorale chez
certains patients atteints de cancer et présentant une infection bactérienne aigiie. A partir de
ces observations, ce chirurgien développa un vaccin a partir de bactéries inactivées, appelé
toxine de Coley, induisant une réponse inflammatoire importante et se traduisant notamment
par une fiévre élevée. L'inoculation de ce vaccin était associée a une régression de la tumeur
chez certains patients, atteints pour la plupart de sarcomes mais aussi d’autres types
tumoraux. Ainsi William Coley fut le premier a établir un lien entre contréle tumoral et
réponse immunitaire. Cependant devant I'essor de la chimiothérapie et de la radiothérapie,
cette piste de recherche en cancérologie fut abandonnée. Au début du XXéme siecle Paul
Ehrlich, scientifique allemand, formulait I’hypothése que le systéme immunitaire pouvait
empécher le développement des carcinomes et c’est finalement en 1957 que Sir MacFarlane
Burnet et Lewis Thomas nomment pour la premiére fois le concept d’
« immunosurveillance anti-tumorale». Ils décrivent ainsi que les cellules immunitaires sont
capables de reconnaitre et de détruire les cellules tumorales, via la reconnaissance

d’antigenes spécifiques exprimés par les cellules tumorales.
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Ce concept fut remis en question par des travaux réalisés dans les années 1970 portant sur
des souris athymiques (ou souris « nude ») immunodéficientes. Il a en effet été observé par
plusieurs équipes que lincidence des tumeurs, spontanées ou induites par un agent
carcinogene, n’était pas plus élevée chez ces souris nude que chez des souris
immunocompétentes, contredisant donc le role de contréle et de suppression tumorale du
systeme immunitaire. Mais en 1990, les progrés en immunologie remettent en lumiére la
notion d’immunosurveillance anti-tumorale. En effet, il est alors établi que les souris nude
athymiques, considérées jusqu’alors comme immunodéficientes, conservent en fait certaines
populations de cellules immunitaires comme les cellules natural killer (cellules NK), les
lymphocytes B (LB), et certaines populations de lymphocytes T (LT). Plusieurs travaux réalisés
chez la souris confirment alors I'importance particuliere des cellules NK, des LT cytotoxiques
et de l'interféron g pour le contréle tumoral. Notamment, il a été montré que les souris
transgéniques RAG2 (-/-), déficientes en LT et en LB et/ou STAT1 (-/-) insensibles aux
interférons de type 1 et 2 développaient plus de tumeurs, spontanées ou secondaires a

I’administration d’un agent carcinogéne, que des souris contréle immunocompétentes >°°

Chez I'Homme, aprés la formulation des premiéres hypothéses scientifiques décrites ci-
dessus, l'implication du systeme immunitaire dans le contréle tumoral a d’abord été mis en
évidence par l'augmentation de lincidence des cancers observée dans des cohortes
épidémiologiques de patients immunodéprimés, notamment chez des patients atteints de
Syndrome d’Immunodéficience Acquise (SIDA) lié au Virus de I'lmmunodéficience Humaine

(VIH) ou chez des patients transplantés d’organe nécessitant un traitement
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immunosuppresseur au long cours. Cette augmentation semble étre particulierement liée a
des agents viraux (notamment: cancers ORL, digestifs ou gynécologiques liés au Human
Papilloma Virus-HPV, sarcome de Kaposi lié au Human Herpes Virus de type 8-HHV8) mais est
également observée pour des cancers non viro-induits tels que les mélanomes ou les cancers
du colon 2%,

Plus tard, de nombreux travaux ont confirmé chez 'Homme le réle majeur des LT dans le
contrble de la croissance tumorale observé chez les souris RAG2-/-. Notamment, il a été
montré dans de nombreuses localisations tumorales (mélanome, cancer colorectal, cancer de
I'ovaire, cancer du sein...) que l'infiltration de la tumeur par les LT était associée a un meilleur

pronostic que lorsque les tumeurs étaient peu infiltrées.
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Figure 8. Role pronostique de l'infiltration en lymphocytes T CD8+ dans différents cancers.
Dans la majorité des cancers, 'infiltration en lymphocytes T CD8+ effecteurs/mémoires (CD8"
CD45R0") est associée & un bon pronostic.

D’aprés Fridman et al. Nature Reviews Cancer (2012)

Dans des travaux réalisés par I’équipe francaise de Pages et Galon, 'infiltration tumorale en LT
CD8+ et CD3+ quantifiée au sein de la tumeur et au front d’invasion tumorale (Immunoscore
®) avait une valeur pronostique supérieure a la classification anatomopathologique pour

prédire le risque de récidive de tumeurs coliques localisées opérées *%.
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Figure 9. Immunoscore ® et risque de récidive apreés chirurgie dans le cancer colorectal.
L'immunoscore est une méthode d’évaluation digitale de I'infiltration lymphocytaire tumorale
mise au point dans le cancer colorectal.

A. La densité en lymphocytes TCD8+ et CD3+ est évaluée au sein de la tumeur et au front
d’invasion  tumoral par mesure automatisée de lintensit¢é du marquage
immunohistochimique, résultant en un score (faible, intermédiaire ou élevé).

B. Un immunoscore élevé est associé a une meilleure survie sans maladie aprées chirurgie du
cancer colorectal, et ce indépendamment des autres parametres cliniques et histologiques

notamment du statut MSI.
D’aprés Pagés et al. The Lancet (2018)
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Les données accumulées chez la souris et chez I’'Homme confirment donc le role clé du
systeme immunitaire, notamment des LT, dans la protection contre le développement des

tumeurs.

Il. Réponse immunitaire anti tumorale : principaux acteurs

Au-dela des LT cytotoxiques, la valeur pronostique de l'infiltration tumorale par différentes
populations cellulaires immunitaires et dans différentes localisations tumorales a été étudiée
par de nombreuses équipes. Il a ainsi pu étre mis en évidence qu’a I'inverse des lymphocytes T
cytotoxiques, certaines classes de cellules immunitaires telles que certains types de
macrophages (macrophages M2, décrits ci-aprés) étaient associées a un mauvais pronostic
lorsqu’elles étaient retrouvées en forte quantité au sein de la tumeur. Pour d’autres
populations ce réle pronostic peut étre différent selon les études et selon les localisations
tumorales.

Il apparait donc que le role du systeme immunitaire n’est pas limité a une simple
reconnaissance et élimination de la cellule tumorale par les cellules T effectrices lors de
I'initiation du cancer, mais qu’il s’agit d’interactions bien plus complexes et dynamiques,

faisant intervenir I'ensemble des acteurs de I'immunité innée et adaptative.
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Figure 10. Impact pronostique de linfiltrat immunitaire intra-tumoral dans différents
cancers.

L'impact pronostique de l'infiltrat immunitaire intra-tumoral varie selon le type de population
étudiée et peut étre différent en fonction de la localisation tumorale. Cette figure représente
la valeur pronostique des différentes populations immunitaires (vert foncé: fortement
positive, vert clair: faiblement positive, rouge foncé: fortement négative, rouge clair:
faiblement négative) dans différents cancers selon les données issues de plus de 200 études.
La taille des cercles correspond au nombre de patients inclus dans les études. CD8+ Tcells : LT
CD8', TLS: structures lymphoides tertiaires: Treg cell : lymphocytes T régulateurs; M:
macrophages CD68+ ; M1 : macrophages M1 ; M2 : macrophages M2.

D’aprés Fridman et al. Nature Reviews Cancer (2012)

A. Acteurs de la réponse immunitaire innée

1. Cellules Natural Killer
Les cellules natural killer (NK) sont des acteurs de la réponse immunitaire non spécifique qui
expriment deux types de récepteurs : les récepteurs activateurs (notamment le NKG2D), et les
récepteurs inhibiteurs cytotoxiques (dont certains killer inhibitory receptor: KIR). Les

récepteurs activateurs peuvent lier différents ligands surexprimés par la cellule en réponse a

63



un stress cellulaire. A l'inverse, les récepteurs inhibiteurs reconnaissent des molécules
exprimées de maniére physiologique et ubiquitaire sur les cellules normales, en particulier les
molécules du CMH-I. La reconnaissance de ces molécules inhibitrices représente ainsi un des
mécanismes garantissant la tolérance immunitaire envers les cellules du soi. L’activation des
cellules NK peut donc étre liée soit a la présence de signaux activateurs a la surface cellulaire,
soit a I'absence de signaux inhibiteurs (aussi appelé signal de « soi-manquant), soit encore a la
balance entre les signaux activateurs et inhibiteurs. L'activation des cellules NK va entrainer
une action cytolytique pro-apoptotique directe via le systeme perforine-granzymes, et par
I'activation des voies FAS-FAS-L et TRAIL-TRAIL-R. Elles peuvent également avoir une action
cytolytique indirecte via la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) et la
production d’interferon gamma induisant notamment I’activation des LT CD4+ et CD8+.

En situation de cancer, les cellules NK jouent un réle anti-tumoral majeur. Les cellules NK
circulantes peuvent étre recrutées au niveau de la tumeur par la sécrétion de chimiokines

29 Une fois dans le MET, les cellules

pro-inflammatoires par les cellules immunitaires du MET
NK peuvent s’activer en fonction des signaux activateurs et inhibteurs regus, et ainsi induire
une cytotoxicité directe sur la cellule tumorale. Leur activation va également entrainer la
production de cytokines telles que I'IFNy et le TNF, ayant un effet pro-apoptotique et anti-
prolifératif direct sur les cellules tumorales, en plus de leur effet pro-inflammatoire et de

renforcement de la réponse immunitaire notamment CD8+ **.
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2. Macrophages
Les macrophages sont des cellules phagocytaires de I'immunité innée présentes dans la
plupart des tissus normaux et impliquées dans de nombreux processus en situation
physiologique telles que le développement et 'homéostasie tissulaire, I'élimination des débris
cellulaires et I'élimination des pathogénes **'. Les macrophages tissulaires sont issus, pour
une grande partie, des monocytes circulants. Méme s’ils ont un progéniteur myéloide
commun **?, ils représentent une population cellulaire hétérogéne et hautement plastique. En
effet, de nombreuses sous-populations de macrophages tissulaires ont été décrites,
présentant des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles différentes. Ces sous
populations sont généralement divisées en deux grandes catégories : les macrophages de type

213 La polarisation M1 est liée a I'exposition a certains

M1 et les macrophages de type M2
facteurs de croissance et cytokines tels que le GM-CSF, I'lIFNy ou le TNFo.. Les macrophages
M1 vont exercer leur fonction de phagocytose, mais aussi promouvoir une réponse pro-
inflammatoire de type Thl via la sécrétion de cytokines telles que le TNFalpha, I'lL1beta et
I'IL12, et induire le recrutement de cellules Thl via la sécrétion de chimiokines telles que
CXCL9 et CXCL10 **,

La polarisation des macrophages de type M2 survient en présence de facteurs de croissance
tels que le M-CSF et le TGFbeta, ou d’interleukines telles que I'lL-4, 'lL-10 et I'IL-13 **°. En
situation physiologique, les macrophages M2 sont impliqués notamment dans les processus
de cicatrisation et de réparation tissulaire et dans la régulation de la réponse immunitaire.

Différentes sous populations de macrophages M2 sont décrites ayant des spécificités propres

(M2a, M2b et M2c) 2*¢ %7,
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En situation de cancer, les monocytes circulants et les macrophages tissulaires résidents
peuvent étre recrutés par la tumeur via la production de chimiokines par la cellule tumorale et

les autres cellules immunitaires du micro environnement 218 219 214

. Les macrophages associés
aux tumeurs (Tumor Associated Macrophages — TAMs) représentent une sous population de
macrophages a part entiere. Longtemps assimilés a des macrophages M2, il est a présent bien
démontré que des TAMs M1-like et M2-like peuvent coexister au sein de la tumeur et qu’il
existe une plasticité entre les deux phénotypes, une méme cellule pouvant passer de l'un a

220 | 3 ainsi été

I"autre selon les modifications de I'environnement dans lequel elle se trouve
montré que les TAMs présentent des signatures géniques communes aux macrophages M1 et
M2. Par leur capacité a phagocyter la cellule tumorale et a induire une réponse pro-
inflammatoire, les TAMs M1-like sont généralement associés a un rdle de protection anti-
tumorale **'. A l'inverse les TAMs M2-like sont associés & de nombreuses propriétés pro-
tumorales telles que la prolifération cellulaire, I'angiogenese, la dissémination métastatique,

ou encore une suppression de la réponse immunitaire **2. Les TAMs M2-like sont dans la

plupart des localisations tumorales associés a un mauvais pronostic.

3. Monocytes
Les monocytes sont des cellules phagocytaires mononuclées retrouvées dans la circulation
sanguine et capable de migrer dans les tissus a I’état physiologique et en réponse a une
agression, jouant ainsi un rdle fondamental dans I’'homéostasie tissulaire **. Bien qu’issus
d’un progéniteur commun, les monocytes représentent une population cellulaire hétérogene

possédant des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles différentes.

66



Hétérogénéité monocytaire et caractérisation

Les monocytes humains expriment de fagon universelle le CMH de classe I, 'HLA-DR, le
CD11b et le CD86. Depuis les années 2000, trois grandes sous populations de monocytes sont
classiquement reconnues: les monocytes classiques (CD14+ CD16-), les monocytes
intermédiaires (CD14+ CD16+) et les monocytes non classiques (CD14int CD16+) ***.
Cependant, I’évolution des techniques d’analyse, notamment |'apparition de la cytométrie de
masse et du séquencage ARN Single Cell, a permis de mettre en évidence chez la souris et

225 226 pravantage de

chez 'Homme de nouvelles sous-populations monocytaires minoritaires
données sont nécessaires pour caractériser ces nouvelles sous populations notamment d’un

point de vue fonctionnel.

Origine des monocytes

Les monocytes retrouvés dans la circulation sont issus d’un progéniteur commun identifié

| 27, Ce progéniteur

chez 'Homme dans la moelle osseuse et dans le sang de cordon ombilica
monocytaire commun (common monocyte progenitor —cMoP) est un progéniteur unipotent
qui exprime le CD117 et le CD64 dont la production est régulée par I'expression séquentielle

228 | es différentes sous populations

de facteurs de transcription tels que PU.1, IRF8 et KLF4
monocytaires sont ensuite générées a partir des cMoPs. Schématiquement les cMoPs se
différencient d’abord en monocytes classiques dans la moelle osseuse puis en monocytes non
classiques dans la circulation sanguine, les monocytes intermédiaires représentant une état

229

transitionnel entre ces deux populations “~°. Cependant des travaux récents suggérent que

certains monocytes non classiques pourraient étre différenciés directement a partir d’un
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progéniteur spécifique, non identifié a ce jour **.

Aprés leur différenciation, la sortie des
monocytes classiques de la moelle et leur migration vers les ganglions lymphatiques et les
tissus est médiée par I'expression du CCR2 et de ses ligands CCL2, CCL7 et CCL12. Une fois
dans la circulation sanguine, la demi-vie des monocytes classiques est de 1 jour alors que celle

des monocytes non classiques est de 7 jours **'.

Les monocytes peuvent étre retrouvés dans
certains tissus notamment la peau, les poumons et les ganglions lymphatiques ainsi que dans
les tumeurs humaines. Cependant lors de leur arrivée au sein des tissus une grande partie des
monocytes vont se différencier en macrophages ou en CD (qui seraient préférentiellement

issues des monocytes classiques), sous I'effet notamment de facteurs de croissance tels que le

CSF-1 et le GM-CSF et de facteurs de transcription tels que IRF4 et MAFB.

Réles en situation physiologique

Les monocytes classiques sont recrutés préférentiellement au sein des tissus en cas
d’inflammation ou de lésion ou ils vont se différencier en macrophages et en cellules
dendritiques. lls jouent également un role direct via la phagocytose et la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires et de facteurs anti-microbiens 23> **.

Les monocytes non classiques ont une fonction principale de surveillance en « patrouillant »
dans la circulation sanguine. lls absorbent les débris cellulaires issus des cellules endothéliales
et reperent les cellules endothéliales endommagées présentant des signaux anormaux. En cas
de détection de tel signal, les monocytes non classiques vont favoriser le recrutement de

234

neutrophiles via I'expression de TLR7, qui vont éliminer la cellule endommagée “*". Lors d’une

inflammation ou d’une agression tissulaire, ils sont également capables de quitter la
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circulation sanguine pour migrer vers le tissu |ésé, bien qu’en proportion moindre par rapport
aux monocytes classiques. Au sein du tissu, certains monocytes non classiques seraient
capables de se différencier en macrophages, qui présenteraient cependant un phénotype

particulier anti-inflammatoire >*°

et seraient donc d’avantage impliqués dans la réparation
tissulaire.

Les monocytes intermédiaires représentent une population hétérogéne dont I'étude est
rendue complexe notamment par les différentes définitions selon les études et les techniques
utilisées (phénotypiques, profil génomique). Plusieurs travaux suggérent ainsi que les
monocytes intermédiaires représentent en réalité plusieurs sous populations qui pourraient
avoir des propriétés fonctionnelles différentes. Les monocytes intermédiaires semblent étre
particulierement impliqués dans |'angiogenése via I'expression de plusieurs marqueurs de
surface pro-angiogéniques tels que VEGFR-2 et Tie-2. Il a été également observé que seule
cette population monocytaire était capable de proliférer et de se regrouper en cluster aprées

stimulation par le VEGF **°.

Réles en situation tumorale

Les monocytes peuvent étre recrutés par la tumeur tout au long de la croissance tumorale, de
la phase précoce au stade de dissémination métastatique. Ce recrutement semble
essentiellement médié par le CCL2, produit par la tumeur en quantité croissante au cours de
la progression tumorale.

Les monocytes peuvent avoir une action anti-tumorale directe via la phagocytose et la

production de cytokines induisant I'apoptose ou indirecte par la cytotoxicité médiée par les
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anticorps 23

7 28 || a notamment été montré in vitro que les monocytes exposés a I'lFN-y

produisent la protéine TRAIL et sont capables d’induire la mort de la cellule tumorale **.

Les monocytes peuvent également agir sur différentes cellules immunitaires :

Impact sur les cellules NK: Les monocytes, pourraient également avoir un effet anti-

tumoral via le recrutement au sein de la tumeur primitive ou métastatique de cellules NK.
Ce rble semble spécifique aux monocytes non classiques via I'expression de chimiokines

telles que CCL3 CCL4 et CCL5 **°.

Impact sur les LT CD8+ Les monocytes peuvent également jouer un réle pro-tumoral,

notamment via l'inhibition de I"accumulation des LT CD8". En effet le recrutement de
monocytes au sein de la tumeur semble étre négativement corrélé a l'infiltrat tumoral en
lymphocytes T CD8": dans des modéles murins de tumeurs du pancréas, du foie et de
mélanome l'inhibition de CCR2 était associée a une diminution de I'accumulation de
monocytes intra tumoraux, une augmentation des LTCD8" intra tumoraux et une inhibition

de la croissance tumorale **

. Dans cette étude, aucun effet anti-tumoral secondaire a
I'inhibition de CCR2 n’était observé chez les souris déficientes en LT CD8". Chez ’'Homme,
il a été observé in vivo que |'expression de CCL2 par des tumeurs du foie était
négativement corrélée au nombre de lymphocytes T CD8+ intra tumoraux ***. Chez des
patients atteints de cancer du pancréas, une forte infiltration en LT CD8+ et une faible

expression intra tumorale de CCR2 sont associées a une meilleure survie **%.

Recrutement de Tregs Un autre mécanisme conférant un role pro-tumoral aux monocytes

est le recrutement de cellules immunosuppressives tels que les Tregs. En effet in a été

montré que les monocytes intra tumoraux sont capables de se différencier en cellules
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myéloides suppressives (MDSC) produisant du CCL5, impliqué dans le recrutement de

23 La co-existence de Tregs et monocytes pourrait ainsi potentialiser I'impact

Tregs
immunosuppresseur de ces deux populations cellulaires : en effet, les Tregs sont capables
de produire des cytokines telles que I'lL-4, I'IL-10 et I'IL-13 qui pourraient moduler Ia

différenciation des monocytes intra tumoraux en TAM pro tumoraux >**

. Cet effet pro-
tumoral des monocytes via l'induction de Tregs semble particulierement imputé au
monocytes classiques. A l'inverse, une équipe a montré que les monocytes non classiques
étaient capables d’avoir un effet cytotoxique médié par les anticorps sur les Tregs in vitro

245

Impact sur I'angiogenese Au-dela des cellules tumorales et des cellules immunitaires, les

monocytes intra tumoraux sont capables de moduler d’autres éléments du MET. Ainsi
plusieurs études ont montré que les monocytes pouvaient avoir un rdéle pro-angiogénique
en situation tumorale. Chez des patients atteints de cancer du rein, les monocytes
périphériques produisaient davantage de VEGF, et avaient donc un réle pro-angiogénique

plus important, comparés aux monocytes de volontaires sains **.

De plus, certains
monocytes (parmi les monocytes intermédiaires et non classiques) expriment le récepteur
a I'angiopoietine Tie2 et sont capables de promouvoir I'angiogeneése via la production de
247 248 249.

facteurs tels que le VEGF et le TNFa

Différenciation en TAM et en cellules dendritiques. Une fois au sein de la tumeur, les

monocytes issus de la circulation périphérique peuvent se différencier en tumor
associated macrophages (TAMs) ou en CD (appelées monocyte-derived dendritic cells :
mono-DC). La cinétique précise de la différenciation des monocytes en TAM est complexe
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et n’est que partiellement élucidée. Dans le cancer du sein, les monocytes classiques
exprimant CCR2 acquiérent des marqueurs associés au TAM (tels que CD11c, MHCII, V-

20 Les TAMs dérivés des monocytes sont

CAML1) 5 jours apres leur arrivée dans la tumeur
généralement reconnus comme pro-tumoraux M2-like tels que décrits plus tét. Les CD
issues des monocytes (mono-DC) représentent une population minoritaire au sein des
cellules myéloides infiltrant les tumeurs. Les propriétés des DC intra tumorales sont
décrites dans le chapitre correspondant.
Les stimuli et mécanismes qui sous-tendent le devenir du monocyte aprés sa migration au sein
du tissu en situation physiologique ou en situation tumorale (différenciation en macrophage

ou en CD, persistance en tant que monocyte, ou apoptose) ne sont pas complétement

élucidés.
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Figure 11. Roles des différentes populations monocytaires en situation tumorale.

En réponse a la sécrétion intra tumorale de CCL2, les monocytes classiques CCR2+ peuvent
extravaser de la circulation sanguine vers le site primitif et les lésions métastatiques. Au sein
de la tumeur, les monocytes classiques sont capables de produire des facteurs tumoricides,
mais sont également reprogrammeés par le microenvironnement tumoral pour limiter leur
cytotoxicité. lls peuvent ainsi se différencier en TAMs ou en CD sous l'effet de différents
stimuli. Les TAMs dérivés des monocytes facilitent la tumorigenése par plusieurs
mécanismes : immunosuppression (inhibition du recrutement/de l'activation des cellules T
CD8+ et recrutement de Treg), remodelage de la matrice extra cellulaire, stimulation de
I'angiogenése et intravasation des cellules tumorales. Les monocytes Tie-2+ sont également
capables de stimuler I'angiogenese tumorale au sein de la tumeur primitive. Les monocytes
non classiques (PMo) peuvent étre recrutés au sein des métastases via I’'axe CX3CL1/CX3CR1,
ou ils produisent des chimiokines qui stimulent le recrutement de cellules NK cytotoxiques

jouant ainsi un réle anti-tumoral.
D’apreés Olingy et al. J Leukoc Biol (2019)
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B. Acteurs de la réponse immunitaire acquise

1. Cellules dendritiques
Réle en situation physiologique
Les CD sont des cellules présentatrices d’antigene « professionnelles » capables d’initier, de
coordonner et de réguler la réponse immunitaire adaptative. Les CD humaines sont
caractérisées par l'expression du CD1lc et du CMH-Il, et peuvent exprimer d’autres

2>1 0On distingue deux grands stades de

marqueurs caractérisant différentes sous populations
maturation au cours desquels les CD vont avoir des propriétés fonctionnelles et
phénotypiques différentes : le stade immature et le stade mature.

Au stade immature, les CD sont retrouvées dans tous les tissus périphériques ou elles jouent

un role de sentinelle 22

. Leur fonction principale est alors la capture antigénique assurée par
plusieurs mécanismes : la macropinocytose, I'endocytose induite par la reconnaissance de
structures communes a différents pathogenes (Pathogen Associated Molecular Pattern —
PAMP) ou libérées lors de lésions tissulaires (Damage Associated Molecular Pattern — PAMP) ;
et la phagocytose **2. Une fois I'antigéne capté, la CD va migrer vers les organes lymphoides
secondaires et entamer sa maturation qui s’accompagne de plusieurs phénomenes :
I'apprétement de l'antigéne et la formation de complexes CMH/peptide, I'expression de
molécules de co-stimulation activatrices telles que B7-1 (CD80), B7-2 (CD86) ou CD40. Au
contact de la CD mature, le LTCD4+ va en effet pouvoir polariser sa différenciation en
différents types de LT helper (Th) et le LT CD8+ va se différencier en LT cytotoxique. Ce

phénomeéne de différenciation représente un processus complexe qui peut étre influencé par

les cytokines présentes au sein du tissu d’origine de la CD, de son état de maturation et du
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type de stimuli ayant entrainé I'activation de la CD. Au stade mature, la CD a donc acquis une
fonction de présentation antigénique et une capacité a induire une réponse cellulaire T

spécifique, mais présente des capacités de captation antigénique et d’endocytose réduites *>*.

CELLULE CELLULE
DENDRITIQUE Pathogens DENDRITIQUE
IMMATURE Cytokines MATURE
PAMPs
DAMPs
* Co-stimulatory molecules * Co-stimulatory molecules
* MHC Il Expression A MHC Il Expression
Secretion of Secretion of
* pro-inflammatory A pro-inflammatory
cytokines cytokines
* Phagocytic capacity * Phagocytic capacity
* CCRY7 expression * CCRY7 expression
Yy Glycolysis A Glycolysis

Figure 12. Maturation des cellules dendritiques.

Différents signaux extra cellulaires peuvent déclencher I'activation et la maturation des
cellules dendritiques. Les CD matures sont caractérisées par une augmentation de I'expression
des molécules de co-stimulation et du CMH-II, une augmentation de la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires, une diminution des capacités de phagocytose et un métabolisme

cellulaire modifié.
D’apreés Patente et al. Frontiers in Immunology (2019)

Les CD ont également un réle fondamental dans la régulation de la réponse immunitaire. En

effet, au cours de leur surveillance, les CD immatures vont capter des fragments apoptotiques
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cellulaires « normaux » issus du renouvellement tissulaire physiologique. Ces fragments vont
étre internalisés et apprétés par la CD mais n’induisent pas sa maturation. Ces antigénes vont
donc étre présentés sans signaux de co-stimulation, induisant I'anergie ou I'apoptose des LT

235 236 257 cas CD parfois appelées « tolérogénes »

ou encore leur différenciation en Treg
jouent donc un role essentiel dans la tolérance immunitaire. Elles peuvent étre caractérisées
par une diminution de I'expression des molécules de co-stimulation activatrices (telles que
CD80, CD86) et de cytokines pro-inflammatoires et une augmentation de I'expression de

molécules inhibitrices (telles que PD-L1 et CTLA-4) et de cytokines anti-inflammatoires (telles

que I'lL-10) 2°8 2%,

Hétérogénéité des cellules dendritiques

Au-dela de leur stade de maturation, plusieurs sous types de CD ont été décrits qui peuvent
étre donc divisées en deux grandes catégories : les CD classiques (cDC) comprenant les cDC de
type 1 (cDC1) et les cDC de type 2 (cDC2), et les CD plasmacytoides (pDC) *.

-Les cDC1 sont retrouvées dans la circulation sanguine, ainsi que dans les tissus lymphoides et
non lymphoides ***. Cette population est caractérisée par I'expression du CD141, du récepteur
de chemokine XCR1 et de la molécule d’adhésion cellulaire CADM1. Les cDC1 sont capables
d’effectuer la cross-présentation, d’induire une réponse cellulaire CD8+ efficace, et semblent
donc particulierement impliquées dans la réponse immunitaire anti virale et anti tumorale.

- Les cDC2 constituent un sous-type hétérogeéne retrouvé dans la circulation sanguine, dans les

tissus lymphoides et non lymphoides. Elles sont caractérisées par I'expression du SIRPa. et du

CD1c, et peuvent exprimer d’autres marqueurs selon leur localisation tissulaire 2°%. Les cDC2
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sont particulierement impliquées dans la réponse aux agents pathogenes extra-cellulaires ou
allergénes via I'induction d’une réponse LT CD4+ médiée par la présentation antigénique par
le CMH-II. Elles sont ainsi capables d’induire des réponses cellulaires Th1, Th2 et Th17 ** 2%,
Elles jouent ainsi également un role clé dans la régulation et la tolérance immunitaire. Il a en
par exemple été montré que les cDC2 étaient capables d’induire des Tregs dans le systeme
digestif, et étaient nécessaires pour maintenir la tolérance immunitaire au sein du tissu
hépatique *°°.

- Les pDC constituent une population de CD dont le précurseur direct est distinct de celui des
cDC. D’un point de vue phénotypique, elles sont caractérisées par |'absence d’expression du
CD11c, et I'expression du CD123, du CD303 et du CD304. Les pDC sont particulierement
impliquées dans la réponse immunitaire anti virale et produisent des taux élevés d’interferon

alpha et beta aprés stimulation TLR7/9 2°°.

Réles en situation tumorale

L’accumulation des CD au sein du microenvironnement tumoral est liée a la production de
facteurs de croissance et de chimiokines induisant leur recrutement, leur différenciation et/ou
leur expansion. Les cellules NK semblent particulierement impliquées dans le recrutement et

la différenciation des CD intra tumorales **" **®

. Elles sont en effet la source principale de FMT-
like tyrosine kinase-3 ligans (FLT3-L) qui va permettre la différenciation des précurseurs de CD
en cDC1. Elles peuvent également sécréter du XCL1 et CCL5, deux chimiokines capables

d’induire le recrutement des CD et en particulier des cDC1 **°.
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Les CD différenciées et/ou recrutées vont ainsi capter et internaliser les antigénes tumoraux.
Différents signaux vont également renforcer 'activation et la maturation de la CD comme la
présence de taux élevés d’interferon de type | dans le MET, ou encore la reconnaissance de

270 Les antigénes tumoraux vont alors étre apprétés pour étre

signaux de danger (DAMPs)
présentés par la CD mature aux LT CD4+ et CD8+ via le CMHI et Il dans les ganglions drainants.
Les LT CD4+ et CD8+ spécifiques activés vont a leur tour migrer au site tumoral afin de
détruire les cellules présentant les antigénes tumoraux.

Au-dela de leur role de présentation antigénique au sein des organes lymphoides secondaires,
les CD intra tumorales vont également jouer un roOle localement en produisant des
chimiokines impliquées dans le recrutement des LT ou en re-stimulant des LTCD8+ spécifiques
271.

Le role spécifique des cDC2 en situation tumorale semble moins clair, probablement lié au fait
que cette population est en réalité plus hétérogene.

Par leur capacité a produire de I'lFN-I et a amplifier la réponse immunitaire, les pDC jouent un
role anti-tumoral important. Cependant certains auteurs suggerent qu’elles pourraient
également étre impliquées dans la tolérance et la suppression immunitaire en contexte de
cancer.

En utilisant des techniques de séquencage single cell, une sous population de CD intra
tumorales (DC3) a été récemment mise en évidence dans de multiples types tumoraux,
suggérant un rdle important de cette sous population dans le contexte du cancer *’2. Les DC3

partagent des propriétés phénotypiques communes avec les cDC1 et les cDC2 mais présentent

un profil transcriptomique différent, caractérisé par |'expression de marqueurs de
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maturation/activation mais aussi de marqueurs immuno-régulateurs. Fonctionnellement, les

DC3 pourraient avoir un réle spécifique dans I'induction et le maintien des TRM.

2. Lymphocytes T CD4+

Généralités

Les LT CD4+ sont dits lymphocytes T auxiliaires (ou « helpers ») : ils n’agissent pas directement
sur leur cible mais vont soutenir I'action d’autres types cellulaires, notamment des LT CD8+ et
des LB. lls constituent une population fortement hétérogéne constituée de différentes sous
populations aux caractéristiques et fonctionnalités différentes. En effet, au moment de son
activation le LT CD4+ naif va s’engager dans une voie de différenciation (ou polarisation).
Cette différenciation est modulée par I'’environnement cytokinique, lui-méme dépendant du
type de cellule présentatrice d’antigéne activant le LT CD4+, des cellules de 'immunité innée
activées et du type de pathogeéne reconnu, ou encore d’autres facteurs du MET. Selon leur
polarisation, les LT CD4+ vont ainsi acquérir des phénotypes et des fonctions différentes dans
la réponse immunitaire physiologique et anti-tumorale. Trois grandes sous populations sont
classiquement décrites: les Thl, les Th2 et les Thl7, méme si d’autres ont été plus
récemment identifiées. Les LT CD4+ peuvent également se différencier en cellules

immunosuppressives : les Tregs qui seront abordés dans un chapitre a part.

LT CD4+ Thl
La polarisation Th1l est médiée par la production d’IL-12 et d’IFN-g, induisant I'activation de

voies de signalisation STAT1 et STAT3 et le facteur de transcription Thet. Les Thl sont
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impliqués dans I'activation des macrophages, I'induction de I'activité cytolytique des LT CD8+
et des NK, I'activation des CD et la génération des LT mémoires *’> %,

En situation de cancer, les Thl ont un réle anti-tumoral et leur présence au sein de la tumeur

est associée a un meilleur pronostic dans de nombreuses localisations >

LT CD4+ Th2

La polarisation Th2 est induite par I'lL-4, et implique I'activation de la voie de signalisation
STATG6 et du facteur de transcription GATA3. Les Th2 sécretent de I'IL4, de I'IL6, de I'IL9, de I'IL-
10 et de I'IL-13. Les LT CD4+ Th2 sont particulierement impliqués dans les réponses anti-
parasitaires (helminthes) et les allergies.

En situation de cancer, les Th2 semblent jouer un réle plutdt pro-tumoral notamment par la
sécrétion de cytokines telles que I'lL-10 capables d’altérer la maturation des CD et d’induire

des Tregs *’°.

LT CD4+ Th17

La polarisation Th17 est médiée par I'IL-6, le TGFbeta et I'lL-23, induisant I'activation des
facteurs de transcription STAT3 et RORyt 2’7 Les Th17 produisent de I'lL-17, de I'lL-22 et de
I'IL-23 et sont notamment impliqués dans le recrutement des polynucléaires neutrophiles. La
réponse cellulaire Th17 a premiérement été identifiée dans le contexte des maladies auto-
immunes mais semble également jouer un réle important en situation tumorale. Les Th17
sont retrouvés dans de nombreux types de cancer ou ils peuvent jouer a la fois un réle pro et

anti tumoral 2’8,
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3. Lymphocytes T CD8+
Les LT CD8+ sont des cellules capables de cytotoxicité directe. Apres activation par la cellule
présentatrice d’antigene, les LT CD8+ vont se différencier en LT CD8+ effecteurs cytotoxiques
et aller lyser la cellule pathologique par le systéeme perforine/granzyme ou par le systeme
FAS/FAS-L. Une fois le pathogéne éliminé, la majorité des LT CD8+ effecteurs meurent, mais
une minorité vont persister et se différencier en LT mémoires qui vont acquérir une capacité
de survie a long terme. Comme décrit précédemment, les LT CD8+ effecteurs jouent un réle
anti-tumoral majeur aujourd’hui largement démontré. L'infiltrat tumoral en LT CD8+ est ainsi

un facteur pronostic majeur dans de nombreux cancers *’°.

lll. Mécanismes d’échappement tumoral au systéme immunitaire
L'accumulation des connaissances sur les roles complexes des différentes cellules
immunitaires dans l'initiation et de la progression tumorale a conduit a I'élargissement du
concept d’'immunosurveillance précédemment décrit, a celui d’ « Immunoediting », tenant
compte des modifications d’interactions qui s’operent entre la cellule tumorale et la réponse

2 Selon ce concept, la progression tumorale s’effectue selon

immunitaire au cours du temps
3 phases :
* Phase d’élimination : La croissance tumorale, et les modifications engendrées sur son

micro-environnement tissulaire, vont induire le recrutement et l'activation des

différents acteurs de I'immunité innée et acquise tels que décrit ci dessus. Si elle est
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suffisamment efficace, la réponse immunitaire peut parvenir a éradiquer
complétement la tumeur.

Phase d’équilibre : Dans certains cas, la réponse immunitaire ne parvient pas a
éliminer la totalité des cellules tumorales. Il peut alors étre observé une phase
d’équilibre durant laquelle le systeme immunitaire parvient a exercer une pression
suffisante pour contenir la croissance de la tumeur, sans pouvoir I|'éradiquer
totalement.

Phase d’échappement : Au cours de la phase d’équilibre, les cellules tumorales non
éliminées par la réponse immunitaire vont étre sélectionnées. Au fil du temps, ces
cellules vont acquérir des propriétés leur permettant de résister aux cellules
immunitaires par différents mécanismes. Cet échappement au contréle du systeme

immunitaire permet la progression et la dissémination de la tumeur.
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Figure 13. Les 3 phases de I'lmmunoediting.

a. Durant la phase d'élimination, les cellules de I'immunité innée et adaptative coopérent afin
de repérer et détruire les cellules tumorales hautement immunogenes, avant que celles-ci ne
forment une tumeur cliniquement décelable. b. Durant la phase d'équilibre, la tumeur est
capable de résister au systéme immunitaire qui exerce cependant une pression suffisante
pour empécher sa croissance. Durant cette phase, I'immunogénicité tumorale diminue peu a
peu sous la pression de sélection du systéme immunitaire. c. Les cellules tumorales peu
immunogenes peuvent échapper a la surveillance du systéme immunitaire et proliférer.
Différents mécanismes d'échappement se mettent en place durant cette phase, dont
I'infiltration intratumorale de cellules immunosuppressive: macrophages associés au tumeur
(TAM), cellules myéloides suppressives (MDSC), lymphocytes T regulateurs (Treg), mais aussi
I'expression de molécules de co-stimulation inhibitrices et la sécrétion de cytokines

immunosupressives (TGFb, IL-10).
D’aprés Dunn et al. Immunity (2004)
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A. Diminution de I'immunogénicité des cellules tumorales

1. Perte d’expression antigénique
L'efficacité de la réponse cellulaire T effectrice anti tumorale est dépendante de la présence
d’antigenes exprimés a la surface de la cellule tumorale.
L'absence d’expression de ces antigenes tumoraux a leur surface permet ainsi aux cellules
tumorales de ne pas étre reconnues par les LT effecteurs. Plusieurs mécanismes aboutissant a
cette absence d’expression ont été décrits 2% 25!
- mutations impactant le processus d’apprétement de I'antigéne tumoral sur le CMH
- diminution ou perte d’expression du CMH de classe | pouvant étre secondaire a des

mutations (notamment mutation du géne de la B2microglobuline)

- modifications de la régulation épigénétique de I'expression du CMH I.

2. Resistance a I'apoptose
Les cellules tumorales sont sensibles a I'apoptose médiée par les voies FAS/FAS-L et
DR5/TRAIL. Plusieurs mécanismes permettant aux cellules tumorales d’échapper a
I'apoptose ont été décrits tels que l'augmentation d’expression de molécules anti-
apoptotiques (FLIP et BCL-XL) *®* ?®3, ’'expression de formes inactives des récepteurs de mort
TRAIL et FAS-L ou encore la perte de I'expression de FAS %% A I'inverse certaines cellules
tumorales vont acquérir ou augmenter leurs propriétés pro-apoptotiques par I'expression de
FAS-L qui va se lier au récepteur FAS exprimé par le LT CD8+ et induire la mort de ce dernier,
ou encore par la production de FAS-L soluble induisant I'apoptose des cellules de voisinage

exprimant FAS.
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B. Modification du micro-environnement tumoral

1. Production de cytokines immunosuppressives

Les cellules tumorales peuvent produire des cytokines immunosuppressives qui vont inhiber
I'action des cellules effectrices et favoriser le recrutement et/ou I'activité de cellules
immunorégulatrices.

- Le TGFbeta : Il limite la production d’IL-12 ainsi que son action sur la prolifération des LT. I
empéche également la sécrétion d’IFNy par les LT cytotoxiques et les cellules NK. Enfin, le
TGFbeta joue un role essentiel dans la différenciation et la prolifération de LTh17 et de Tregs
285 286.

- L'IL-10 est l'autre cytokine immunosuppressive majeure retrouvée dans le MET. Sa
production est en partie induite par le TGFbeta, et exerce un rétrocontréle positif en
augmentant a son tour la production de ce dernier **’. Ses fonctions suppressives sont liées a
plusieurs mécanismes : inhibition de la présentation des antigénes tumoraux, inhibition de
I'expression des molécules de co-stimulation CD80 et CD86 et du CMHII. L'IL-10 limite

également la sécrétion d’IL-12 et d’IFNy par les LT *%%.

2. Blocage de la maturation des cellules dendritiques
Le nombre et les propriétés des CD circulantes peuvent étre modifiées en situation de cancer.
Ainsi les patients porteurs de mélanomes ou de cancer du col utérin avaient moins de CD

289 290

circulantes en comparaison a des sujets sains . Cette baisse semblait particulierement

toucher les pDC méme si les cDC étaient également diminuées.
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Mais c’est surtout par un impact sur leur maturation que la tumeur est capable de détourner
la fonction des CD dans son intérét. Dans une étude réalisée chez des patients atteints de
leucémie lymphoide chronique (LLC), les CD circulantes présentaient une diminution de
I’expression des molécules de co-stimulation et une diminution de leur capacité a stimuler des
LT allogéniques. Similairement les mo-DC (générées a partir de monocytes circulants) issues
de patients atteints de LLC présentaient une diminution de I'expression des molécules
impliquées dans la présentation antigénique et I'activation lymphocytaire telles que I'HLA-DR,
CD80, CD83, CD86 et CD40 et présentaient une capacité diminuée a induire la prolifération
des LT CD4+ et CD8+ *°'. Ces observations ont été reproduites dans d’autres localisations

292 290 pe maniere

tumorales telles que le cancer colorectal et le cancer du col utérin
intéressante, certains auteurs ont montré que lorsqu’elles étaient exposés au surnageant de
culture de cellules tumorales, les mo-DC de sujets sains adoptaient un phénotype et des

propriétés similaires a celles retrouvées chez les patients atteints de cancer > ***

. De plus,
dans une étude réalisée chez un patient porteur d’une tumeur du rein, les mo-DC avaient une
capacité réduite a induire la prolifération des LT allogéniques et une capacité augmentée a
induire des Tregs comparés a des sujets sains>>". Trois mois aprés la résection chirurgicale de
la tumeur, les mo-DC issues de ce méme patient retrouvaient des propriétés fonctionnelles
similaires a celles des volontaires sains **. Ces données suggérent ainsi que la présence de la
tumeur était la cause de la dysfonctionnalité des mo-DC observées chez ce patient. Il a plus
tard été montré que plusieurs facteurs tels que I'IL-10, le TFGbeta ou encore le VEGF produit

par les cellules tumorales étaient capables d’induire un blocage de maturation des €D *** *°

297
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3. Recrutement/induction de cellules immunosuppressives

(a) Cellules myéloides immunosuppressives

(i) MDSC

Les Myeloid-derived Suppressor Cells (MDSC) sont des cellules caractérisées chez ’'Homme
par I'expression du CD33, I'absence d’expression de marqueur de lignée (lin-) et I'absence ou
la faible expression de molécules de CMH de classe Il (HLA-DR -/low). 2 types de MDSC sont
classiquement décrites: les MDSC monocytiques qui expriment le CD14, et les MDSC
granulocytiques, morphologiquement et phénotypiquement proches des neutrophiles
exprimant le CD15. Leur action immunosuppressive peut s’exercer a plusieurs niveaux :

- inhibition des LTCD8+ par déplétion du milieu en nutriments essentiels (notamment en L-

Arginine) et la génération d’un stress oxydatif 2%,

- inhibition des cellules NK par I'expression du TGFbeta **°,
- inhibition de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires par les macrophages >,

- induction de la conversion de LT CD4+ en Tregs >

(ii) TAM
Comme décrits précédemment, certains macrophages ayant un phénotype particulier M2-like
peuvent étre retrouvés au sein de la tumeur et jouent un réle pro-tumoral, notamment par
leurs propriétés immunosuppressives. Les TAM M2-like sont en effet caractérisés par une

forte expression d’IL-10 et de TGF-beta et une faible expression d’IL-12, inhibant ainsi I'action
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des LT. lls présentent également une faible capacité cytotoxique et une faible capacité de

présentation antigénique.

(iii)  Neutrophiles associés aux tumeurs
Le role des neutrophiles intra tumoraux (TAN) reste encore débattu, certains auteurs ayant

montré des effets pro-tumoraux et d’autres anti-tumoraux >%.

Par analogie avec les
macrophages, il est aujourd’hui admis qu’il existe probablement 2 sous types de TAN : les TAN
de type N1 associés a une activité anti-tumorale et les TAN de type N2, a I'impact pro-
tumoral. Une plasticité pourrait exister entre ces deux sous types puisqu’il a été montré que

303 Le role

les TAN N1 pouvaient acquérir des propriétés de TAN N2 sous I'effet du TGFbeta
pro-tumoral des N2 pourrait étre lié a différents mécanismes tels que la production de dérivés
de réactifs oxygénés (ROS), de dérivés d’oxyde nitrique (NO) et de facteurs pro-angiogéniques

comme le VEGF 3%,

(b) Tregs
Les Tregs sont des LT CD4+ immunosuppresseurs ayant un role clé dans la tolérance
immunitaire périphérique, notamment dans la tolérance du soi.
L’existence de LT impliqués dans la régulation périphérique de la réponse immunitaire a été
suspectée dans les années 60 mais c’est dans les années 90 que I'équipe de Sakaguchi et al. a
pour la premiere fois identifié ces cellules. Par leurs travaux, ainsi que ceux d’autres équipes,
les Tregs ont été caractérisés comme des LT CD4+ exprimant fortement le CD25, le Foxp3 et

ayant une expression nulle ou faible de CD127 (cellules CD4+ CD25+ Foxp3+ CD127low/-). Le
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géne FOXP3, membre de la famille des régulateurs transcriptionnels Forkhead/winged-helix,
est un régulateur clé de I'activité des Tregs. Chez I’'Homme, une mutation de ce géne entraine
le syndrome IPEX, caractérisé par des atteintes auto-immunes multiples. Cependant
I'expression de Foxp3 n’est pas restreinte aux Tregs et peut étre présente dans d’autres

populations cellulaires T suppressives et non suppressives.

(i) Ontogénie des Tregs

La population des Tregs est constituée de deux sous populations ayant des origines
différentes : les Tregs naturels ou thymiques (tTreg) et les Tregs induits (iTregs) aussi appelés
Tregs périphériques (pTregs).

- tTreg : Les tTreg se différencient a partir des thymocytes CD4+ au cours de leur maturation
dans le thymus. Ils semblent étre issus des thymocytes présentant une affinité intermédiaire
pour les complexes CMH/peptides du soi, échappant donc a la sélection négative mise en jeu
dans la tolérance centrale, bien que tous les mécanismes permettant cet échappement ne
soient pas encore élucidés. Plusieurs stimuli tels que la présence de signaux de co-stimulation,
la sécretion d’IL-2 ou la sécretion d’IL-7 vont ensuite induire |'expression du CD25 et du Foxp3
et la différenciation en Treg.

- iTreg : Les Tregs peuvent également se différencier en périphérie a partir de LT CD4+ naifs.
Cette population représente une minorité des Tregs retrouvés chez I'Homme, sauf dans
certains organes ou ils sont retrouvés en quantité importante notamment dans le tube

digestif et le placenta. lls semblent ainsi particulierement impliquée dans I'induction et le
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maintien de la tolérance digestive (envers les bactéries commensales du tube digestif et les
N . . . 305 306

antigenes alimentaires notamment) et de la tolérance materno-feetale .

Plusieurs mécanismes et conditions permettant la différenciation des LT CD4+ naifs en Tregs

ont été décrits: notamment une maturation insuffisante des CD (sur laquelle nous

reviendrons plus loin), une quantité sous immunogénique de peptide présenté ou encore la
, . ) 307 308 309 . :

présence de certains facteurs comme I'lL-2 ™' ou le TGF-beta . Ce dernier semble avoir

un réle particulierement important dans I'induction de iTregs, via la voie Smad **°.

(i) Réle des CD dans I'induction des Tregs
Bien que les CD représentent des cellules clés dans I'activation de la réponse immunitaire,
elles jouent également, comme nous l'avons vu, un réle essentiel dans l'induction et le
maintien de la tolérance immunitaire, notamment via leur capacité a induire des Tregs. Les
interactions entre CD et Tregs ont été largement étudiées méme si de nombreuses questions
restent non élucidées. Plusieurs mécanismes sous tendant l'induction et le maintien des Tregs
par les CD ont ainsi été décrits :

- Induction de tTregs par les CD thymiques. Au sein du thymus, les CD participent a la

différenciation des plasmocytes en tTregs, sous l'effet notamment du thymic stromal
lymphoietin (TSP) produit par les corpuscules de Hassal *'*.

- Induction de iTregs. Le role des CD et des Tregs dans le maintien de la tolérance immunitaire

est particulierement important dans les tissus en contact direct avec des agents extrinséques

305

tels que le tube digestif, les poumons et la peau *. C'est donc dans ce contexte spécifique

que les interactions entre CD et iTregs ont été particulierement étudiées. Dans ces tissus, les
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CD vont capter les antigénes et migrer vers les organes lymphoides secondaires sous |'effet de

I'up régulation du CCR7>"

. Cependant, sous l'effet de facteurs anti-inflammatoires tels que le

TGFbeta, I'acide rétinoique (RA) ou encore I'lL-10 présents dans le tissu d’origine, le processus

de maturation de la CD va étre incomplet. Ainsi dans le ganglion, la présentation de I'antigene

par la CD immature (ou partiellement mature) n’entraine pas de réponse cellulaire effectrice
mais peut induire la différenciation des LT CD4+ naifs en Tregs. Plusieurs conditions sous
tendant cette différenciation ont été décrites " :

* une faible quantité de peptide antigénique présenté par la CD 3%

* une faible expression de molécules de co-stimulation activatrices (CD80, CD86, CD40) par
laCD

* un milieu pauvre en cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-12)

* un milieu riche en cytokines ou facteurs anti-inflammatoires (IL-10, TGFbeta, acide
rétinoique) pouvant étre produit par les CD elless-mémes ou par d’autres cellules
immunitaires >*°

e I’expression de molécules inhibitrices par les CD (ILT-3, PD-L1, PD-L2) 37 3®

* la modification de I'environnement métabolique des LT par les CD: notamment

production d’IDO **.

(iii)  Tregs naifs et Tregs effecteurs
D’un point de vue fonctionnel, de nombreuses sous populations de Tregs ont été décrites.
Deux grandes catégories ont ainsi été identifiées, caractérisées par I'expression mutuellement

exclusive du CD45R0 ou du CD45RA : les Tregs naifs et les Tregs effecteurs.
91



- Les Tregs naifs (CD45RA+/CD45R0-) sont essentiellement des Tregs thymiques. Ils sont

également caractérisés par une expression plus faible de Foxp3 et ne possedent pas d’activité
suppressive. lls constituent une population de Tregs quiescents, non prolifératifs, ayant une
320 321

résistance augmentée a I'apoptose apres stimulation

- Les Tregs effecteurs (CD45R0O+/CD45RA-) sont probablement différenciés a partir de Tregs

naifs apres leur activation. Ils sont également caractérisés par une expression élevée de Foxp3
et présentent une activité suppressive, un taux de prolifération élevé, et une résistance a
I'apoptose moindre %°.

Plus récemment, il a été montré qu’il existait une véritable polarisation des Tregs,
superposable a celle observée chez les LT CD4+ helpers. On distingue ainsi des Tregs Th1, Th2
ou Th17, caractérisés par I'expression des récepteurs de chimiokines et I'activation de voies

de signalisation distinctes.

(iv)  Tregs en situation physiologique
Plusieurs mécanismes immunosuppressifs des Tregs ont été décrits :

« Sécrétion de cytokines immunosuppressives telles que I'IL-10, I'IL-35 et le TGFbeta **°.

* Expression de molécules de co-stimulation inhibitrices telles que CTLA-4, Lag3 3> 3**
« Cytotoxicité directe : lyse des cellules effectrices via le systéme perforine/granzyme >*°
* Epuisement métabolique : notamment par déplétion du milieu en IL-2, nécessaire a

I'activation des cellules effectrices, qui se lie avec une haute affinité au CD25 exprimé

par les Tregs *%°.
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Induction de CD immatures tolérogenes. Comme nous l'avons vu précédemment,
certaines CD peuvent induire des Tregs thymiques et périphériques. A l'inverse, les
Tregs peuvent également influencer I’activation et la maturation des CD pour favoriser
la présence de CD immatures tolérogéne, notamment via la production d’IL-10 et
I'expression de molécules de co-stimulation inhibitrices telle que le CTLA-4. Ces
molécules vont se lier de maniére compétitive aux molécules de co-stimulation
activatrices CD80 et CD86 exprimées a la surface des CD, et entrainent leur diminution
via un phénoméne de trans-endocytose résultant en leur dégradation intra cellulaire
327

. Il existe ainsi en situation physiologique un véritable cross-talk entre les Tregs et

les CD.

93



a Inhibitory cytokines b Cytolysis

Membrane-

Granzyme A or granzyme B
tethered TGFp Ak pEEyme

TGFB
o &
o o
° "o

® o © o o
: o : Perforin pore
Treg <ell IL-35 iL-10 Effector T cell Apoptotic effector
T cell
¢ Metabolic disruption d Targeting dendritic cells

Death due
to cytokine
deprivation

Through

gap
junctions

Adenosine class Il

Inhibition of DC maturation
and function

Figure 14. Mécanismes immunosuppresseurs des lymphocytes T régulateurs.
Plusieurs mécanismes d’'immunosuppression par les Tregs ont été décrits tels que (a) la
production de cytokines suppressives (b) une cytotoxicité directe par le systeme perforine-

granzyme (c) des modifications métaboliques et (d) I'induction de CD immatures.
D’apreés Vignali et al. Nat. Rev. Immunol. (2008)

(v) Tregs en situation tumorale
Si ces fonctions immunosuppressives jouent un réle fondamental en situation physiologique,
elles peuvent étre détournées par la tumeur pour inhiber la réponse immunitaire et favoriser
la croissance tumorale. Ainsi, une forte infiltration intra tumorale en Tregs est observée dans
de nombreux cancers. Il a également été montré que les patients atteints de cancer avaient

plus de Tregs circulants par rapport aux sujets sains, et que leurs Tregs possédaient des
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capacités immunosuppressives augmentées

328 329 | 3 présence de Tregs intra tumoraux et

circulants est ainsi associée a un mauvais pronostic dans un grand nombre de localisations

tumorales

3303 part dans le cancer colorectal ou leur caractére pronostique semble plus

controversé.

Plusieurs mécanismes a I'origine de I'accumulation de Tregs intra-tumoraux ont été décrits :

L’augmentation de leurs capacités de migration via I'expression de chimiokines par les
cellules tumorales et les cellules immunitaires du MET telles que CCL22 (ligand du
récepteur CCR4 et CCD8 exprimés par les Tregs) ou CCL28 (ligand du récepteur CCR10)
331 332 333 334.

La prolifération des Tregs existants en intra-tumoral ou au sein des organes
lymphoides secondaires. Ce phénomeéne pourrait étre dépendant notamment de la
présence d’IL-2 (sécrété notamment par les cellules effectrices), de TGF-beta (sécrété

notamment par les CD) ou encore du VEGF-A **

33 1l a en effet été montré que le

La conversion de novo des LT CD4+Foxp3- en Tregs
TGFbeta produit par la cellule tumorale ou par les autres cellule immunitaires du MET
était capable d’induire la différenciation de LT CD4+ en Tregs dans les organes
lymphoides secondaires. Certains auteurs ont également suggéré que les Tregs
pouvaient se différencier directement a partir de LT effecteurs présents au sein de la

tumeur **’, bien que ce phénomeéne de conversion locale, et sa contribution au pool de

Tregs observés au sein de la tumeur soient controversés.

L’activation et la prolifération des Tregs intra tumoraux va ensuite étre régulée par leurs

interactions avec les cellules tumorales et les autres cellules immunitaires (notamment les
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CPA) via I'expression a leur surface de molécules de co-stimulation inhibitrices ou activatrices,

et par les cytokines du MET.

4. Epuisement des lymphocytes T

Au cours de la progression du cancer, les cellules tumorales vont induire une perte d’efficacité
progressive de la réponse cellulaire T CD8 appelée épuisement ou exhaustion.
Ce phénomene est a différencier de I'anergie lymphocytaire qui est un état de « non
réponse » survenant lorsque le LT CD4+ ou CD8+ engage son TCR avec le complexe CMH-
peptide présenté par la cellule tumorale ou par la CPA (signal 1 de I'activation lymphocytaire),
en I'absence de molécules et de cytokines de co-stimulation (signal 2 et 3). Cette interaction
est insuffisante pour induire 'activation du LT qui entre alors dans un stade « anergique »
avec des capacités de prolifération ainsi qu’une fonction cytotoxique diminuées 3.

L’exhaustion lymphocytaire est un processus lié a la stimulation chronique et répétée des LT
CD8+ par l'antigene tumoral, et pouvant étre favorisé par d’autres éléments tels que la
présence de cellules ou de facteurs immunosuppressifs ou bien des changements
métaboliques tels que I'hypoxie. Le LT CD8+ épuisé perd ses propriétés cytotoxiques et sa
production de cytokines activatrices. D’un point de vue phénotypique les LT CD8 épuisés sont
caractérisés par une forte co-expression de molécules inhibitrices telles que PD-1, Tim-3, Lag3

et CTLA-4 >,
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CHAPITRE V. IMPACT IMMUNOMODULATEUR DE L’AXE
HGF/MET

I. Impact de 'axe HGF/MET sur les cellules immunitaires

A. Lymphocytes :

Comme nous I'avons vu, I'axe HGF/MET joue un réle essentiel dans I'organogenése au
cours de la vie embryonnaire. Ce rdole semble également s’exercer au cours de la
lymphopoiése. En effet, chez la souris, cMet est fortement exprimé dans le thymus foetal et
néo-natal par les cellules lymphoides. Cette expression décroit trés rapidement au cours de la

période post-natale **

. Dans cette méme étude, la stimulation in vitro de thymocytes foetaux
de souris induit leur différenciation en lymphocytes T matures ayant une forte expression du
TCR. Parallélement, il a été montré chez la souris et chez I'Homme que les cellules stromales
du thymus étaient capables de produire de I'HGF, y compris a I'dge adulte, et que cette

production diminuait significativement au cours du vieillissement **

. De plus, dans des
modeles murins, I'inactivation de MET dans les thymocytes était associée a une diminution
du nombre de thymocytes matures lorsque le thymus était soumis a une agression tissulaire,

342

et a une accéleration de I'involution thymique™~. Ces données suggérent ainsi également un

réle post-natal de la voie HGF/MET dans la réparation et le renouvellement thymique.

Par rapport aux autres types cellulaires, I'impact direct de la voie HGF/MET sur les LT

périphériques a été moins étudié, notamment du fait de la faible expression du récepteur

CMET par les LT naifs, rapportée par plusieurs auteurs.
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HGF semble jouer un réle dans la migration des LT. Adams et al. ont en effet montré in vitro
que I'HGF induisait la migration de LT humains isolés a partir du sang périphérique, et que cet
effet était limité aux LT mémoires (CD45RA+) et aux LT CD8+ mais n’était pas observé pour les
LT effecteurs (CD45R0+) **. Dans cette étude, il n’était pas détecté d’expression du cMET par
les LT, y compris aprés stimulation. Les auteurs ont émis I’hypothése qu’un autre récepteur a
I’'HGF non identifié pourrait étre exprimé par les LT, bien que cette hypothése n’ait pas été
validée. A l'inverse, dans une étude réalisée par le groupe de Komarowska et al. les LT
stimulés in vitro par des anticorps anti-CD3 et anti-CD28 en présence d’HGF présentaient une
up-régulation de I'expression de cMET et des capacités de migration augmentées, semblant

3 |’expression d’autres récepteurs de chimiokines tels

liées a I'expression autocrine de CCL4
que CXCR3 et CCR4 étaient également augmentée.

Plus récemment, I'équipe de Benkhoucha a identifié chez la souris une population rare
de LT CD8+ effecteurs exprimant le cMET et ayant des capacités cytolytiques augmentées.
Dans cette étude, HGF exercait un role immunosuppressif sur les LT CD8+ cMET+ d’une part
en diminuant leur activité cytolytique directe in vitro et in vivo (alors que la cytotoxicité des LT
CD8+ cMet- n’était pas modifiée en présence d’"HGF) mais aussi en induisant des propriétés
régulatrices chez ces cellules. Ainsi, les LT CD8+ cMET+ pré-exposés a I’'HGF étaient capables
de diminuer I'activité des LT CD8+ spécifiques in vitro. Des LT CD8+ cMet+ intra tumoraux
étaient observés dans plusieurs modeles murins de cancer et chez 'Homme au sein de
mélanomes >*.

Tout comme les LT, les LB naifs n’expriment pas le cMET. Cependant plusieurs auteurs

ont montré qu’une up-régulation de cMET était observée sur les LB présents dans les organes
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lymphoides secondaires apres activation. Plusieurs données suggérent ainsi que la voie
HGF/MET pourrait étre impliquée dans la migration et I’'adhésion des LB activés au sein des

346 347

follicules, et moduler leur activation . De plus, la signalisation HGF/MET pourrait jouer

un réle dans la survie des LB matures 3%,

B. Monocytes/Macrophages

L'impact de I'axe HGF/Met sur les monocytes et les macrophages apparait limité en situation
physiologique. En revanche, en cas d’agression aiglie ou chronique son activation pourrait
favoriser la régénération tissulaire en augmentant le recrutement des monocytes circulants et
des macrophages, et en modulant leur phénotype vers un phénotype anti-inflammatoire.

Chez 'Homme, les monocytes circulants ne semblent pas ou peu exprimer le cMET en
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situation physiologique . En revanche, plusieurs données suggerent que |'expression de

cMET par les monocytes peut étre augmentée par l'exposition a des facteurs pro-

349350 331 En présence d’HGF, les

inflammatoires tels que le LPS, le TPA ou I'lFNgamma
monocytes ainsi activés présentent des capacités de migration in vitro augmentées et une up-
régulation des génes impliqués dans la migration cellulaire ***.

En plus de cet impact direct de I'axe HGF/MET sur la capacité de migration des monocytes,
cette voie semble également jouer un réle lors de la différenciation des monocytes en
macrophages. En effet, les macrophages différenciés in vitro a partir de lignées de monocytes
humains en présence de signaux inflammatoires tels que le LPS ou le TPA présentent une

augmentation de I'expression de cMET. Lors de l'initiation de la réponse immunitaire, les

cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 vont induire la production de facteurs
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régulateurs tels que I'u-PA qui va convertir le pro-HGF inactif en HGF. Coudriet et al. ont
montré qu’en présence d’HGF, les macrophages stimulés par le LPS produisaient moins d’IL-6
et avaient a l'inverse une production augmentée d’IL-10, favorisant ainsi un phénotype anti-

32 Cet impact de I'HGF sur I'atténuation de la réponse pro-

inflammatoire des macrophages
inflammatoire des macrophages a été observé dans des pathologies inflammatoires
chroniques telle que I'obésité. Il a ainsi été montré dans des modeles in vitro et in vivo que
I'HGF était capable de limiter la production de facteurs pro-inflammatoires par les
macrophages induite par les adipocytes>>>. De maniére intéressante, 'HGF circulant est

4 ou il semble étre

retrouvé en quantité augmentée chez les patients atteints d’obésité >’
produit par les adipocytes et les cellules stromales du tissu adipeux. Une hypothése avancée
par certains auteurs est que la production d’HGF pourrait étre un mécanisme compensatoire
pour rétablir 'homéostasie tissulaire dans cette pathologie.

HGF semble également impliqué dans le recrutement de macrophages tissulaires lors de
processus inflammatoires ou Iésionnels. Dans un modéle murin de néphropathie chronique
liée au diabete, I'administration d’"HGF était associée a une augmentation de I'expression de

CXCL12 dans le rein induisant le recrutement de macrophages et favorisant la réparation

tissulaire®”.

C. Cellules dendritiques

3¢ Deux

Chez la souris, une expression de cMET est observée sur les CD différenciées in vitro
impacts principaux de la voie HGF/MET sur les CD ont été décrits et étudiés :

- Impact sur la migration des CD
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La migration des CD de leur tissu d’origine vers les organes lymphoides secondaires
représente une des étapes clés de I'activation de la réponse immunitaire adaptative. Dans des
expériences réalisées a partir d’explants cutanés, I'application d’HGF était associée a une
augmentation de la capacité de migration des CD et des cellules de Langherans. Dans cette
méme étude, l'inactivation de MET conditionnée par un stimulus inflammatoire était
également associée a une diminution de la migration des CD du derme vers les OLS, résultant
chez ces souris en une diminution de la réponse immunitaire spécifique dirigée contre des

37 Cet impact semble lié 3 une modulation de I'adhésion cellulaire liée aux

haptenes
intégrines par I'axe HGF/Met sur les CD.

- Induction de CD tolérogénes

L’équipe de Rutella est la premiere a avoir suggéré que I'HGF était capable de moduler
directement le phénotype et la fonction des CD. Dans ce travail, les auteurs ont montré que
les monocytes issus de volontaires sains cultivés en présence d’HGF exprimaient moins de
molécules de co-stimulation CD80, CD83 et CD86, et produisaient moins d’IL-12 et plus d’IL-10
et d’'IDO par rapport a des CD « controles » différenciées a partir de monocytes circulants en
présence de GM-CSF et d’IL-4. De plus, les LT allogéniques cultivés avec ces monocytes
précédemment stimulées par I’'HGF produisaient moins d’IL-2 et d’IL-4, et acquéraient des
propriétés suppressives >>°. Ces données ont été confirmées par les travaux du groupe de
Molnarfi et Benkhoucha dans lesquels les monocytes de sujets sains, cultivés en présence de
GM-CSF, d’IL-4 et d’'HGF, présentaient des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de

9

CD « tolérogénes » capable d’induire des Tregs in vitro **°. Dans un autre travail portant sur

un modele murin d’encéphalite auto-immune, ces auteurs ont montré que la surexpression
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sélective d’"HGF dans les cellules neuronales était associée a une diminution de la sévérité des
Iésions d’encéphalite et a une augmentation de l'infiltration du systéme nerveux central par

%0 De plus, Les CD isolées a partir du systéme nerveux central de ces souris étaient

les Tregs
capables d’induire la différenciation de LT CD4+ spécifiques en Tregs produisant de I'IL-10.
L'induction de CD tolérogénes par I'HGF pourrait étre impliquée dans d’autres mécanismes
physiopathologiques, et pourrait expliquer notamment son réle protecteur dans la tolérance
immunitaire observée dans le contexte de greffe cardiaque *°*.

Plusieurs mécanismes pouvant expliquer la capacité de la voie HGF/MET a induire ces
propriétés régulatrices chez les CD ont été suggérés comme l'inhibition de la voie NFkappaB
par I'HGF, ou encore l'induction de I'expression du Glucocorticoid-induced leucine zipper

(GILZ), acteur majeur de 'immunosuppression induite par les glucocorticoides, par les CD 2.

D. Neutrophiles

Un premier impact de I'axe HGF/MET sur les neutrophiles semble étre de favoriser leur
adhésion aux cellules endothéliales ainsi que leur transmigration via |’activation de I'integrine
LFA-1 >°3. Plusieurs travaux ont également montré que l'activation des neutrophiles par
différents stimuli inflammatoires tels que le LPS, le TNFalpha ou I'IL-1 induisait un relargage
d’HGF ®*. En effet les granulations des neutrophiles circulants contiennent du pro-HGF inactif
qui peut, sous l'effet d’un signal d’activation, étre converti en HGF mature et étre relargué
dans le tissu. Il a ainsi été décrit que les PNN des alvéoles pulmonaires et du tissu hépatique

pouvaient sécréter de I'HGF, participant a la régénération tissulaire dans des pathologies
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respiratoires aiglies ou des pathologies hépatiques telles que I'hépatite aigiie alcoolique **

366

Il. Implications en situation tumorale
L’axe HGF/MET semble donc avoir un impact plutot suppresseur sur la réponse immunitaire.
Ce roéle régulateur est bénéfique en situation physiologique pour limiter la réaction
inflammatoire et permettre le renouvellement tissulaire. A I'inverse, en situation tumorale ou
une réponse immunitaire efficace maximale est nécessaire, ce réle immunosuppresseur
suggeére un impact négatif pro-tumoral de I'activation de la voie HGF/MET. Cependant,
certains auteurs ont également décrit un impact anti-tumoral de I'axe HGF sur le systeme
immunitaire, particulierement sur les neutrophiles '*°. Relativement peu d’études se sont
attachées a étudier les relations entre systéeme immunitaire et voie HGF/MET dans le contexte
spécifique du cancer. Notamment, I'impact tolérogéne de I'HGF sur les CD n’a jamais été

démontré dans cette situation.
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Figure 15. Potentiels roles immunomodulateurs de I’HGF en situation tumorale
Plusieurs réles immunomodulateurs de I'axe HGF/MET ont été mis en évidence en situation

physiologique et en situation tumorale (étoile rouge).
D’apreés Titmarsh et al. Frontiers in Oncology (2020)

A. Effets anti-tumoraux

- Stimulation de la réponse effectrice. cMET peut étre reconnu comme un antigene tumoral et

induire I'activation des LT CD8 cytotoxiques contre les cellules tumorales exprimant cMET >%’.

Dans une autre étude, I'administration intra tumorale d’une cytokine hybride (fusokine)
associant IL-7 et HGF était associée a une augmentation des TILS CD4+ et CD8+ et a une
diminution de la croissance tumorale dans plusieurs modéles murins de cancer colorectal et
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de mélanome . Dans cette étude, la co-administration des 2 cytokines HGF et IL-7 (non

hybridés) était associée a une réduction tumorale et a une infiltration en LT moindre que ce
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qui était observé avec le traitement par la fusokine. De plus, aucune régression tumorale

n’était observée apres administration intra-tumorale d’HGF seul.

- Impact sur les neutrophiles. Chez 'Homme, cMET est faiblement exprimé par les

neutrophiles circulants en situation physiologique. En revanche cette expression semble étre
augmentée chez les patients atteints de cancers, a la fois sur les neutrophiles circulants et sur
les neutrophiles intra tumoraux, ou cette augmentation est encore plus importante. In vitro la
culture de neutrophiles humains ou murins en présence de milieu conditionné par des cellules
tumorales, ou en présence de TNFalpha ou de LPS, induit une augmentation de I'expression
de cMET & leur surface **°. Dans différents modéles de cancer murins, 'équipe de Finisguerra
et al. a montré que l'inactivation de I'expression de MET dans les neutrophiles était associée a
une croissance tumorale accrue et a une augmentation des métastases a distance ainsi qu’ a
une diminution de l'infiltration en neutrophiles intra tumoraux. Dans cette méme étude, les
auteurs ont montré que I'expression de cMET par les neutrophiles était nécessaire pour
permettre leur migration transendothéliale vers les tissus |ésés dans des modeles de colite ou
de péritonite inflammatoire. Enfin, in vitro, les neutrophiles MET -/- présentaient une
diminution de la cytotoxicité envers les cellules tumorales, notamment par une diminution de
la production de NO. De plus, les neutrophiles stimulés par I’'HGF avaient une production de
NO et une cytotoxicité augmentée. Ainsi, les données apportées par ce groupe suggerent un
impact anti-tumoral de la voie HGF/MET sur les neutrophiles **°.

A linverse, I'équipe de Glodde et al. ont montré dans des modéles murins que les

neutrophiles intra-tumoraux exprimant le cMET présentaient un phénotype
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immunosuppressif, avec une expression augmentée de génes tels que PD-L1 et iNOS. Chez des
souris porteuses de tumeurs et traitées par transfert adoptif de LT, I'administration
concomitante d’inhibiteurs de cMET était associée a une diminution de l'infiltration en TAN, a

39 Une hypothése

une meilleure efficacité du traitement et a une augmentation de la survie
pouvant expliquer cette différence de rbéle pro ou anti-tumoral est I'impact du milieu
cytokinique sur la fonctionnalité des TAN. En effet dans le contexte de transfert adoptif de LT,
la réponse cellulaire T va induire une forte production d’IFNg qui pourrait promouvoir des
mécanismes immunosuppressifs afin de limiter I'ampleur de la réponse immunitaire.

Enfin, d’autres équipes ont montré que les TAN observés dans le cancer du foie et dans le

cancer broncho-alvéolaire produisaient de I'HGF, suggérant la aussi un réle plutét pro-tumoral
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B. Effets pro-tumoraux

- Association avec I'expression de PD-L1. Comme précédemment décrit, I'expression de PD-L1

par la cellule tumorale représente un des mécanismes participant a I’échappement
immunitaire, via l'inhibition de I'activation des LT exprimant le PD-1. Plusieurs auteurs ont
suggéré que l'activation de la voie HGF/Met pourrait étre associée a une expression tumorale
de PD-L1. En effet, dans une étude portant sur 389 cancers pulmonaires (CBNPC), il existait
une corrélation positive entre le taux d’expression de PD-L1 et d’amplification de MET par la
tumeur. Ces résultats ont été reproduits dans une autre étude portant sur 155 cancers
pulmonaires. Dans cette derniére, les auteurs ont également montré in vitro sur des lignées

cellulaires de cancer que I'activation de la voie HGF/MET était capable d’induire directement
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I’expression de PD-L1 . Enfin dans une étude chinoise portant sur plus de 1000 cancers

gastriques, les tumeurs exprimant cMET avaient une plus forte expression de PD-L1 par les
cellules tumorales et par les cellules immunitaires infiltrantes que les tumeurs cMET - "%,

Cependant, de maniere contradictoire, dans une étude réalisée sur des modeéles murins de
carcinome hépato cellulaire, l'inhibition de la voie HGF/MET était associée a une
augmentation de I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales. Celle-ci était liée a une
diminution de sa dégradation par la Glycogen synthase kinase 3b (GSK3B). De plus,
I’expression intra-tumorale de PD-L1 était négativement corrélée a |'’expression de MET chez

37> Selon les auteurs de cette étude, la discordance de ces

les patients atteints de CHC
résultats avec ceux observés dans le cancer pulmonaire pourrait étre liée a une spécificité de

I'impact de la voie HGF/MET sur I'expression de PD-L1 selon certains organes et tissus.

- Impact sur la production d’IDO. Dans des expériences réalisées in vitro sur des lignées

cellulaires de cancer de l'ovaire (lignée SKOV-3 produisant de I'IDO), une inhibition
pharmacologique de cMET ou la transfection avec un antagoniste du cMET (NK4), entrainait
une inhibition de la production d’IDO, et une augmentation de la sensibilité a la cytotoxicité
des cellules NK. Chez la souris, le blocage de la voie HGF/MET (toujours par transfection de
I’'antagoniste de cMET NK4) entrainait une augmentation de l'infiltration tumorale en cellules

NK et une croissance tumorale réduite par rapport au groupe contrdle *°,
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C. Impact sur la réponse a I'immunothérapie

Si I'impact spécifique de I'activation de la voie HGF/MET sur la réponse immunitaire anti
tumorale est encore relativement peu étudié, de plus en plus de données suggerent qu’elle
pourrait constituer un des mécanismes de résistance a lI'immunothérapie. Ce sujet sera

abordé dans la partie discussion.
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OBJECTIFS

La compréhension des mécanismes d’échappement tumoral au systéme immunitaire
représente un des enjeux clé de la recherche actuelle en oncologie. La découverte de
I’expression de molécules de co-stimulation inhibitrices par les cellules tumorales a ainsi
permis le développement des inhibiteurs de checkpoint immunitaires, constituant une
révolution thérapeutique majeure dans la prise en charge des cancers.

Au-dela des molécules de co-stimulation inhibitrices, de multiples mécanismes permettant a
la tumeur d’échapper au systéme immunitaire ont été décrits. Parmi ces mécanismes, la
capacité des cellules tumorales a induire I'accumulation de lymphocytes T régulateurs a été
démontrée dans de nombreux cancers, notamment dans le cancer gastrique. Différents
phénomeénes peuvent étre a |'origine de cette accumulation. Dans le laboratoire plusieurs
travaux ont ainsi montré que le VEGF-A, molécule pro-angiogénique, était capable d’induire
I'accumulation de Tregs en situation de cancer. Comme évoqué précédemment, la voie
HGF/cMET possede également des propriétés pro-angiogéniques et a été décrite comme
pouvant agir sur les cellules immunitaires. De plus, cette voie peut étre suractivée dans le
contexte du cancer gastrique.

L'objectif de mon travail de thése a ainsi été d’étudier I'impact de I'axe HGF/MET sur
I’'accumulation de lymphocytes T régulateurs chez les patients atteints de cancer gastrique.

Pour cela, nous avons :
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- caractérisé l'expression de cMET par les cellules immunitaires circulantes des patients
atteints de cancer gastrique et son association avec les paramétres cliniques et histologiques
dans cette pathologie.

- étudié in vitro I'impact direct de I'HGF sur la différenciation et la maturation des cellules
dendritiques de patients atteints de cancer et leur capacité a induire des Tregs.

- étudié I'impact d’un anticorps anti-HGF sur les lymphocytes T régulateurs circulants chez des

patients atteints de cancer gastrique.
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RESULTATS

Article publié dans Cancers (Novembre 2021)

Titre original : Targeting HGF/c-Met axis decreases circulating regulatory T cells

accumulation in gastric cancer patients.

Auteurs : Juliette Palle, Laure Hirsch, Alexandra Lapeyre-Prost, David Malka,
Morgane Bourhis, Simon Pernot, Elie Marcheteau, Thibault Voron, Florence
Castan, Ariane Lacotte, Nadine Benhamouda, Corinne Tanchot, Eric Francois,
Francois Ghiringhelli, Christelle de la Fouchardiere, Aziz Zaanan, Eric Tartour,

Julien Taieb et Magali Terme.
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L’hyperactivation de la voie HGF/MET, retrouvée dans de multiples cancers notamment le cancer
gastrique, induit de nombreux processus associés a la croissance tumorale, tels que la
prolifération et la survie cellulaire, la dissémination a distance ou encore |'angiogenése. Plus
récemment, différents impacts de cette voie de signalisation sur les cellules immunitaires ont été
mis en évidence. Ce role immunomodulateur a été cependant peu étudié dans le contexte
spécifique de I'immunité anti-tumorale. Notamment, I'impact de la voie HGF/MET sur I'induction
de Tregs n’a jamais étudié dans le cancer.

Dans ce travail nous avons étudié le role de la voie HGF/MET sur la différenciation des cellules

dendritiques et I'induction de Tregs chez des patients atteints de CG.

* Les monocytes circulants des patients atteints de cancer gastrique expriment le cMET

Nous avons étudié I'expression de cMET par les cellules immunitaires circulantes chez des
patients atteints d’adénocarcinome gastrique, tous stades confondus. Nous avons observé que les
monocytes circulants des patients expriment le cMET a leur surface, contrairement aux Tregs et
aux LT conventionnels. Cette expression était retrouvée chez les trois sous populations
monocytaires (classiques, intermédiaires et non classiques), mais semblait plus élevée chez les
monocytes classiques. L'expression de cMET était associée a un phénotype histologique tumoral
peu différencié et a la présence de métastases, suggérant qu’une forte expression de cMET par
les monocytes circulants est associée a une maladie agressive dans le contexte de
I’adénocarcinome gastrique. Nous avons donc cherché a étudier l'impact pronostique de
I’expression de cMET chez ces patients. Pour cela nous avons comparé dans un modeéle univarié

la survie des patients ayant une forte expression monocytaire du cMET au diagnostic, a celle des
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patients ayant une expression faible. Dans cette cohorte exploratoire, la forte expression de cMet

par les monocytes circulants au diagnostic initial était associée a une moins bonne survie.

* |'HGF induit la différenciation des monocytes des patients atteints de cancer gastrigue en

cellules dendritiques immatures immunosuppressives

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié in vitro I'impact de I’"HGF sur la différenciation des
monocytes en CD chez les patients atteints de CG. Nous avons observé que les monocytes isolés
du sang périphérique de patients, cultivés en présence de GM-CSF et d’IL-4 (condition standard)
et d’'HGF étaient capables de se différencier en CD exprimant le CD11c, I'HLA-DR et le CD1c. Les
CD différenciées en présence d’HGF présentaient un phénotype immature, avec une diminution
de I'expression du CD86 et de I'HLA-DR par rapport aux CD différenciées en condition standard.
De plus, les CD différenciées en présence d’"HGF avaient une production augmentée d’IL-10 et de
TGFbeta par rapport aux CD standard. Apres stimulation par du LPS, les CD différenciées en
présence d’'HGF ne présentaient pas d’up-régulation des molécules de co-stimulation observée

chez les CD standard.

* Les CD différenciées en présence d’"HGF induisent des lymphocytes T régulateurs

Nous avons ensuite étudié I'impact de ces CD différenciées a partir de monocytes de patients en
présence d’HGF sur la prolifération et l'induction de Tregs. In vitro, les CD différenciées en
présence d’HGF, co-cultivées avec des LT CD4+ allogéniques induisaient une augmentation de la
proportion de Tregs et une augmentation de leur prolifération comparativement au CD

différenciées en condition standard.
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* Le Rilotumumab, un anticorps monoclonal anti-HGF, diminue les Tregs circulants chez les

patients atteints de cancer gastrique avancé

Nous avons comparé le taux de Tregs circulants avant et aprés 2 cycles de traitement chez des
patients atteints de cancer gastrique avancé inclus dans I'essai de phase lll MEGA. Cet essai
comparait l'efficacité de la chimiothérapie standard (FOLFOX) a la chimiothérapie associée au
RILOTUMUMARB (anticorps monoclonal anti HGF) ou au PANITUMUMAB (anticorps monoclonal
anti EGFR). Une diminution des Tregs circulants étaient observée chez les patients traités par
chimiothérapie + anti-HGF alors qu’elle n’était pas retrouvée chez les patients du bras standard

ou du bras chimiothérapie + anti EGFR.

Ce travail suggere ainsi pour la premiére fois en situation tumorale que I'HGF est capable de
moduler la différenciation des CD vers un phénotype immature et immunosuppresseur, capable
d’induire des Tregs. Nous avons également pour la premiére fois a notre connaissance montré
qgue les monocytes circulants des patients atteints de CG expriment le récepteur cMET, et que
cette expression est associée a un mauvais pronostic. Ces résultats apportent donc un nouvel
élément dans la compréhension du réle immunomodulateur, ici immunosuppresseur, de la voie

HGF/MET en situation tumorale.

114



cancers

Article
Targeting HGF/c-Met Axis Decreases Circulating Regulatory
T Cells Accumulation in Gastric Cancer Patients

Juliette Palle 23, Laure Hirsch "4, Alexandra Lapeyre-Prost -2*, David Malka 5-*©, Morgane Bourhis -3,
Simon Pernot 1, Elie Marcheteau 1, Thibault Voron !, Florence Castan °(®, Ariane Lacotte 1,
Nadine Benhamouda "7, Corinne Tanchot -3, Eric Francois 8, Francois Ghiringhelli 9,

Christelle de 1a Fouchardiére 19110, Aziz Zaanan ?, Eric Tartour -3%®, Julien Taieb >© and Magali Terme 1-3*

check for

updates
Citation: Palle, J.; Hirsch, L.;
Lapeyre-Prost, A.; Malka, D.; Bourhis,
M.; Pernot, S.; Marcheteau, E.; Voron,
T.; Castan, F; Lacotte, A.; et al.
Targeting HGF/c-Met Axis Decreases
Circulating Regulatory T Cells
Accumulation in Gastric Cancer
Patients. Cancers 2021, 13, 5562.
https://doi.org/10.3390/
cancers13215562

Academic Editor: Enrico Giraudo

Received: 27 August 2021
Accepted: 2 November 2021
Published: 5 November 2021

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2021 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

1 Université de Paris, Inserm, PARCC, 75015 Paris, France; juliette.palle@aphp.fr (J.P.);

laure hirsch@wanadoo.fr (L.H.); lapeyrea@ipc.unicancer.fr (A.L.-P.); morgane bourhis@inserm.fr (M.B.);
s.pernot@bordeaux.unicancer.fr (S.P.); elie.marcheteau@gmail.com (E.M.); thibault.voron@aphp.fr (T.V.);
arianelacotte@gmail.com (A.L.); nadine. benhamouda@aphp.fr (N.B.); corinne.tanchot@inserm.fr (C.T.);
eric.tartour@aphp.fr (E.T.)

Department of GI Oncology, AP-HP, Hépital Européen Georges-Pompidou, Université de Paris,

75015 Paris, France; aziz.zaanan@aphp.fr (A.Z.); julien.taieb@aphp.fr (J.T.)

Equipe Labellisée Ligue Contre le Cancer, 31037 Toulouse, France

Department of Medical Oncology, Hopital Cochin, Assistance Publique-Hopitaux de Paris, Université de
Paris, 75015 Paris, France

Département de Médecine Oncologique, Gustave Roussy, Université Paris-Saclay, 94805 Villejuif, France;
david.malka@gustaveroussy.fr

6 Biostatistics Unit, CTD INCa, ICM-Montpellier Cancer Institute, 34090 Montpellier, France;
Florence.Castan@icm.unicancer.fr

Department of Immunology, AP-HP, Hopital Européen Georges Pompidou, 75015 Paris, France

Centre Antoine-Lacassagne, 06100 Nice, France; eric.francois@nice.unicancer.fr

Centre Georges-Frangois Leclerc, 21000 Dijon, France; fghiringhelli@cgfl.fr

Medical Oncology Department, Centre Léon Bérard, 69008 Lyon, France;
christelle.delafouchardiere@lyon.unicancer.fr

11 Cancer Research Center of Lyon (CRCL), UMR INSERM 1052, CNRS 5286, 69373 Lyon, France

*  Correspondence: magali.terme@inserm.fr

1t These authors contributed equally to this work.

Simple Summary: Restoring an effective immune response is the key goal of immunotherapy.
One of the major mechanisms of tumor-induced immunosuppression is regulatory T cells (Treg)
accumulation. In this study, using in vitro and in vivo analysis, we assessed the impact of the
HGF/c-Met pathway, involved notably in tumor angiogenesis, on Treg accumulation in patients
with gastric cancer. First, we reported that c-Met is expressed on circulating monocytes of gastric
cancer patients and this expression seems to be associated with the worst outcome. Secondly, during
in vitro cultures, c-Met+ monocytes differentiate into dendritic cells with tolerogenic properties
able to induce the proliferation of Treg. Finally, rilotumumab, an anti-HGF antibody, decreases the
percentage of circulating Treg in gastric cancer patients. Using HGF/c-Met inhibitors to partially
reverse immunosuppression could lead to the development of new treatment associations, for
example with immune checkpoint blockers.

Abstract: Elucidating mechanisms involved in tumor-induced immunosuppression is of great interest
since it could help to improve cancer immunotherapy efficacy. Here we show that Hepatocyte
Growth Factor (HGF), a pro-tumoral and proangiogenic factor, and its receptor c-Met are involved in
regulatory T cells (Treg) accumulation in the peripheral blood of gastric cancer (GC) patients. We
observed that c-Met is expressed on circulating monocytes from GC patients. The elevated expression
on monocytes is associated with clinical parameters linked to an aggressive disease phenotype and
correlates with a worse prognosis. Monocyte-derived dendritic cells from GC patients differentiated
in the presence of HGF adopt a regulatory phenotype with a lower expression of co-stimulatory
molecules, impaired maturation capacities, and an increased ability to produce interleukin-10 and
to induce Treg differentiation in vitro. In the MEGA-ACCORD20-PRODIGEI17 trial, GC patients
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received an anti-HGF antibody treatment (rilotumumab), which had been described to have an anti-
angiogenic activity by decreasing proliferation of endothelial cells and tube formation. Rilotumumab
decreased circulating Treg in GC patients. Thus, we identified that HGF indirectly triggers Treg
accumulation via c-Met-expressing monocytes in the peripheral blood of GC patients. Our study
provides arguments for potential alternative use of HGF/c-Met targeted therapies based on their
immunomodulatory properties which could lead to the development of new therapeutic associations
in cancer patients, for example with immune checkpoint inhibitors.

Keywords: hepatocyte growth factor; c-Met; pro-angiogenic factor; regulatory T cells; gastric cancer;
targeted therapies; anti-HGF

1. Introduction

One of the potential obstacles to reducing the efficacy of immunotherapy resides in the
presence of immunosuppressive cells such as regulatory T cells (Treg). Treg are enhanced
in the peripheral blood and abundantly infiltrate tumor tissues in cancer patients. They
hamper an efficient tumor immunity and represent a key mechanism of tumor evasion [1].
Thus, identification of factors influencing Treg accumulation in tumor-bearing hosts is
essential for the understanding of Treg biology and could provide therapeutic targets.

We have previously shown that a pro-angiogenic factor, the vascular endothelial
growth factor-A (VEGE-A) which is highly produced in tumor-bearing hosts, could be
involved in the accumulation of Treg and that anti-angiogenic (AA) molecules targeting the
VEGF-A/VEGER pathway could decrease Treg in a mouse model of colorectal cancer and
metastatic colorectal cancer patients [2]. However, other pro-angiogenic factors could be
produced by the tumor or by cells from the tumor microenvironment such as Hepatocyte
Growth Factor (HGF) [3]. HGF, which is the ligand of the c-Met receptor, is involved
in the regulation of different cellular properties including cell proliferation, invasion,
angiogenesis, and plays a key role in physiological processes such as embryogenesis,
tissue repair, and regeneration [4]. The HGF/c-Met pathway is aberrantly activated or
overexpressed in epithelial cancers such as gastric, lung, or ovarian cancers [5] and is an
important actionable target in many solid tumors. In two meta-analyses with more than
2000 gastric cancer (GC) patients, c-Met amplification or overexpression is associated with
a poor prognosis [6,7]. C-Met expression is a predictor of invasive growth in GC [8]. High
plasmatic HGF level also correlates with poor overall survival in GC patients [9]. Beyond
these cellular properties, the HGF/c-Met pathway has also been involved in immune
responses [10,11], notably by different works performed in experimental animal models of
inflammatory or autoimmune diseases. In a mouse model of experimental autoimmune
encephalitis, overexpression of HGF in neurons or systemic administration of HGF induce
an increase of Treg and limit neuroinflammation [12,13]. In cancer, HGF is mainly produced
by stromal cells from the tumor microenvironment but also by tumor cells themselves
and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) [14,15]. While HGF is associated with
a poor prognosis particularly in patients with GC, the role of HGF in Treg accumulation
in the context of cancer has not been documented. Based on these previous reports, we
hypothesized that the HGF/c-Met pathway could contribute to the increase of Treg in
cancer patients. In this study, we aimed to explore the role of the HGF/c-Met axis and the
impact of an anti-HGF antibody (rilotumumab) on circulating Treg in GC patients.

2. Material and Methods
2.1. Patients
2.1.1. HEGP Cohort

80 patients with histologically proven gastric or esogastric junction adenocarcinoma
treated in the Gastro-intestinal Oncology unit of Georges Pompidou European Hospital (Pr.
J. Taieb) were included from January 2016 to July 2020. The study was approved by the
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local ethics committee (Comité de Protection des Personnes d’Ile-de-France 04/09/2014).
Oral and written information was provided, and each patient signed a written consent
prior to enrolment. For each patient, a blood sample was collected before or throughout
planned treatment. Clinical and pathological data were obtained from medical records.
Patients’ characteristics at the time of blood collection are presented in Table 1. Patients
with autoimmune diseases or receiving targeted therapies or monoclonal antibodies (such
as trastuzumab and ramucirumab) were excluded. Survival was evaluated in 37 patients
who had received a maximum of one cycle of chemotherapy, or no treatment at all, before
blood sample collection.

Table 1. Characteristics of patients from the HEGP cohort.

N =80 N (%)
Age (years)
median 65
Sex
male 56 (70)
female 24 (30)
Localization
lower esophagus 4(5
esogastric junction 17 (21.5)
gastric body 57 (71)
missing data 2(2.5)
Differentiation
well 8 (10)
moderate 28 (35)
poor 28 (35)
missing data 16 (20)
Linitis
yes 14 (17.5)
no 45 (56)
mixed 11 (14)
missing data 10 (12.5)
Disease status
local/locally advanced 28 (35)
metastatic 52 (65)
Tumor burden
yes 70 (87.5)
no (post-surgery patients) 10 (12.5)
HER?2 status
positive 11 (13.75)
negative 61 (76.25)
missing data 8 (10)

2.1.2. PRODIGE 17-ACCORD 20-MEGA Trial

The PRODIGE 17-ACCORD 20-MEGA trial is a randomized three-arm phase II study
that evaluated the association of chemotherapy (FOLFOX) combined with rilotumumab (a
monoclonal antibody targeting HGF) or panitumumab (a monoclonal antibody targeting
EGFR) in comparison with FOLFOX alone in 162 patients with advanced GC. The trial
eligibility criteria and treatments were reported previously [16]. In 123 patients, an ancillary
study has been conducted to assess the evolution of circulating immune cell populations
before and during treatment. The baseline characteristics of patients included in the
ancillary cohort are shown in Table 2. Blood samples were collected before (day 1) and
after two cycles (day 28) of treatment. Peripheral Blood Mononuclear cells (PBMCs) were
isolated from peripheral blood on Ficoll-Hypaque gradients, Treg staining was performed
on fresh PBMCs and analyzed by flow cytometry (see the corresponding paragraph). The
assessment of circulating immune cells was planned in the initial design of the study. The
final analysis presented hereby included 64 patients for whom data on circulating Treg
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were available both on day 1 and day 28. Specific informed consent was required for each
patient. The trial was registered with the US and French health registries (NCT01443065,
EudraCT No. 2009-012797-12). The study protocol has been approved by a French national
ethics committee.

Table 2. Characteristics of patients from the PRODIGE17-ACCORD20-MEGA ancillary cohort.

N =80 N (%)
Age (years)
median 65
Sex
male 56 (70)
female 24 (30)
Localization
lower esophagus 4 (5)
esogastric junction 17 (21.5)
gastric body 57 (71)
missing data 2(2.5)
Differentiation
well 8 (10)
moderate 28 (35)
poor 28 (35)
missing data 16 (20)
Linitis/Diffuse type (Lauren’s classification)
yes 14 (17.5)
no 45 (56)
mixed 11 (14)
missing data 10 (12.5)
Disease status
local/locally advanced 28 (35)
metastatic 52 (65)
Tumor burden
yes 70 (87.5)
no (post-surgery patients) 10 (12.5)
HER?2 status
positive 11 (13.75)
negative 61 (76.25)
missing data 8 (10)
chemotherapy received by metastatic patients
FOLFOX 25 (48)
FOLFIRI 6 (11.5)
FOLFOX HERCEPTIN 3(5.8)
OTHER 8(15.4)
NONE 7 (13.5)

2.1.3. Healthy Controls

Blood samples from healthy controls (HC) were obtained at Etablissement Frangais
du Sang (European Georges Pompidou Hospital, Paris, convention N°C CPSL UNT-
N°13/R/013).

2.2. Monocyte Isolation and Culture

PBMCs were isolated by Pancoll density gradient centrifugation (PANbiotech, Aiden-
bach, Deutschland). CD14* monocytes were isolated by magnetic labeling followed by neg-
ative magnetic selection (Pan Monocyte Isolation kit; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany). The purity of the obtained monocyte fraction was verified by immunostaining.
Monocytes were then cultured at 37 °C in AIMV-Albumax medium (Thermofisher Scien-
tific, Walltam, Massachusetts, USA) at the concentration of 1 x 10° cells/mL, supplemented
with human Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) (1000 UI/mL;
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) and human Interleukin 4 (IL-4) (400 UI/mL;
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Miltenyi Biotec) (=control condition) or GM-CSEF, IL-4 and human HGF (=HGF condition)
(20 ng/mL; Miltenyi Biotec). On day 3, the medium was changed, and fresh cytokines were
added at the same concentrations. On day 6, culture supernatants and obtained cells were
collected. Cytokine dosage and cellular immunostaining were then performed (see corre-
sponding paragraphs). In 7 independent experiments, to provide a maturation signal to
DCs, Lipopolysaccharide (LPS) (1 pg/mL; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MI, USA) or control
PBS was added to the culture. After 24 h, culture supernatants and cells were collected.

2.3. Isolation of CD4* T Cells

PBMCs from HC were isolated by Pancoll density gradient centrifugation. CD4*
cells were then isolated by magnetic labeling followed by negative magnetic selection
(Miltenyi Biotech). The purity of the obtained CD4* cellular fraction was assessed by
immunostaining.

2.4. Monocyte/Lymphocyte Co-Culture

After 6 days of culture in standard or HGF condition, monocyte-derived DCs gener-
ated from GC patients were collected as previously described. DCs were then co-cultured
with freshly isolated CD4+ T cells at a ratio of 5 lymphocytes for 1 dendritic cell in AIMV-
Albumax medium (Thermofisher, Waltham, MA, USA) at 37 °C for 7 days. After 7 days of
co-culture, cells were collected and immunostaining was performed.

2.5. Immunostaining

Cells were first incubated for 15 min with Human True Stain FcX Blocking reagent
(Biolegend, San Diego, California, USA) to prevent unspecific binding of the antibodies to
Fc receptors. Then cells were incubated for 20 min at 4 °C with the following fluorochrome-
conjugated antibodies or their corresponding isotype controls: CD14 (clone: 61D3); HLA-
DR (clone: LN3); CD3 (clone: OKT3); CD56 (clone: MEM-188); CD19 (clone: HIB19);
CD80 (clone: 2D10.4); CD83 (clone: HB15e); CD86 (clone: 1T2.2); CD25 (clone: BC96);
CD127 (clone: eBioRD); FoxP3 (clone: PCH101) (all purchased at ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA); CD11c (clone: 3.9); CD16 (clone: 3G8); HLA-DR (clone: LN3); PD-
L1 (clone: 29E2A3); ILT-3 (clone: ZM4.1); Tim3 (clone: F38-2E2); CDla (clone: HI149);
CD14 (clone: HCD14); CD209 (clone: 9E9AS8); CD40 (clone: HB14); CD64 (clone: 10.1);
CD1c (clone: L161); CD4 (clone: OKT4) (all purchased at Biolegend, USA); Ki-67 (clone:
MOPC-21) purchased at BD Pharmingen (Franklin Lakes, NJ, USA); cMet APC (clone:
95106) purchased at R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Intracellular staining was
performed using Foxp3/transcription factor staining buffer set (ThermoFisher Scientific)
according to manufacturer’s recommendations. Cell viability was assessed using the
LIVE/DEAD fixable dead stain kit (Thermo Fisher Scientific). Samples were run through
a LSRII flow cytometer or Fortessa x20 (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) using
DIVA® software (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Analysis were performed
using Flow]Jo® software (Flow Jo, Ashland, OR, USA). Dead cells and doublet cells were
excluded from the analysis. Isotype controls and fluorescence minus one controls were
used as negative controls.

2.6. Analysis of Cytokine Production

IL-10 and TGF-f1 levels in culture supernatants were assessed by enzyme-linked
immunoabsorbent assays (ELISAs) using commercially available kits (respectively pur-
chased at Biolegend and R&D Systems). The limits of detection were 3.9 pg/mL for IL-10
and 31.2 pg/mL for TGF-B1. HGF and IL-10 levels in plasma from GC patients and HC
were assessed by enzyme-linked immunoabsorbent assays (ELISAs) using a commercially
available kit (respectively R&D Systems and Biolegend). The limit of detection for HGF
was 156 pg/mL.
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2.7. Statistical Analyses

Results are presented as mean and Standard Error of the Mean (SEM). All statistical
analyses were performed with GraphPad Prism® software (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). Comparisons were performed with Wilcoxon, Mann Whitney, or Kruskal Wallis
test, as appropriate. Overall survival (OS) was defined as the time from randomization
to death by any cause. OS was estimated by the Kaplan-Meier method. Univariate
analysis was performed using a proportional hazard model to estimate the hazard ratio.
Comparisons were performed using the log-rank test. A p-value < 0.05 was considered
statistically significant. All statistical tests were two-sided.

3. Results
3.1. C-Met Receptor Is Expressed on Peripheral Blood Monocytes in GC Patients

A prospective cohort of GC patients has been set up. Patients’ characteristics are
reported in Table 1. Plasmatic HGF level was increased in GC patients compared to
HC patients (1407 & 126 pg/mL vs. 658.6 £ 153 pg/mL, p = 0.031; Supplementary
Figure S1A) and was associated with a more advanced disease phenotype since metastatic
patients exhibited higher levels of plasmatic HGF than patients with localized disease
(1726 + 136.3 pg/mL vs. 1010 £ 152.9 pg/mL, p = 0.0047; Supplementary Figure S1B), as
previously reported [17]. We first analyzed the expression of c-Met in the peripheral blood
of GC patients from our cohort. A marginal expression of c-Met was found on Treg and
conventional T cells (0.55 + 0.20% on Treg and 0.36 £ 0.13% on Tconv, Figure 1A,B,D) but
c-Met was expressed on circulating monocytes (20.24 & 2.32%) (Figure 1C,D). In 14 patients,
we assessed c-Met on different monocyte subsets characterized by the expression of CD14
and CD16 [18]. C-Met was present on all monocyte subsets, however its expression level
seemed to be lower in CD14™ /CD16" subset in comparison to CD14"8" /CD16~ popula-
tion (Figure 1E) (respectively 17.10 & 3.91% and 25.67 & 4.95%, p = 0.0166). As observed in
Figure 1D, the c-Met expression on monocytes is heterogeneous among the patients and
distributed between 0.38 and 90%. We then sought an association between c-Met expres-
sion on monocytes and clinical features. The c-Met expression did not vary according to
tumor location (Figure 2A). Histological features such as tumor differentiation or linitic
phenotype (including diffuse carcinomas according to Lauren’s classification and signet
ring cell carcinomas according to OMS’ classification [19]) are of importance since they are
associated with different clinical outcomes and different immune infiltrate as we previ-
ously showed [20]. No correlation has been observed between linitic phenotype and c-Met
expression (Figure 2B) but a poor differentiation grade was associated with an enhanced
c-Met expression on monocytes compared to well or moderately differentiated tumors
(27.1 £ 4.6% vs. 17.1 £ 2.9%; p = 0.046) (Figure 2C). Interestingly, the presence of metastases
was linked to a higher c-Met expression on monocytes (metastatic: 23.6 & 3.2% vs. local-
ized or locally advanced: 15.3 & 3.2%; p = 0.043) (Figure 2D). Thus, it seemed that c-Met
expression on circulating monocytes was associated with an aggressive disease phenotype.
To further assess the prognostic significance of c-Met expression by peripheral monocytes,
we compared the survival probability of patients harboring a lower c-Met expression on
monocytes (inferior to the observed median value on the global population = 12.2%) with
those harboring a higher c-Met expression (above median value) before any treatment
or after no more than one cycle of treatment (survival population), using a univariate
model. The characteristics of the survival population are presented in Supplemental Table
S1. In our survival population, a higher c-Met expression on circulating monocytes was
associated with poorer survival (median OS: 19.4 vs. 34.9 months) (p = 0.017) (Figure 2E).
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Figure 1. Circulating monocytes but not circulating conventional or regulatory T cells express the c-Met receptor in
GC patients. Freshly isolated PBMCs from GC patients were stained with fluorochrome-conjugated antibodies or their
isotype control and analyzed by flow cytometry. Tconv were defined as CD4*/CD25~ cells. Treg were defined as
CD4*/CD25* /Foxp3*/CD127'°% cells. Monocytes were defined as CD14* /HLA-DR* /CD3~ /CD56~ /CD19~ cells. (A-C)
Representative c-Met expression by Tconv (A), Treg (B), and monocytes (C) of GC patients. Results are indicated in
percentages of c-Met positive cells. (D) Mean c-Met expression by peripheral Tconv (mean + SEM: 0.36 + 0.13%; n = 6), Treg
(mean =+ SEM: 0.55 + 0.20%; n = 6) and monocytes (mean & SEM: 20.24 + 2.32%; n = 80) from GC patients. *** indicates a
p-value < 0.001 according the Kruskall-Wallis multiple comparisons test. (E) Mean c-Met expression by the three monocytes
subpopulations from GC patients (1 = 14): CD14M8" /CD16~ (mean + SEM: 25.67 + 4.95%), CD14M8"CD16™ (mean + SEM:
20.24 + 5.26%) and CD14"CD16M8" (mean + SD: 17.10 + 3.914%). * indicates a p-value < 0.05 according the Friedman
multiple comparisons test. Ns: nonsignificant.

Furthermore, the c-Met expression on monocytes was decreased in patients who
underwent tumor resection by gastrectomy (patients with a resected localized tumor)
compared to patients with an active tumor burden (patients with a non-resected localized
tumor or metastatic patients) (5.62 £ 1.24% and 22.33 + 2.55%, respectively; p = 0.001)
(Figure 2F). These results suggested that the presence of the tumor is involved in the c-Met
expression on monocytes in GC patients. For one patient, we could obtain peripheral
blood before and after tumor resection by gastrectomy. In this patient, c-Met was highly
expressed on monocytes before surgery (66.6%) and dropped after resection of the tumor
(11.9%; Figure 2G). In parallel, HGF plasmatic level was significantly enhanced in the
plasma of patients with more than 5% of monocytes expressing c-Met (Supplementary
Figure S1C).
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Figure 2. The C-Met expression on circulating monocytes is associated with an aggressive disease phenotype in GC patients.
Clinical and pathological characteristics of the GC patients included in our cohort were analyzed (1 = 80) (A-D,F). C-Met
expression was assessed by flow cytometry as in Figure 1. Mean c-Met expression on circulating monocytes according to
tumor location (esophagus, gastro—esophagic junction (GEJ), gastric body) (A), linitic status (B), tumor differentiation (C),
presence of metastases (D,) and presence of an evolutive tumor burden (F). * indicates a p-value < 0.05 and ** indicates a
p-value < 0.01 according to the Mann-Whitney test. NS: nonsignificant (E) For 37 patients who had received 1 or 0 cycles of
chemotherapy before assessment of c-Met expression, survival probability has been estimated according to c-Met expression
level on monocytes (high expression > median n = 16 (full line), lower expression < median, n = 21 (dashed line)). The
median was calculated on the global population. (p = 0.017 according the Log-rank test). (G) For one patient with a localized
tumor, the c-Met expression on circulating monocytes was assessed by flow cytometry before and after tumor resection
(gastrectomy). Results are indicated as percentages of c-Met positive cells.

Thus, c-Met is expressed on circulating monocytes and is associated with poor tumor
differentiation, the presence of metastases, and poorer survival in GC patients. Furthermore,
high c-Met expression is linked to the presence of a tumor burden suggesting that a tumor-
derived factor could be involved in the c-Met expression on monocytes.

3.2. HGF Induces the Differentiation of Monocytes into Dendritic Cells with Tolerogenic Properties

We next explored the impact of HGF on monocyte differentiation into DCs. Isolated
CD14" monocytes from peripheral blood of GC patients were cultured in a DC differentia-
tion medium with or without HGF. After 6 days of culture, DCs were generated expressing
CD11¢, HLA-DR, CD209, and CD1c (Figure 3A and Figure S2). The percentage of CD11c*
HLA-DR" cells was similar in these two conditions (86.6 + 2.22% and 83.99 + 2.56%, respec-
tively) (Figure 3A). Then we analyzed the expression of costimulatory molecules on DCs
cultured with or without HGF at day 6. No significant difference was observed for CD80
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or CD83, but CD86 expression was significantly decreased in the presence of HGF (Median
Fluorescence Intensity-MFI: 2.5 + 0.28 x 10* with HGF vs. 3.7 4 0.65 x 10* without HGF;
p =0.0003) (Figure 3B,C). Interestingly, CD86 was not decreased when DC was cultured in
the presence of Epithelial Growth Factor (EGF), another growth factor involved in cancer
development (data not shown). HLA-DR was also lowered in the presence of HGF (MFI:
1.5 £ 0.14 x 10* with HGF vs. 1.8 £ 0.2 x 10* without HGF; p = 0.033) (Figure 3B,C).
HGF did not affect CD40 expression nor the expression of inhibitory receptors such as
PD-L1, Tim-3, or ILT-3 (Supplementary Figure S2). To determine if HGF can impact the
maturation of DCs, we stimulated DCs with LPS to induce their maturation and analyzed
the expression of these different costimulatory molecules 24 h later. Whereas LPS induced
upregulation of CD83, CD86, and HLA-DR on DCs generated without HGF, these matura-
tion markers were not upregulated on DCs cultured in the presence of HGF (Figure 3D).
We next evaluated immunosuppressive cytokines secretion by these DCs cultured in the
presence or absence of HGE. TGF-f3 was detected in DCs supernatants (Figure 3E) but with
no significant difference between these two culture conditions. HGF-DCs produced higher
amount of IL-10 compared with DCs cultured without HGF (193.3 + 80.32 pg/mL with
HGEF vs. 101.6 + 54.16 pg/mL without HGF; p < 0.0001) (Figure 3E).
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Figure 3. HGF modulates monocyte-derived DC differentiation from GC patients into a regulatory phenotype in vitro.
Freshly isolated peripheral monocytes from GC patients were cultured in the presence of GM-CSF and IL-4 with HGF
(=HGF condition) or without HGF (=control condition) as described in the material and method section. After 6 days,
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cell phenotype was assessed by flow cytometry. In both conditions, monocyte-derived cells harbored DC features such as
CD11c and HLA-DR co-expression. (A) CD11c and HLA-DR expression by monocyte-derived DCs without (left panel)
or with HGF (right panel). Results are indicated as percentages of CD11 HLA-DR™ cells. Representative staining out of
45 independent experiments with similar results is shown. (B) Expression of CD80, CD83, HLA-DR, and CD86 in DCs
generated without (black dashed curve) or with HGF (black full curve). Markers were set on their proper isotype control
(light grey curve). A representative staining out of respectively 23, 45 and 29 independent experiments is shown (C) Median
Fluorescence Intensity (MFI) of CD83 (n = 23), HLA-DR (n = 45) and CD86 (n = 29) by DCs generated in control condition or
in HGF condition. * indicates a p-value < 0.05 according to the Wilcoxon test. *** indicates a p-value < 0.001 according to
the Wilcoxon test. NS: non significant. After 6 days of culture, DCs were maturated with LPS 1 ug/mL or control PBS. After
24 h, cells were collected, and their phenotype was studied by flow cytometry. (D) Mean expression (MFI) of CD83 (upper
panel, n = 6), HLA-DR (center panel, n = 6) and CD86 (lower panel, n = 6) by DCs generated in control or HGF condition
with or without LPS. * indicates a p-value < 0.05 according to the Wilcoxon test. Culture supernatants were collected and
cytokine levels were assessed by ELISA. (E) TGF-$ levels (upper panel, n = 18) and IL-10 levels (lower panel, n = 26) in

kdkk 3

supernatants of control or HGF-generated DCs. indicates a p-value < 0.0001 according to the Wilcoxon test.

Thus, HGF does not prevent DCs differentiation but restrains HLA-DR and CD86
expression and full maturation induced by a maturating agent such as LPS. Furthermore,
HGF enhances the production of IL-10, an immunosuppressive cytokine by DCs.

3.3. HGF-Generated DCs Induce the Development of Regulatory T Cells in Gastric
Cancer Patients

Given the higher production of IL-10 by HGF-generated DCs and their impaired
maturation, we hypothesized that HGF-DCs could be involved in Treg accumulation.
To test this hypothesis, we cocultured DCs differentiated from circulating monocytes of
GC patients in the presence or absence of HGF with allogeneic purified CD4" T cells.
HGF-generated DCs enhanced the proportion of CD25*Foxp3*CD127%° Treg in coculture
compared to control-DCs (p = 0.008) (Figure 4A). Furthermore, we observed an increase of
Ki67 expression in these Treg, suggesting that HGF-generated DCs induced the proliferation
of Treg in culture (p = 0.002) (Figure 4B).

3.4. Rilotumumab, an Anti-HGF Antibody, Reduces Treg Proportion in the Peripheral Blood of
Advanced GC Patients

Next, we took advantage of a clinical trial (Prodige 17-ACCORD20-MEGA) evaluating
the impact of an anti-HGF antibody (rilotumumab) in association with chemotherapy in
advanced GC patients. In this three-arm trial, patients were randomized to receive either
chemotherapy alone (Folfox), chemotherapy associated with rilotumumab, or chemother-
apy associated with an anti-EGFR (panitumumab) (Table 2). We evaluated the percentage
of circulating Treg before and after 2 cycles of treatment. Only patients receiving the
association of chemotherapy and anti-HGF exhibited a decrease of Treg proportion after
2 cycles of treatment compared to baseline (p < 0.0001). On the opposite, no modification
of circulating Treg proportion was observed in patients receiving chemotherapy alone
or chemotherapy associated with anti-EGFR suggesting that Treg decrease was due to
rilotumumab (Figure 4C). Furthermore, for 9 patients from the rilotumumab group, we
had enough cells before treatment to analyze c-Met expression on monocytes. We could
confirm that circulating monocytes express c-Met in this group (Figure 4D).

Thus, inhibition of HGF in advanced GC patients decreased circulating Treg.

Taken together, our findings suggest that the HGF/c-Met pathway is involved in Treg
accumulation in the context of cancer. In advanced GC patients, circulating monocytes
express the c-Met receptor and could differentiate into DCs with tolerogenic properties
in vitro in the presence of HGF. Inhibition of the HGF/c-Met pathway could prevent Treg
increase in cancer patients.
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Figure 4. The proportion of regulatory T cells is enhanced by HGF-DCs in vitro and is decreased by rilotumumab (a
monoclonal antibody targeting HGF) in vivo in gastric cancer patients. (A,B) After 6 days of culture, HGF-DCs or control-
DCs were then co-cultured with freshly isolated CD4+ T cells from HC. After 7 days of co-culture, cells were collected and
their phenotype was assessed by immunostaining and flow cytometry. Treg were defined as CD4* CD25* Foxp3* CD127'°"
cells. Treg proliferation was assessed by Ki-67 intra-cellular expression. (A) The proportion of Treg amongst CD4* T cells
after 7 days of co-culture with control-DCs or HGF-DCs is shown (n = 17). (B) Ki67 was assessed in Treg cells after 7 days of
co-culture with control-DCs or HGF-DCs (1 = 10). ** indicates a p-value < 0.01 according to the Wilcoxon test. (C,D) The
PRODIGE 17-ACCORD 20-MEGA trial is a randomized three-arm phase II study that evaluated the efficacy of 3 treatment
regimens in patients with advanced GC: chemotherapy (FOLFOX) alone, an association of FOLFOX + panitumumab (an
anti-EGFR monoclonal antibody), or association of FOLFOX + rilotumumab (an anti-HGF monoclonal antibody). PBMCs
were collected before (day 1) and after 2 cycles of treatment (day 28). Immunostaining was then performed and cells
were analyzed by flow cytometry. Treg was defined as CD4* CD25* Foxp3* CD127'% cells, monocytes were defined as
CD3~/CD56~ /CD19~ /CD14* /HLA-DR* cells as previously described. (C) Proportions of Treg amongst circulating CD4*
cells before and after two cycles of treatment in GC patients treated with FOLFOX (n = 23, left panel), FOLFOX + anti EGFR
(n =17, middle panel) or FOLFOX + anti HGF (n = 21, right panel) are shown. *** indicates a p-value < 0.005 according to
the Wilcoxon test. (D) Monocytes from PBMC of 9 GC patients included in the PRODIGE17-ACCORD20-MEGA trial were
stained as described in Figure 1 (1 = 9). Representative staining out of 9 independent experiments is shown. Results are
indicated as percentages of c-Met positive cells.
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4. Discussion

A link between HGF and Treg has been firstly reported in mouse models of transplan-
tation, autoimmune or inflammatory disease [10-13]. In a swine model of allogeneic kidney
transplantation, administration of HGF in the graft inhibited acute renal rejection and en-
hanced Treg [21]. In mice, HGF overexpression in neurons increased Treg percentage in the
central nervous system and inhibited the development of experimental autoimmune en-
cephalitis. This effect was related to the development of tolerogenic DCs [12]. Furthermore,
in vitro human studies have reported that HGF induced the differentiation of monocytes
from healthy volunteers into DCs with tolerogenic properties [22,23]. The HGF/c-Met
pathway is upregulated in many different cancer types but the influence of this pathway
on Treg development in cancer has to our knowledge not been explored. In this work, we
first observed that circulating CD4* T cells do not express c-Met on their cell surface. This
is in accordance with previous reports showing no expression of c-Met on naive T cells, or
on circulating CD4" T cells from multiple sclerosis patients [24]. Only subsets of highly
autoreactive encephalitogenic CD8* T cells and of CD4* memory T cells which preferen-
tially recirculate in the heart have been reported to express c-Met in mice [25,26]. On the
other hand, we found that c-Met was present on circulating monocytes from GC patients.
In healthy volunteers, circulating monocytes have previously been shown to express low
levels of c-Met which can be enhanced during activation by endotoxin [27]. C-Met was also
described on circulating monocytes from multiple sclerosis patients [24]. In hepatocellular
carcinoma, Zhao et al. observed a subset of peritumoral monocytes expressing c-Met [28].
As far as we know, our study is the first to show an expression of c-Met on monocytes in
the peripheral blood of cancer patients. This expression is not restricted to GC since we
also observed the presence of c-Met on circulating monocytes from metastatic colorectal
cancer patients (1 = 35; mean: 12.68 =+ 2.90%, our unpublished data).

Our study pointed out that c-Met expression on monocytes was associated with
the presence of a tumor since patients after tumor resection exhibit a lower c-Met level
on monocytes compared to patients with a tumor burden (patients with a non-resected
localized tumor or metastatic patients) (Figure 2F). Furthermore, in one patient we observed
a decrease of c-Met after tumor resection. These results suggested that c-Met on monocytes
could be induced or upregulated by a tumor-derived factor. Different works have shown
that in vitro stimulation of tumor cell lines by soluble factors such as IL-13, TNF«, IL-6 or
TGFp can enhance c-Met expression [29]. Since these cytokines are produced by tumors
or by cells from the tumor microenvironment, they could also be involved in the c-Met
expression on circulating monocytes from GC patients. On the other hand, HGF is also able
to increase c-Met expression by an autocrine and paracrine manner on epithelial cells and
tumor cell lines in vitro [30]. In this sense, we noticed that patients exhibiting an expression
of c-Met above 5% have a plasmatic HGF level higher than patients with less than 5% of
c-Met (Supplementary Figure S1). However, in preliminary experiments, we were not
able to detect any modification of c-Met expression after HGF stimulation of monocytes
(our unpublished data). Further investigations are needed to determine the mechanism of
upregulation of c-Met on monocytes in GC patients.

In a study performed in 102 colorectal cancer patients, c-Met expression by the tumor
was correlated to TNM status, lymph node, and liver metastases [31]. In our cohort of
GC patients, the c-Met expression on monocytes was also associated with the presence of
metastasis (Figure 2D). However, patients with liver metastasis did not exhibit an elevated
level of c-Met expression compared to patients with other metastasis locations (data not
shown). In two meta-analyses, c-Met amplification or overexpression by the tumor was
related to a poor prognosis [6,7]. In our cohort, we observed that c-Met expression on
monocytes was associated with more aggressive disease and poorer survival in GC patients
in a univariate model (Figure 2C-E). Due to a small number of patients in our survival
cohort, we were not able to perform a multivariate analysis.

Few works have previously reported the influence of HGF on monocytes in vitro.
Stimulation of monocytes from HC with HGF induced the development of cells with DC
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features able to produce IL-10 and to generate the differentiation of Treg from allogeneic
CD4" T cells [23,32]. Molnarfi et al. have shown that culture of monocytes from HC
in DC differentiating medium in the presence of HGF leads to the development of DC
exhibiting less costimulatory molecules and HLA-DR. In this condition, HGF enhanced
the capacity of DC to stimulate Treg differentiation [22]. However, no study has been
performed on monocytes from cancer patients. Since we observed that in GC patients,
monocytes express c-Met, we purified circulating monocytes from these patients and
cultured them in a DC differentiation medium with or without HGF. In accordance with the
results previously published on monocytes from HC, we observed that HGF induced the
development of DC: (1) expressing less CD86 and HLA-DR molecules; (2) impaired in their
maturating capacity, (3) producing the anti-inflammatory IL-10 cytokine, and (4) facilitating
the accumulation of Treg from allogeneic CD4" T cells (Figure 3). Interestingly, in our
cohort of patients, the plasmatic level of IL-10 was correlated with the c-Met expression
on monocytes (Supplementary Figure S3), suggesting that this subset could be involved
in IL-10 production in cancer patients. Treg accumulation in cancer could occur through
different mechanisms such as an expansion of pre-existing Treg, conversion of conventional
CD4" T cells into Treg [33]. Treg accumulation induced by HGF-generated DC was at
least partly due to enhanced proliferation of pre-existing Treg since upregulation of Ki67, a
proliferation marker, was observed. Based on our in vitro results, we hypothesized that
targeting HGF could modulate Treg in tumor-bearing patients. We analyzed peripheral
Treg in GC patients and observed that targeting HGF with rilotumumab decreased Treg
proportion in peripheral blood (Figure 4C).

HGEF/c-Met pathway has been firstly described as a proangiogenic factor since it
exhibits a very potent mitogenic activity on endothelial cells. HGF promotes endothelial
motogenesis, tube and capillary blood vessels formation [34]. Early studies of the proan-
giogenic actions of HGF attributed the effects of HGF to the induction of VEGF-A [35].
However, HGF can also stimulate angiogenesis independently of VEGF-A by inducing
different signaling pathways [36]. Furthermore, HGF represents an alternative proan-
giogenic pathway involved in resistance to AA treatments directed against VEGF-A [37].
Targeting the HGF/c-Met pathway, especially using rilotumumab, impacts angiogenesis
as evidenced by a decrease in the proliferation of endothelial cells and tube formation in
pancreatic cancer [38] and glioma [39]. Assessing the impact of rilotumumab on tumor
vessels in our cohort of GC patients would have been of interest but we could not get
tumor specimens before and after treatment since tumors were not resected or sampled
in these metastatic GC patients after rilotumumab treatment. Our work provides a novel
argument supporting the involvement of tumor-derived growth factors firstly described
for their protumoral and/or proangiogenic capacities, in the immune escape observed
in cancer. We and others have previously shown that VEGF-A, a proangiogenic factor,
has an immunomodulatory role since it can elicit the accumulation of Treg and myeloid-
derived suppressor cells, inhibit the maturation of dendritic cells and induce the expression
of immune checkpoints on CD8* T cells in tumor-bearing hosts [2,40,41]. In this work,
we found that HGF, a protumoral and proangiogenic factor, is involved in Treg increase
in the peripheral blood of cancer patients. Thus, targeting the HGF/c-Met axis has an
immunomodulatory impact. Results from recent phase III studies assessing HGF/c-Met
targeting therapies in GC have been disappointing [16]. However, based on these im-
munomodulatory properties, we could consider alternative uses of HGF/c-Met inhibitors
which could be associated with immunotherapies such as the anti-PD-(L)1 antibody to
unleash the immune system. Notably, cabozantinib, a multikinase inhibitor, targets not
only HGF/c-Met but also the VEGF/VEGFR2 pathway [42], both involved in Treg accumu-
lation in the context of cancer. Different works have recently shown that cabozantinib can
decrease peripheral Treg in the MC38-CEA colorectal cancer model in mice [43] and also in
patients with platinum-refractory metastatic urothelial carcinoma [44]. Considering our
results, Treg drop could be attributable to c-Met/HGF and/or VEGF/VEGEFR inhibition
in this context. Associations of cabozantinib with different immunotherapies are being
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evaluated in different clinical trials especially in GC patients (NCT04164979, NCT03539822).
Recently, an association of cabozantinib with nivolumab has been reported to enhance
OS and PFS in advanced renal cancer patients [45] and has been approved as first-line
treatment in advanced renal cancer patients [46].

5. Conclusions

In conclusion, we show that c-Met is expressed on circulating monocytes from GC
patients and that this expression is linked to an aggressive disease (poor differentiation,
metastatic disease) and poorer survival. HGF influences the development of DC with
tolerogenic properties able to induce the development of Treg. Finally, inhibition of HGF
by rilotumumab inhibits the accumulation of Treg in GC patients. Using HGF/c-Met
inhibition for their impact on immunosuppression could lead to the development of new
therapeutic associations for example with immune checkpoint blockers.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article /10
.3390/ cancers13215562/s1, Figure S1: Circulating HGF is correlated to higher c-Met expression by
peripheral monocytes in GC patients, Figure S2: Phenotypic features of DCs generated from mono-
cytes of gastric cancer patients in the presence of HGF, Figure S3: C-met expression on circulating
monocytes is correlated to IL-10 plasmatic levels in GC patients, Table S1: Characteristics of the
survival population.
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Figure S1. Circulating HGF is correlated to higher c-Met expression by peripheral monocytes in GC patients. HGF plas-
matic levels were assessed by ELISA in GC patients of the HEGP cohort and in healthy controls (HC). (A) HGF plasmatic
levels in GC patients (n=22; mean+/-SD: 1407+/-126pg/mL) and in HC (n=4; mean+/-SD: 658.6+/- 153pg/mL). * indicates a
P value £0.05 according to the Mann Whitney test. (B) HGF plasmatic levels in GC patients with metastatic disease (n=10;
mean+/-SD: 1726+/-136.3pg/mL) and with localized disease (n=6; mean+/-SD: 1010+/-152.9pg/mL). ** indicates a P value <
0.01 according to the Mann-Whitney test. (C) HGF plasmatic levels in GC patients with c-Met expression by circulating
monocytes >5% (n=14; mean+/-SD: 1651+/-133.2pg/mL) and in GC patients with c-Met expression by circulating mono-
cytes<5% (n=10; mean+/-SD: 980.6+/163.6pg/mL) * indicates a P value < 0.05 according to the Mann Whitney test.
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Figure S2. Phenotypic features of DCs generated from monocytes of gastric cancer patients in the presence of HGF. Freshly
isolated peripheral monocytes from GC patients were cultured in the presence of GM-CSF and IL-4 with HGF (= HGF
condition) or without HGF (= control condition) as described in the material and method section. After 6 days, cell pheno-
type was assessed by flow cytometry. Expression of CD1c, CD209, CD40, PD-L1, Tim-3 and ILT-3 in DCs generated with-
out (black dashed curve) or with HGF (black full curve). Markers were set on their proper control isotype (light grey
curve). A representative staining out of 5 to 11 independent experiments is shown.
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Figure S3. C-met expression on circulating monocytes is correlated to IL-10 plasmatic levels in GC patients. C-Met expres-
sion on peripheral monocytes was assessed by immunostaining as described in Fig.1. IL-10 plasmatic levels were assessed
by ELISA. The correlation between IL-10 plasmatic levels and percentages of c-Met positive monocytes has been assessed
for 42 patients using Spearman correlation test.

cMet<20% (N=21) cMet>20% (N=16)
N (%) N (%)
Age (years)
median 68 67
Sex
male 11 (52) 13 (81)
female 10 (48) 43 (19)
Localisation
oesogastric junction 5(24) 6 (37)
gastric body 16 (76) 10 (63)
Linitis
yes 3(14) 1(6)
no 14 (67) 13 (81)
mixed 4(19) 2(13)
Disease status
localised 8(38) 3(19)
metastatic 13 (62) 13 (81)

Table S1. Characteristics of the survival population.
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DISCUSSION

Expression de cMET sur les monocytes circulants des patients

atteints de cancer

Plusieurs auteurs ont montré que les monocytes circulants des sujets sains n’expriment pas le

377349378 Cette expression semble étre augmentée

récepteur cMET en situation physiologique
in vivo dans certaines pathologies inflammatoires auto-immunes. L'équipe de Molnarfi a ainsi
montré que cMET était exprimé a la surface des monocytes circulants CD14+/CD16- et

350

CD14+/CD16+ de patients atteints de sclérose en plaque . Ces données sont ainsi

concordantes avec I'augmentation de cMET induite in vitro par I'exposition de monocytes a
différents stimuli pro-inflammatoires tels que le LPS **° 378,

Par de nombreux aspects, le cancer peut étre assimilé a un état pro-inflammatoire et on peut
donc émettre I'hypothése que les monocytes circulants de patients atteints de cancer
pourraient exprimer le cMET. Cependant, ceci n’a, a notre connaissance, jamais été étudié.
Dans ce travail, nous avons montré que les monocytes circulants des patients atteints de CG
expriment le récepteur cMET. Etant donné que les pathologies auto-immunes pourraient
induire cette expression, nous avons exclu de notre étude les patients atteints de telles
pathologies, ainsi que les patients recevant un traitement a visée anti-inflammatoire comme
les corticoides. L'expression de cMET par les monocytes circulants était retrouvée au sein de 2

cohortes indépendantes de patients atteints de CG (Figure 1. et Figure 4. de I'article) mais

aussi chez une cohorte de patients atteints de cancer colorectal.
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I. Role fonctionnel des monocytes exprimant le cMET

Les monocytes circulants sont classiquement divisés en trois sous populations : les monocytes
classiques, les monocytes intermédiaires et les monocytes non classiques. En étudiant
I’expression de cMET par les différentes sous populations monocytaires, nous avons observé
que celle-ci semblait plus importante chez les monocytes classiques (CD14high/CD16) par
rapport aux monocytes non classiques (CD14i”t/CD14high). Ces résultats sont discordants avec
I’étude de Molnarfi réalisée chez les patients atteints de sclérose en plaque, dans laquelle le
niveau d’expression de cMET était similaire entre les 2 populations.

Comme décrit précédemment, les monocytes classiques sont recrutés au sein des tissus en
cas de lésion et possédent une demi-vie courte dans la circulation sanguine. En situation de
cancer, il a été montré que les monocytes classiques peuvent jouer un rdle dans la
progression tumorale via plusieurs mécanismes notamment le recrutement de Tregs. Dans 2
modeles murins, les monocytes classiques étaient ainsi impliqués dans le recrutement intra

242 379

tumoral de Tregs via I'axe CCR2 et CCR5 . Les monocytes classiques sont également

capables de produire de I'lL-10 **°

atténuant la réponse immunitaire anti-tumorale. Les
monocytes classiques pourraient donc étre impliqués de maniere préférentielle dans I'effet
immunomodaulateur induit par ’'HGF en situation de cancer.

Au-dela de l'induction de Tregs observée dans ce travail, d’autres différences fonctionnelles
pourraient étre observées chez les monocytes cMET+ par rapport aux monocytes cMET-. Etant
donné l'implication de la voie HGF/MET dans I'angiogenése, on peut notamment émettre

I’hypothése que I'expression de cMET par les monocytes pourrait avoir un impact sur leur réle

pro-angiogénique. Dans une étude réalisée sur des échantillons tumoraux humains de
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carcinome hépatocellulaire, Zhao et al. ont montré que des monocytes exprimant le cMET
pouvaient étre détectés dans le stroma péri-tumoral et qu’une forte densité de monocytes
cMET+ au front tumoral était associée de maniere indépendante a l'infiltration vasculaire de

1 Dans cette méme étude, les monocytes cMET+ étaient capables de produire de

la tumeur
grandes quantités de MMP9, et présentaient des capacités de migration augmentées. Il serait
ainsi intéressant de poursuivre la caractérisation des monocytes exprimant le cMET en

situation de cancer, par exemple par des analyses de single cell RNA-Seq afin de mieux

caractériser cette population.

Il. Mécanismes d’expression du cMET sur les monocytes circulants
Dans notre travail, nous avons mis en évidence que I'expression de cMET par les monocytes
était plus importante chez les patients ayant une tumeur en place (métastatique ou localisée)
que chez les patients ayant été opérés et n’ayant plus de maladie décelable cliniquement
(Figure 2 de I'article). De plus, chez un patient, nous avons comparé |'expression de cMET par
les monocytes avant et apres la résection de la tumeur et nous avons observé que celle-ci
diminuait fortement aprés la chirurgie (Figure 2 de [article). Cela pourrait suggérer
I'implication d’un ou de plusieurs facteurs produits par la tumeur ou le micro-environnement
tumoral dans I'induction et/ou le maintien de I'expression monocytaire de cMET. In vitro, de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1alpha, I'IL-6 et le TNF alpha, ainsi que
des facteurs de croissance comme le TGFbeta ou I'EGF sont capables d’induire I'expression de

cMET par des lignées cellulaires de différents types tumoraux 2%, Similairement, différents
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stimuli inflammatoires pouvant entrainer I'expression de cMET par les monocytes ont été
décrits. Dans I'article de Beilman et al., une expression de cMET par les monocytes circulants
de volontaires sains était observée apres exposition a la phytohemagglutinine (PHA, agent de
stimulation lymphocytaire) et/ou au LPS. Des résultats similaires étaient obtenus dans I'article
publié par Chen et al. en stimulant des lignées monocytaires (THP-1) par du LPS ou des
combinaisons de TNFalpha associé a de I'lL-6 ou a de I'IFNg. Puisque ces différents facteurs
peuvent étre produits par la cellule tumorale ou par le micro-environnement, on peut émettre
I’hypothése qu’ils pourraient étre impliqués dans I'expression de cMET observée in vivo sur les
monocytes de patients.

L'expression de cMET par les monocytes pourrait également étre induite par un
facteur produit de maniére autocrine. En effet, dans une étude publiée par Zhao et al, les
auteurs ont cultivés des monocytes circulants de volontaires sains en présence de surnageant
de culture de différentes lignées tumorales hépatiques humaines (Tumoral Supernatant TSN),
ce qui induisait une expression de cMET par les monocytes. Ces TSN isolés présentaient des
taux peu élevés de cytokines, mais induisaient rapidement la production d’IL-6, d’IL-10, d’IL-
12p et de TNFalpha par les monocytes. Les auteurs ont ensuite montré que la production
TNFalpha par les monocytes exposés aux TSN était capable d’induire I'expression de cMet de
maniére autocrine, et que cette induction semblait dépendante de la voie NFkB **.

Par ailleurs, il a été montré que I'HGF était capable d’induire une augmentation de
I’expression de cMET de maniére autocrine et paracrine par des cellules épithéliales et des

382

lignées tumorales in vitro *°°. Dans notre travail, nous avons observé que les patients dont les

monocytes exprimaient le cMET (>5%) ont un taux d’HGF circulant supérieur aux patients
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n’exprimant pas le cMET sur leur monocytes (Figure Supplémentaire S1 de I'article), pouvant
ainsi suggérer que I'HGF pourrait étre impliqué dans I’expression de cMET par les monocytes.
Cependant, nous n’avons pas observé de différence d’expression de cMET par les CD

différenciées a partir de monocytes de patients en condition standard ou avec HGF.
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Figure 16. Expression de cMET par les CD.

L’expression de cMET par les CD issues de monocytes périphériques de patients atteints de
cancer gastrique différenciées en condition standard (A.) ou en présence d’"HGF (B.) a été
évaluée par immunomarquage et cytométrie en flux. Expression du cMET par les cellules
CD11c+/HLA-DR+.

Par ailleurs, dans une étude publiée par Jiang et al. 'expression de cMET par des monocytes

circulants issus de sujets sains adultes diminuait en présence d’HGF mais était augmentée en

383

présence d’IL-10 ou d’IFNg “*°. Dans notre étude, nous avons observé que |'expression de
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cMET par les monocytes circulants était positivement corrélée au taux d’IL-10 circulant chez
les patients atteints de cancer gastrique suggérant que celle-ci pourrait également étre

impliquée dans I'expression de cMET (Figure supplémentaire S3 de I'article).

lll. Role pronostique de I’expression de cMET par les monocytes
Comme décrit précédemment, le réle pronostique péjoratif de I'expression de cMET par les
cellules tumorales a été largement démontré dans le cancer gastrique. Dans ce travail, nous
avons montré que I'expression de cMET par les monocytes circulants est plus élevée chez les
patients ayant une tumeur peu différenciée par rapport a ceux ayant une tumeur
moyennement ou bien différenciée, et plus élevée chez les patients métastatiques par rapport
aux patients ayant une tumeur localisée ou localement avancée (Figure 2 C. et 2 D. de
Iarticle). L'expression de cMET par les monocytes semble donc étre associée a un phénotype
tumoral agressif. En revanche il n’y avait pas d’association entre I'expression de cMET et le
caractére linitique ou non linitique (Figure 2 B. de l'article), la localisation tumorale (Figure 2
C. de l'article), la surexpression de HER2 ou I|’association avec une infection par Helicobacter

pylori (Figure 17).
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Figure 17. Expression de cMET par les monocytes circulants des patients atteints de cancer
gastrique en fonction du statut HER2 (A) et de la présence d’une infection a Helicobacter
pylori (B).

Dans un modele univarié, nous avons observé que les patients ayant une expression élevée de
cMET par les monocytes circulants (supérieure a la médiane) avaient une moins bonne survie
globale que les patients ayant une expression faible ou nulle. (Figure 2. E de I’article). Etant
donné le faible nombre de patients, nous n’avons pas pu réaliser d’analyse multivariée et ces

résultats sont donc a interpréter avec prudence.

IV. Corrélation avec I’expression du cMET par les monocytes intra tumoraux
Dans I'étude de Zhao et al. précédemment décrite, la densité d’infiltration du stroma péri-
tumoral en monocytes exprimant le cMET chez des patients atteints de CHC était associée de
facon indépendante a une moins bonne survie globale et a des taux de récidive plus
importants aprés chirurgie *°'. Dans cette étude, 'expression de cMET par les monocytes

circulants des patients atteints de CHC n’était pas décrite.
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De maniere plus globale, la corrélation de I'impact fonctionnel et pronostic entre les cellules
immunitaires circulantes et intra-tumorales reste une question largement ouverte. Dans le
contexte du cancer, I'étude des cellules immunitaires circulantes possede plusieurs
avantages : elle représente un accés peu invasif aux cellules du patient, permettant une
évaluation répétée et dynamique, elle permet des techniques d’analyses fines telles que la
cytométrie en flux multiparamétrique, enfin elle évite le biais d’échantillonnage lié a
I’'hétérogénéité tumorale. Cependant elle n’est pas forcément le reflet des phénomenes intra
tumoraux puisqu’elle ne prend pas en compte I'adressage dans la tumeur lié aux chimiokines
et a leurs récepteurs, les différences entre les zones tumorales (zone centrale/front

d’invasion).

Impact de I’HGF sur l’induction de Tregs in vitro

I. Impact de I’'HGF sur les monocytes in vitro
L'impact immunomodulateur de I'HGF sur les monocytes est tres peu décrit en situation
physiologique et n’a jamais étudié dans le contexte du cancer. Apres stimulation in vitro par
I'HGF seul, les monocytes de volontaires sains sont capables de se différencier en cellules avec
une morphologie proche de celles de CD, de produire de fortes quantité d’IL-10 et de modifier

384 Dans une étude réalisée

le profil de sécrétion cytokinique de LT activés vers un profil Th2
par Molnarfi et al. les monocytes circulants de volontaires sains étaient différenciés in vitro en
CD par culture en présence de GMCSF et IL-4 pendant 6 jours. L’ajo(t initial d’'HGF dans le

milieu de culture, induisait une diminution de I'expression des molécules de co-stimulation

HLA-DR, CD80, CD83 et CD86 mais pas du CD40, ni des molécules de co-stimulation

141



inhibitrices PD-L1 et IL-T3 **. Ces résultats sont concordants avec ceux de notre travail, a
I’exception du CD83 dont le niveau d’expression était similaire entre les CD différenciées avec
ou sans HGF (Figure 3 A, 3B, 3C de l'article). De maniére similaire, nous n’avons pas observé
de différence d’expression des molécules de co-stimulation inhibitrices (PD-L1, Tim3, ILT3)
entre les deux conditions de culture (Figure supplémentaire S2 de I’article). Dans notre travail,
les CD différenciées en présence d’"HGF avaient une production augmentée d’IL-10 (Figure 3.E
de I'article) venant encore renforcer I’hypothese du réle immunosuppresseur de I'HGF sur la
différenciation des CD. In vitro, la stimulation des CD par le LPS induit leur maturation
terminale caractérisée notamment en condition standard par une augmentation des
molécules de co-stimulation. Dans notre travail, les CD différenciées en présence d’"HGF ne
présentaient pas d’augmentation de ces molécules de costimulation aprés stimulation par le
LPS contrairement a la condition témoin sans HGF (Figure 3.D). De maniére intéressante, dans
I’étude de Molnarfi, lorsque les CD différenciées en condition standard étaient exposées
tardivement a I’'HGF (24 heures avant la stimulation par le LPS), il n’était pas observé de

blocage de la maturation des CD.

Il. Impact des CD différenciées en présence d’"HGF sur les Tregs in vitro
Dans notre travail, lorsque les CD différenciées a partir de monocytes de patients atteints de
CG en présence d’'HGF étaient co-cultivées in vitro avec des LT CD4+ allogéniques, nous avons
observé une augmentation des Tregs ainsi qu’une augmentation de leur prolifération (Figures
4.A et 4.B de I'article). Au vu de nos résultats précédents, plusieurs hypothéses peuvent donc

étre évoquées pour expliquer ces observations : la forte production d’interleukine 10 par les
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CD induite par I'HGF (Figure 3.E de I'article) et la diminution d’expression de molécules de co-
stimulation activatrices a leur surface (Figure 3. de I'article). Dans notre travail, la production
de TGFbeta par les CD n’était pas impactée par I'HGF (Figure 3.E de I'article). Par ailleurs, nous
n‘avons pas non plus observé d’augmentation d’expression de molécules de co-stimulation
inhibitrices telles que PD-L1 (Figure supplémentaire S2 de I'article).

Dans un modele murin d’encéphalite auto-immune, |'administration systémique d’un
traitement par HGF réduisait la sévérité des Iésions observées dans le systéme nerveux central
(SNC) des souris. Les auteurs ont ensuite comparé le phénotype des CD infiltrant le SNC des
souris traitées par HGF aux souris non traitées. En cohérence avec nos résultats, les CD des
souris traitées par HGF présentaient un phénotype « tolérogéne » notamment marqué par
une augmentation de I'expression de GILZ, dont I'implication dans I'induction de Tregs est
largement démontré. L’inhibition de GILZ induisait une suppression de Ieffet neuro-
protecteur de I’'HGF. De plus, dans des expériences réalisées in vitro, les CD isolées a partir de
rates de souris traitées par HGF étaient capable d’induire des Tregs alors que cet effet n’était

pas observé chez des souris transgéniques GILZ KO ***

. Ces résultats suggerent donc une forte
implication de GILZ dans l'induction des Tregs par les CD induite par I'HGF Cependant, lors

d’expériences préliminaires, nous n’avons pas observé d’augmentation du récepteur GILZ sur

les CD différenciées en présence d’"HGF.

lll. Reproductibilité in vivo
Une grande partie des connaissances accumulées ces derniéres années a propos de la biologie

des CD humaines a été permise par des expériences réalisées in vitro sur des CD générées a
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partir de monocytes (stimulés par du GM-CSF et de I'lL-4). Ces CD différenciées in vitro a partir
des monocytes présentent des similarités avec les CD tissulaires ou circulantes mais ne sont
cependant pas strictement équivalentes >*°. Nos résultats étant obtenus sur des expériences
réalisées sur des CD générées in vitro, la validité de ces observations sur des CD in vivo reste
un élément a démontrer. Notamment il serait intéressant d’étudier le phénotype et la
fonctionnalité des CD circulantes ou intra-tumorales des patients selon le taux d’"HGF intra

tumoral ou le taux d’"HGF circulant.
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Impact de I’HGF sur I’accumulation de Tregs in vivo

I. Mécanismes de I'accumulation de Tregs induite par ’axe HGF/MET dans le CG
De nombreux mécanismes ont été décrits induisant I'accumulation de Tregs dans le contexte

du CG.
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Figure 18. Différents mécanismes d’accumulation des Tregs mis en évidence dans le cancer
gastrique.

Deux grands mécanismes d’accumulation des Tregs dans le CG ont été mis en évidence :
l'augmentation de leur recrutement au sein de la tumeur, et linduction de leur
différenciation. Le recrutement des Tregs peut ainsi étre favorisé par : les CD intra tumorales
ayant un phénotype tolérogene et la sécrétion de certaines chimiokines comme CCL17 et
CCL22. La différenciation des Tregs peut étre induite par la sécrétion de cytokines
immunosuppressives augmentées en condition d’hypoxie ou par l'infection a Helicobacter
pylori. Les Tregs intra tumoraux possedent également des capacités de résistance a I'apoptose

augmentées.
D’apreés Liu et al. Recent advances in the study of regulatory T cells in gastric cancer 2019
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Dans notre étude, les patients atteints de CG avancé non opérable recevant un anticorps anti-
HGF associé a de la chimiothérapie présentaient une diminution des Tregs circulants. Cet effet
n’était pas observé chez les patients recevant de la chimiothérapie seule ou de la
chimiothérapie associée a un anticorps anti EGFR (Figure 4 de I'article), suggérant donc un
réle de la voie HGF/MET dans I'accumulation de Tregs chez les patients atteints de cancer.
Comme vu précédemment, nous avons montré que I'HGF était capable de moduler la
différenciation des CD vers un phénotype tolérogene capable d’induire des Tregs et
d’augmenter leur prolifération in vitro. On peut donc émettre I'hypothese que I'effet de I’'HGF
sur les Tregs observé in vivo pourrait étre lié, au moins en partie, a un impact sur la
différenciation des monocytes en CD des patients, résultant ainsi en I'accumulation de CD
tolérogenes. Cet impact pourrait s’exercer a deux niveaux : i) au sein de la tumeur : lors de
leur arrivée dans le tissu lésé, les monocytes, en présence d’'HGF produit par la tumeur, se
différencient en CD induisant I'accumulation de Tregs. ii) au sein des organes lymphoides
secondaires : les monocytes migrent vers les ganglions ou ils se différencient en CD immatures
sous l'effet de I'HGF. Les CD vont alors induire I'accumulation de Tregs qui vont pouvoir

ensuite circuler dans le sang périphérique et éventuellement migrer vers le site tumoral.

D’autres mécanismes sous tendant I'accumulation de Tregs dans le CG peuvent cependant
étre évoqués d’apres les données de la littérature

- Impact de la chimiothérapie : Dans deux études menées sur des CG localisés, l'infiltration
tumorale en Tregs diminuait apres un traitement par chimiothérapie néo-adjuvante (FOLFOX),

387 389

et cette diminution était associée a un pronostic favorable . Dans notre étude, nous
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n‘avons pas observé de diminution des Tregs circulants chez les patients traités par

chimiothérapie seule.

- Induction directe par les monocytes : A leur arrivée au sein de la tumeur, la majorité des
monocytes issus de la circulation se différencient en CD, en macrophages ou encore en MDSC.
Cependant une partie minoritaire d’entre eux peuvent persister dans le MET. Ainsi, sous
I'effet de 'HGF, les monocytes intra tumoraux pourraient adopter un phénotype régulateur,

30 et ainsi &tre impliqués de maniére directe dans

notamment capable de produire de I'lL-10
I'induction de Tregs. Dans une étude réalisée dans un modele murin de CHC, I’activation de la
voie HGF/MET induite par l'inactivation de LECT-2 (protéine ayant un role suppresseur de
tumeur, capable de se lier au cMET de fagon compétitive a 'HGF pour antagoniser I'activation
de cette voie' ) était associée & un infiltrat intra-tumoral en monocytes ayant un phénotype
immature, caractérisé notamment par une diminution de I'expression du CD86 et du CMH-II,
et des propriétés immunosuppressives augmentées, notamment une inhibition de la

prolifération des LT naifs °. Cependant I'impact de ces monocytes intra-tumoraux

« immunosuppresseurs » sur les Tregs n’était pas décrit dans cette étude.

- Impact direct de I’HGF sur les Tregs : En accord avec les données de la littérature, nous avons
observé que les lymphocytes circulants TCD4+ ainsi que les Tregs circulants des patients
n‘expriment pas le cMet, ce qui semble a priori réfuter I’"hypotheése d’un impact direct de

I"'HGF sur la conversion de LT CD4+ en Tregs ou sur la prolifération de Tregs existants.
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- Liens entre angiogenése et Tregs : récemment, il a été montré que I'angiogenése joue un rble
immunodmodulateur en situation de cancer, notamment via un impact sur les Tregs. Notre
équipe a ainsi montré chez des patients atteints de cancer colorectal que le traitement par
bevacizumab (AC anti VEGF-A) était associé a une diminution des Tregs circulants. In vitro, le
VEGF-A induit une prolifération des Tregs de souris porteuses de tumeurs dans un modele de
CCR. Par ailleurs, le blocage du VEGFR-2, exprimé a la surface des Tregs, abroge I'effet
prolifératif du VEGF-A, alors que cet effet n’était pas observé avec le blocage du VEGFR-1. Le
VEGF-A semble donc étre capable d’induire la prolifération des Tregs en situation de cancer,

337

et ce via une activation du VEGFR2 “°’. D’autre part, le VEGF-A pourrait également induire

I"accumulation de Tregs via une augmentation des MDSC ou un blocage de maturation des CD.
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Figure 19. Impacts immunosuppresseurs du VEGF-A en situation tumorale

Le VEGF-A produit par les cellules tumorales peut induire un blocage de maturation des
cellules dendritiques (DC) et I'expansion des MDSC. Les DC immatures ainsi que les MDSC
favorisent I'accumulation de Tregs. Le VEGFA peut également induire directement la
prolifération des Tregs exprimant le VEGFR2.

D’aprés Terme et al. Oncoimmunology (2013).
Ainsi, on peut émettre I'hypothése la modulation de I'angiogenése (notamment de I'axe
VEGFA/VEGFR) par I'HGF soit en partie impliquée que la diminution des Tregs circulants

observée chez les patients atteints de cancer gastrique traités par un AC anti-HGF.

Il. Interprétation des résultats de I’essai MEGA
La diminution des Tregs circulants que nous avons observée chez les patients traités par

I’association chimiothérapie + AC anti-HGF n’était pas associée a une meilleure efficacité de
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cette combinaison thérapeutique. En effet, dans 'essai de phase Il MEGA, il n’y avait pas de
différence significative de taux de survie sans progression a 4 mois (critere de jugement
principal), de survie sans progression, de survie globale ni de taux de réponse tumorale entre
les groupes de patients recevant la chimiothérapie seule, I'association chimiothérapie + AC

anti-EGFR ou I'association chimiothérapie + AC anti-HGF.

Plusieurs hypothéses peuvent étre soulevées pour expliquer les résultats négatifs de I'essai
MEGA :

- La sélection des patients. Dans I'essai MEGA, 60% des patients inclus présentaient une
hyperexpression intra tumorale de cMET et seulement 3% des patients avaient une
amplification de MET ce qui concorde avec les données de la littérature. Hors, comme nous
I’avons vu dans l'introduction, I’hyperexpression de cMET ne semble pas étre un biomarqueur
prédictif de la réponse aux thérapies ciblées anti-MET. A l'inverse, les amplifications de MET
pourraient traduire une réelle addiction oncogénique de la tumeur pour cette voie de
signalisation et constituer un meilleur biomarqueur de sélection des patients. Les analyses de
sous-groupes n’ayant pas été prévues a priori, I'efficacité de I'association chimiothérapie + AC
anti-HGF n’a pas étudiée spécifiquement chez les patients ayant une amplification de MET.
D’autre part cette population ne représentait que 2 patients du groupe recevant I’AC anti-
HGF, ce qui aurait rendu les résultats de cette analyse peu interprétable.

- L’activation de voies de signalisation alternatives induite par I’AC anti-HGF, qui n’a pas été

étudiée dans cet essai.
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- Le réle pronostique de l'infiltration en Tregs dans le CG. Dans la littérature, I'accumulation de
Tregs intra-tumoraux et circulants est associée a un moins bon pronostic dans un grand
nombre de cancers comme les cancers de |'ovaire, les cancers du sein, les cancers du rein, les
cancers pulmonaires ***. Dans le CG, I'impact pronostic des Tregs intra-tumoraux et circulants
a également été largement étudié, avec des résultats parfois contradictoires. Une élévation
des Tregs circulants et tissulaires est observée chez les patients atteints de CG par rapport aux
sujets sains. Une infiltration tissulaire en Tregs est également retrouvée dans plusieurs lésions
gastriques pré-cancéreuses telles que les gastrites liées a Helicobacter pylori, ou les ulceres
peptiques chroniques 392393,

D’un point de vue pronostique, l'infiltration tumorale en Tregs semble étre associé a une plus
forte probabilité d’envahissement loco-régional, notamment a la présence de métastases

dans les ganglions drainants >**.

Dans plusieurs études portant sur le pronostic des cancers
gastriques localisés apres résection chirurgicale, la probabilité de récidive était corrélée a:
une forte infiltration tumorale en Tregs, un ratio Tregs/T4 intra tumoraux élevé, un ratio
Treg/T8 intra tumoraux élevé **°. Cependant, dans d’autres études, l'infiltration en Tregs était
associée a un meilleur pronostic. Ainsi dans une étude portant sur 33 patients ayant été
opérés d’un cancer gastrique, l'infiltration en Tregs était positivement corrélée au pronostic,
alors que l'infiltration en MDSC était associée a une moins bonne survie. Dans une autre
étude l'association de Tregs et de macrophages CD68+ intra tumoraux était un facteur
indépendamment lié a une amélioration de la survie. Enfin pour d’autres auteurs la présence

de LTCD8+ et de Tregs était également associée a un pronostic favorable. Dans cette derniere

étude, les auteurs suggéraient qu’au dela de la quantité de l'infiltrat, la répartition spatiale de
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ces deux types cellulaires au sein de la tumeur était fortement liée a ce role pronostique. **
Ces résultats discordants suggerent que le degré d’infiltration tumorale en Treg pourrait ne
pas représenter un facteur pronostique en soi, et que d’autres éléments pourraient étre
impliqués tels que la présence d’autres types cellulaires et leur co-localisation au sein de la
tumeur, mais aussi le type histologique d’adénocarcinome gastrique, le caractére induit par
un pathogene etc. Plus récemment, lindentification plus précise de différentes sous
populations de Tregs pourrait également expliquer ces discordances de valeur pronostique
observées entre les études >*° %’

Ainsi, dans I'essai MEGA, la baisse des Tregs circulants pourrait ne pas étre associée a une
amélioration de la réponse immunitaire anti-tumorale.

- Réle immunomodulateur insuffisant de I’AC anti-HGF. Enfin, on peut émettre I'hypothese
que la baisse des Tregs circulants observés chez les patients recevant un AC anti-HGF est bien
associée a une augmentation de la réponse immunitaire anti-tumorale, mais que celle-ci est
insuffisante pour entrainer une amélioration des parameétres cliniques. Des combinaisons avec

d’autres traitements boostant la réponse immunitaire anti-tumorale pourraient alors étre

envisagées.

Réle immunomodulateur de I’axe HGF/MET en situation

tumorale : impact thérapeutique

Comme décrit en introduction, de plus en plus d’auteurs se sont intéressés au cours des
derniéres années a comprendre I'impact immunomodulateur de la voie HGF/MET en situation

de cancer. En montrant que I'HGF peut impacter la différenciation des CD et induire
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I’'accumulation de Tregs, nos travaux ont ainsi permis de décrire un role supplémentaire de
I’activation de cette voie sur la réponse immunitaire en contexte tumoral.

Plus récemment, |'arrivée de 'immunothérapie et notamment des inhibiteurs de checkpoints
immunitaires (ICl) a permis d’améliorer les connaissances sur les interactions entre axe
HGF/MET et systéme immunitaire, notamment en montrant que la voie HGF/MET pouvait

étre impliquée dans la résistance a ces nouveaux traitements.

I. Réle de la voie HGF/MET dans la résistance a 'immunothérapie
Plusieurs études ont montré I'association entre I'expression de PD-L1 et I'activation de la voie

HGF/MET, notamment dans le CBNPC 3% Par ailleurs, dans le CBNPC, il a été montré que les

patients porteurs d’une altération génique de MET ont une moins bonne réponse aux ICl **°

% Dans une étude portant sur 29 patients atteints de mélanome métastatique traités par
anti PD-1 (nivolumab ou pembrolizumab), le taux d’HGF plasmatique des patients était

négativement corrélé a la réponse au traitement *°*.

Il. Combinaisons antiHGF/MET et immunothérapie

A. ITK + immunothérapie

Il existe donc un rationnel fort pour associer le traitement par ICl a des thérapies ciblées anti-
HGF/MET. Récemment l'association du cabozantinib (ciblant cMET, VEGFR-2, c-RET, c-KIT,
FLT3 et TIE2) au nivolumab a montré une supériorité dans un essai de phase Il par rapport au
traitement de référence (sunitinib) en premiere ligne dans le cancer du rein avancé, et

402

constitue depuis le nouveau standard thérapeutique Dans un essai de phase Ib, la
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combinaison de cabozantinib et nivolumab administrée chez des patients atteints de CHC
localement avancés était associée a une réponse tumorale permettant une résection
chirurgicale chez 80% des patients. Une réponse histologique majeure sur la piece opératoire

93 Sj ces résultats sont confirmés par des études de plus

était observée chez 42% des patients
large ampleur, cette combinaison pourrait devenir un traitement de référence dans cette
indication. L’association cabozantinib + nivolumab est actuellement en cours d’évaluation
dans de nombreux cancers en situation avancée/métastatique tels que le CHC
(NCT05039736), le CCR (NCT04963283), le mélanome (NCT05200143) ou encore le cancer de
la prostate (NCT05502315).

Etant donné que le Cabozantinib est un ITK multi-cibles, le réle spécifique de I'inhibition de la
voie HGF/MET dans les résultats cliniques observés est difficile a déterminer. D’autres essais
sont en cours pour évaluer l'efficacité du savolitinib, ITK spécifique anti-MET associé au
durvalumab (AC anti-PD-L1): dans le cancer papillaire du rein avec altération génique de MET
(NCT05043090), dans le CBNPC EGFR non muté (NCT05374603) et dans le CG avancé avec
amplification de MET (NCT05620628).

L'efficacité de ces résultats sera a mettre en balance avec les risques de toxicité notamment
immunitaire. Ainsi I'essai CheckMate 370 qui évaluait I'association du crizotinib au nivolumab
dans les cancers pulmonaires avancés ALK+ a d( étre arrété prématurément du fait de
toxicités hépatiques séveres ***. Par ailleurs étant donné I'impact sur I’angiogenése de la voie

HGF/MET et de I'immunothérapie, des effets secondaires importants liés a I'inhibition de

cette voie pourraient également étre observées.
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B. Autres stratégies d'immunothérapies spécifiques

Au-dela des combinaisons d’ITK + immunothérapie, de nouvelles formes d’'immunothérapies
ciblant également la voie HGF/MET ont été développées au cours de ces derniéres années.
Plusieurs AC bi-spécifiques ciblant a la fois cMET et PD-1, ont ainsi montré une efficacité anti-
tumorale sur différents cancers in vitro et dans des modéles précliniques, dont le CG ** %, A
notre connaissance, la tolérance et I'efficacité de ces anticorps bi-spécifiques n’a pas encore
été évaluée chez I’'Homme.

Une autre stratégie est le développement de chimeric antigen receptor (CAR) T-cell
spécifiques de cMET. En 2023, une seule étude clinique précoce étudiant I'efficacité de CAR T
cells spécifiques de cMET a été publiée. Dans cet essai, 4 patientes atteintes de cancer du sein
avec métastases ganglionnaires (ou une expression de cMET est retrouvée dans environ 50%
des cas), ont été traitées par des CAR T-cells ayant été transfectées par de I’ARNm de cMET.
Une seule injection a été administrée directement dans la tumeur. Les patientes étaient
ensuite opérées. Les CAR-T cells spécifiques de cMET étaient retrouvées dans le sang
périphérique et en intra tumoral chez 2 des 4 patientes et étaient associées a des signes de

nécrose tumorale et de réponse inflammatoire au site d’injection. “®®. La encore, la toxicité de

ces traitements pourrait représenter un facteur limitant.
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CONCLUSION

La meilleure compréhension des mécanismes d’échappement tumoral au systéme
immunitaire a constitué une des avancées majeures pour la prise en charge thérapeutique en
cancérologie. De nombreux phénomenes restent cependant a élucider. Parmi eux, I'induction
de cellules immunosuppressives tels que les Tregs semble jouer un rbéle majeur dans
I’échappement immunitaire et la progression tumorale. Dans ce travail, nous avons mis en
évidence un nouveau mécanisme permettant I'accumulation de Tregs chez des patients
atteints de cancer gastrique, lié a I'activation de la voie HGF/MET. Nous avons montré que les
monocytes circulants des patients atteints de cette pathologie expriment le recepteur cMET
et que cette expression était liée a un phénotype tumoral agressif et a une moins bonne
survie. In vitro, 'HGF induisait un blocage de la maturation des CD différenciées a partir de
monocytes de patients, et un phénotype tolérogene. Les CD différenciées en présence d’"HGF
présentent des propriétés immunosuppressives et sont capable d’induire in vitro
I’'accumulation et la prolifération de Tregs. Enfin nous avons montré qu’un blocage de la voie
HGF/MET par un anticorps anti-HGF (associé a la chimiothérapie) induisait une diminution des
Tregs circulants chez les patients atteints de cancer gastrique. Ces travaux apportent donc des
arguments suggérant l'intérét de I'utilisation des thérapies ciblant HGF/MET existantes pour
leurs propriétés immunomodulatrices, en association a d’autres formes d’'immunothérapie et

pour le développement de thérapies nouvelles tels que les anticorps bi-spécifiques.
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Titre original : Direct and indirect modulation of T Cells by VEGF-A couteracted by anti-
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Direct and Indirect Modulation of
T Cells by VEGF-A Counteracted
by Anti-Angiogenic Treatment

Morgane Bourhis', Juliette Palle ", Isabelle Galy-Fauroux and Magali Terme ™

" Université de Paris, PARCC, INSERM, Paris, France, 2 Department of GI Oncology, AP-HP, Hépital Européen
Georges-Pompidou, Paris, France

Vascular endothelial growth factor A is known to play a central role in tumor angiogenesis.
Several studies showed that VEGF-A is also an immunosuppressive factor. In tumor-
bearing hosts, VEGF-A can modulate immune cells (DC, MDSC, TAM) to induce the
accumulation of regulatory T-cells while simultaneously inhibiting T-cell functions.
Furthermore, VEGFR-2 expression on activated T-cells and FoxP3™" regulatory T-cells
also allow a direct effect of VEGF-A. Anti-angiogenic agents targeting VEGF-A/VEGFR
contribute to limit tumor-induced immunosuppression. Based on interesting preclinical
studies, many clinical trials have been conducted to investigate the efficacy of anti-VEGF-
A/NEGFR treatments combined with immune checkpoint blockade leading to the
approvement of these associations in different tumor locations. In this review, we focus
on the impact of VEGF-A on immune cells especially regulatory and effector T-cells and
different therapeutic strategies to restore an antitumor immunity.

Keywords: VEGF-A (vascular endothelial growth factor-A), effector T-cells, regulatory T (Treg) cells, tumor,
anti-angiogenic therapy, immunosuppression, immune check point inhibitor (ICl)

INTRODUCTION

Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) is considered to be a critical regulator of
angiogenesis, which is the formation of new blood vessels from pre-existing ones, both in
physiological and pathological states such as tumor angiogenesis (1). VEGF-A production is
regulated by transcriptional factors such as HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) during a hypoxic
stress or by oncogenes (2). Its pro-angiogenic activities are mediated by the activation of VEGF
receptors (VEGFR-1, VEGFR-2) which can be expressed on endothelial cells, tumor cells and some
immune cells (1). However, VEGF-A has a dual function in supporting tumor progression: first, by
inducing vessel formation and second, by acting as an immunosuppressive factor (3-5). The
immune system has emerged as a pivotal actor in controlling tumor growth. Cytolytic CD8* T
lymphocytes, which have been previously activated by mature dendritic cells presenting tumor
antigen-derived peptides, can lyse tumor cells. However, different escape mechanisms are developed
by the tumor to evade the immune system such as the development of regulatory T cells (Tregs) or
the induction of T cell exhaustion (6). Different works have highlighted a direct or an indirect
impact of VEGF-A on this T cell-based immunosuppression. This review will summarize these
studies and focus on the immunomodulation induced by anti-angiogenic agents.
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T Cell Modulation by VEGF-A

REGULATORY T-CELLS

Tregs play a critical role in immune homeostasis by regulating
effector T cell functions. The proportion of Tregs is enhanced in
tumor-bearing mice and in cancer patients and is often
associated with a poorer overall survival (7). A correlation
between VEGF-A in malignant effusions and the accumulation
of Tregs has been observed in cancer patients suggesting a
potential role of VEGF-A on Tregs (8). A meta-analysis also
revealed that VEGF-A expression is positively associated with
intratumoral Tregs in hepatocellular carcinoma (HCC) (9).
Thus, VEGF-A has been associated with the induction and
maintenance of regulatory T-cells in tumor microenvironment
in a direct or indirect-dependent manner.

Indirect Induction of Regulatory

T-Cells by VEGF-A

In cancer, Tregs accumulation could occur through different
mechanisms, such as expansion of pre-existing Tregs or
conversion of conventional CD4"T cells into Tregs. Immature
dendritic cells (DC) can induce Tregs proliferation in a TGF-B-
dependent manner in tumor-bearing rodents (10). An initial study
showed that tumor cell lines-derived VEGF-A affects the
development of hematopoietic progenitor cells (HPCs) at an
early state resulting in impaired DC differentiation and
maturation (11). Inhibition of DC differentiation is mediated by
VEGFR-2 (12). In mouse models, VEGF-A binding to VEGFR-1
on HPCs blocked the activation of nuclear factor kB (NF-xB)
thereby blocking DC maturation (13, 14). In cancer patients, an
increased VEGF-A plasma level is correlated with the presence of
immature DC in the peripheral blood (15). This team also
reported that the decrease of mature DC is associated with an
increase of myeloid-derived suppressor cell (MDSC) in the
peripheral blood of cancer patients (16). MDSC, especially Gr-
1"CD11b"CD115" (monocytic) MDSC, can also generate tumor
specific Tregs in tumor-bearing mice and in cancer patients by
secreting IL-10 and TGF-B (17, 18) or by arginase activity (19).
VEGEF-A has also been involved in MDSC increase in a VEGFR-2-
dependent manner in mice (13, 20) and in ovarian cancer patients
(21). Activation of JAK2 -STAT3 pathway by VEGF-A facilitates
circulating MDSC accumulation (22). Accumulation of VEGFR-
2" MDSC in tumors contributes to poor prognosis (21). Thus,
VEGF-A can act on both DC maturation and MDSC in tumor-
bearing hosts. These myeloid cells producing immunosuppressive
factors such as TGF-B or IL-10 could be involved in Tregs
accumulation. Furthermore, a correlation has been observed
between MDSC decrease and Tregs reduction in metastatic renal
cell cancer patients during sunitinib treatment (a tyrosine kinase
inhibitor targeting VEGFR) suggesting a link between MDSC and
Tregs (23)

VEGF-A Directly Promotes Regulatory
T-Cells Proliferation

Different studies have recently highlighted a population of Tregs
expressing VEGFR-2 in tumor-bearing mice and cancer patients
(24-26). In a mouse model of colorectal cancer, we observed that
a subset of activated/memory Tregs express VEGFR-2 (unlike

healthy controls) and that VEGF-A induces Tregs proliferation
in a VEGFR-2 dependent manner (25). In humans, Suzuki et al.
showed that VEGFR-2 is selectively expressed by human
FoxP3"¢" Tregs but not on FoxP3'°" Tregs and may have
stronger suppressive function (24). Effector CD45RA"
FoxP3"CD4" Tregs subset infiltrating the tumors has also been
reported to express VEGFR-2 in advanced gastric cancer
patients. Furthermore, the ability of VEGF-A to increase Tregs
proliferation has been confirmed in this setting (26). VEGFR-2"
Tregs in tumor tissues is also associated with clinical outcome
since intratumoral FoxP3" VEGFR-2" Tregs, unlike intratumoral
FoxP3" VEGFR2" Tregs are significantly correlated with poor
overall survival and disease-free survival. It is an independent
factor of recurrence and poor survival in colorectal cancer
patients suggesting that VEGFR-2" Tregs may be a prognostic
biomarker in colorectal cancer (27). In some tumor locations, the
prognostic role of tumor-infiltrating Tregs is still controversed.
Taking VEGFR-2" Tregs into account and not all Tregs could be
more accurate to evaluate patient prognosis. Furthermore,
specifically targeting VEGFR-2" Tregs and not all Tregs could
be of interest in cancer patients since it could help to restore an
efficient anti-tumor response while limiting autoimmune
adverse events.

EFFECTOR T-CELLS

Disruption of effector T cell infiltration or activation are important
mechanisms of tumor-induced immunosuppression. VEGF-A has
also been reported to take part in these mechanisms.

Immunosuppressive State Mediated by
VEGF-A Inhibits Effector T-Cells Functions
As we described above, VEGF-A can block DC maturation and
increase MDSC accumulation. Therefore, immature DC are not
able to efficiently activate T-cells (11). MDSC are also highly
efficient at suppressing effector T cells by different mechanisms:
L-arginase depletion (28), NO or ROS production (29, 30) and
CD40-CD40L ligation (31). Likewise, tumor-associated
macrophages (TAM) express PD-L1 which upon binding with
PD-1 inhibits TCR signaling leading to an inactivation of T-cells
(32). VEGF-A contributes to TAM recruitment; mainly into
poorly vascularized tumor areas, exercising a chemoattractant
effect via VEGFR-1 expression on macrophages surface.
Nevertheless, VEGF-A alone is not sufficient to their activation
which requires other tumor-produced factors such as IL-4 and
IL-10 (33, 34). The up-regulation of these pro-inflammatory
cytokines seems to be favored by VEGF-A over-expression.

Aberrant Tumor Vasculature Mediated by
VEGF-A Decreases T-Cell Infiltration

of the Tumor

Although tumor angiogenesis driven by pro-angiogenic factors
intends to contribute to blood supply to the tumor, the induced
vascular network is abnormal. It is characterized by chaotic,
immature, disorganized, poorly perfused and permeable blood
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vessels which are partially mediated by an abnormal level of
tumor-secreted VEGF-A and other factors such as TGF-f3, PDGF
(platelet-derived growth factor) and angiopoietin 2 (35, 36). In
many human and mouse solid tumors, the aberrant structure
and function of the tumor vasculature generates a barrier to the
CD8" T-cell infiltration and contribute to the maintenance of an
immunosuppressive tumor microenvironment (37). Deletion of
Rgs5-gene (regulator of G-protein signaling 5), which is
responsible for the aberrant morphology of blood vessels,
induced a vascular normalization and CD8" T-cell infiltration
in tumor-bearing mice (38). Several in vitro studies have
demonstrated that the decrease of T-cell adhesion resulting in
a restricted migration is associated with the decrease of
intercellular adhesion molecules 1 (ICAM-1) and vascular cell
adhesion molecules 1 (VCAM-1) on endothelial cells (39-41).
The cooperation of VEGF-A with IL-10 and prostaglandin E2 is
also able to induce FasL expression on tumor endothelial cells. In
ovarian, colon, bladder, prostate, and renal cancers, FasL*
endothelial cells acquire the ability to kill T-cells while
allowing FoxP3" Tregs accumulation and infiltration (42).
Finally, the down-regulation of adhesion molecules and
expression of FasL on tumor endothelial cells mainly induced
by VEGF-A are responsible for a decrease of tumor infiltration
by T-cells.

VEGF-A Directly Suppresses

T-Cell Functions

In tumor producing elevated levels of VEGF-A, studies revealed
that this factor and its receptors have important roles in the
aberrant hematopoiesis resulting in defects in immunity (20).
Mice exposed to recombinant VEGF at similar concentrations to
those observed in patients with advanced cancer develop a
thymic atrophy with a reduced number of CD4/CD8
thymocytes (43). These results demonstrate that VEGF-A
directly interferes with the thymic development of T-cells from
HPCs and can contribute to the immune deficiencies associated
with tumors. Studies revealed that VEGF-A directly impacts
effector T cells. Indeed, in vitro activated T-cells but also tumor-
infiltrating T cells express VEGFR-2 (44). In advanced ovarian
cancer, VEGF-A directly suppresses T cell proliferation and
cytotoxic activity via VEGFR-2 (45, 46). Although Basu et al’
study reported an enhanced IFN-y and IL-2 production and
migratory responses induced by VEGF-A in human CD45RO"
CD4" memory T-cells (47), there are growing evidences to support
the immunosuppressive role of VEGF-A/VEGFR in T-cells (5)
especially on tumor-induced T-cell exhaustion (44, 48). T-cell
exhaustion is phenotypically characterized by the co-expression of
immune inhibitory receptors called immune checkpoints such as
program cell death-1 (PD-1), T-cell immunoglobulin mucin-3
(Tim-3), cytotoxic T-lymphocyte-associated protein (CTLA-4),
lymphocyte activation gene 3 (Lag3) in CD8" T-cells and by a
gradual loss of function (49). VEGF-A increases PD-1 expression
and other immune checkpoints CTLA-4, Tim-3 and Lag-3 on CD8"
T-cells but also their co-expression which is related to exhaustion.
The VEGFR-2- PLCy- calcineurin- NFAT pathway is involved in
this effect (44). These results have been confirmed by others (48, 50).

Recently, a study carried out on patients with microsatellite stable
colorectal cancer (MSS CRC) resistant to anti-PD-1 therapies has
identified that VEGF-A-dependent upregulation of immune
checkpoints involved the TOX transcription factor (50).

In conclusion, VEGF-A acts as an immunosuppressive factor
in modulating immune cells. Its effects are summarized in
Figure 1.

ANTI-ANGIOGENIC THERAPIES

Based on these properties, the immunomodulatory role of anti-
angiogenic (AA) agents targeting VEGF-A/VEGFR in antitumor
immunity has been investigated in tumor models and cancer
patients (51). These effects are summarized in Table 1.

Anti-VEGF-A/VEGFR Therapies Modulate
Immune Cells Including T-Cells

During the last decade, different AA molecules have been
developed and approved to treat cancer patients. They can be
classified in three main classes: (i) small tyrosine kinase
inhibitors (TKI) such as sunitinib, sorafenib and axitinib (ii)
monoclonal antibodies (mAb) such as bevacizumab (anti-VEGF-
A) and ramucirumab (anti-VEGFR-2) (iii) aflibercept which is a
fusion protein composed of extracellular domains from VEGFR-
1 and VEGFR-2 (52). Whereas TKI target VEGFR pathway (but
also other receptors), monoclonal antibodies and fusion proteins
directly target circulating pro-angiogenic factors or their
receptors present on the cell membrane.

Tyrosine Kinase Inhibitors
Sunitinib. Sunitinib is a TKI currently used to treat different types
of cancers, in particular metastatic renal cell carcinoma (mRCC)
(52). After sunitinib treatment, the percentage of splenic FoxP3"
Tregs in mouse models of renal cancer and circulating Tregs in
mRCC patients is decreased (23, 53-55). Sunitinib also reduces
MDSC numbers which is correlated with Treg decrease in the
tumor microenvironment (23, 56) and favors CD4" and CD8"
infiltration in the tumor site while reducing PD-1 expression on
CD8" T-cells (44, 53). Moreover, sunitinib suppresses the
conversion of CD4'CD25  naive T cells in Tregs in mouse
tumor models (57). In humans, in vitro studies reported a
significant improvement of Thl cytokine response in mRCC
patients receiving sunitinib. This effect seems to be linked to a
reduction of Tregs (23, 54). In addition, in RCC tumor cells and
tumor-associated MDSC, sunitinib inhibits Stat3 activity leading
to tumor cell apoptosis and promoting antitumor effect (56).
Sorafenib. As well as sunitinib, sorafenib can reduce Tregs
and MDSC proportion in mouse models of liver cancer (58) and
in HCC patients (59) or RCC (60). However, sorafenib seems to
modulate T-cell functions differently from sunitinib and had no
impact on Th1 response (60, 70). An in vitro study examining the
effects of sorafenib on the proliferation and activation of human
peripheral blood T-cells showed that sorafenib targets LCK
phosphorylation implicated in the TCR signaling causing the
loss of T-cell immune responses (71). Controversially, studies
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FIGURE 1 | Direct and indirect effects of VEGF-A in promoting immunosuppressive tumor microenvironment. Tumor-secreted VEGF-A induces the inhibition of
T-cell functions and proliferation while promoting Tregs accumulation. Both direct and indirect effects of VEGF-A are observed. Direct modulation of T-cell by VEGF-A
is mediated by the binding to VEGFR-2 on their surface, whereas the indirect effects of VEGF-A on T-cell results from the modulation of immune cells such as DC,
MDSC and TAM expressing VEGFR-1 or VEGFR-2. On tumor endothelial cells, VEGF-A can reduce adhesion molecules expression and induce FasL, preventing

tumor-infiltrating CD8" T-cell. DC, dendiritic cells; iDC, immature dendritic cells; MDSC, myeloid derived suppressor cells; TAM, tumor-associated macrophages.

have revealed that this treatment seems to up-regulate the
tumor-specific effector T cell functions while PD-1 expression
on CD8" T-cells is down-regulated (59, 61, 62). Currently, the
effects of sorafenib on T-cell functions remain unclear.

Axitinib. Axitinib is a highly selective VEGEFR tyrosine kinase
inhibitor and has demonstrated its efficacy in the treatment of
advanced RCC (aRCC) (63). In tumor bearing mice, axitinib
suppressed MDSC accumulation through the inhibition of Stat3
activity and it was correlated with the reversal of T-cell
suppression (64, 65). Indeed, the proportion of CD8" T-cells is
increased in a mouse model of renal cancer (64) and an in vivo
study in a mouse melanoma model showed an increase of tumor-
infiltrating immune cells (65).

Monoclonal Antibodies

Bevacizumab. Bevacizumab, a humanized anti-VEGEF-A
monoclonal antibody which directly targets VEGE-A, reduced the
proportion of Tregs in tumor-bearing mice and in patients with
metastatic colorectal cancer (mCRC) (25, 66). This phenomenon is
linked to a decrease of Ki67" expression in Tregs (25). In mCRC
patients treated with bevacizumab, Manzoni et al. revealed an
increase of CD4, CD8 and CD3 lymphocyte numbers (29),

whereas Tsavaris et al. observed a better proliferation and
cytokine production of circulating T-cells compared to patients
treated with chemotherapy only (67). Moreover, the administration
of anti-VEGF-A in tumor-bearing mice decreased PD-1 expression
on intratumoral CD8" T-cells and limited the co-expression of
inhibitory checkpoints associated with exhaustion (44). Recently, a
study conducted on non-small-cell lung cancer (NSCLC) patients
revealed that bevacizumab addition to the chemotherapy doublet
based on cisplatin and oral etoposide decreased the plasmatic
VEGF-A level and improved cytotoxic T-lymphocytes responses
(68) while simultaneously restoring DC functions.
Ramucirumab. Ramucirumab is a monoclonal antibody
targeting VEGFR-2. In patients with advanced gastric cancers,
CD45RA”™ FoxP3" CD4" effector Tregs cells expressing VEGFR-2
are present in higher frequency in TIL than in PBMC (26). In vitro
experiments showed that VEGF-A stimulates their proliferation
which can be overcome by ramucirumab. Ramucirumab-
containing therapies strongly reduce effector Tregs in tumors of
advanced gastric cancer patients. A higher frequency of these effector
Tregs in tumors before treatment was associated with an enhanced
proportion of partial response and a longer progression-free survival.
Since VEGFR-2 is highly expressed by this Tregs subset, it could be
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TABLE 1 | Modulation of T-cells by anti-angiogenic therapy.

Anti-angiogenic Target

Effects of anti-angiogenic therapy

Tyrosine Kinase Inhibitor

Sunitinib VEGFRs(+ c-Kit, PDGFR,Fit-3) Decrease the percentage of splenic Tregs* (23)
Decrease the percentage of circulating Tregs (correlated with reduction of MDSC numbers in TME)® (53-58)
Suppress the conversion of CD4* CD25™ T cells in Tregs®
Enhance Th1 cytokine response (IFN-g production)®
Favor CD4" and CD8" T-cells infiltration in the tumor*
Reduce PD-1 expression of intra-tumoral CD8* T-cells*
Sorafenib VEGFRs(+ c-Kit PDGFR, Raf- Decrease Tregs proportion (correlated with reduction of MDSC numbers in the TME)®©* (59-61)
kinases, RET) Enhance effector T-cell functions® (64, 65)
Reduce PD-1 expression on CD8" T-cells®*
Axitinib VEGFR-2 Induce the reversal of T-cell suppression through the suppression of MDSC accumulation* (66-68)
Increase CD8" T-cells proportion*
Favor immune cells infiltration in the tumor*
Monoclonal antibody
Bevacizumab VEGF-A Decrease the percentage of splenic Tregs* and circulating Tregs® (8, 29,
44)
Increases CD4, CD8 and CD3 lymphocyte numbers and T-cell proliferation® (69-71)
Enhance cytokine production of circulating T-cells®
Enhance cytotoxic T-lymphocytes responses®
Reduce PD-1 expression on intra-tumoral CD8" T-cells*
Limit co-expression of inhibitory checkpoint associated with exhaustion*
Ramucirumab VEGFR-2 Reduce effector Tregs (CD45RA” FoxP3* CD4* Tregs) expressing VEGFR-2° (26)
Reduce PD-1 expression on CD8" T-cells (only for patients with high frequency of effector Tregs
before treatment)®
Fusion Protein
Aflibercept Enhance CD8" T-cells functions* (72)

Reduce PD-1 and Tim3 expression of intra-tumoral CD8" T-cells*

“Colorectal cancer patients.
PNon-small cell lung cancer patient.
CGastric cancer patients.

9Renal cell carcinoma patients.
°Hepatocellular carcinoma patients.
*tumor-bearing mice.

envisioned that the proportion of VEGFR-2" effector Tregs in TIL
could be a biomarker of favorable clinical response to ramucirumab
therapies (26). A decreased expression of PD-1 on CD8" T-cells was
also reported after ramucirumab treatment (26).

Fusion Protein

Aflibercept. Aflibercept is a VEGFR fusion protein conjugated to
Fc portion of human IgG1, also known as VEGF-Trap. Nowadays
the impact of VEGF-Trap treatments on T cells remains poorly
described in cancer patients but a recent study highlights the
improvement of CD8" T cell functionality in a mouse model of
glioma. Indeed, they observed a decrease of PD-1 and Tim3
expression on infiltrating CD8" T-cells. Likewise, they found an
improvement of DC maturation demonstrated by the increase of
co-stimulation molecules expression including CD80, CD86 and
MHC 1II which are required for T-cell activation (69).

Indirect Impact of Anti-Angiogenic

on Immune Cells

An indirect impact of AA treatment on tumor-induced
immunosuppression could also be proposed. AA treatments can
be responsible of a transient normalization of the vasculature
favoring tumor infiltration by immune cells. However, some
reports have also indicated a potential enhancement of hypoxia
especially during a prolonged AA treatment (72). Hypoxia fuels

tumor progression by selecting more malignant cells and also by
inducing an immunosuppressive microenvironment. It can lead
myeloid cells toward an immunosuppressive phenotype or
potentiate regulatory T cell functions (73). Nevertheless, recent
studies highlighted that aggravated hypoxia mediated by anti-
VEGF-A treatment directly enhances CD8" T-cell functions in an
HIF-10 dependent manner (74, 75). This aspect of anti-angiogenic
impact needs further investigation.

Combination of Anti-VEGF-A/VEGFR
Treatments With Immunotherapies

To enhance anti-tumor effects, combining AA therapies with
immunotherapies such as immune checkpoint blockade (ICB:
anti-PD-1, anti-PD-L1, anti-CTLA-4) have raised great interest.
In mouse tumor models, VEGF-A/VEGFR-2 and PD-1 blockade
induces strong and synergic antitumor responses and limits
T-cell exhaustion in VEGF-A-expressing tumor compared to
monotherapies in mouse models of MSS colorectal cancer (44,
50). Two studies have been carried out in murine lung cancer
models using anti-VEGF/VEGFR combined to anti-PD-L1. They
have demonstrated strong anti-tumor effects which are
associated with an increase of TIL and T-cell responses (48,
76). The association of anti-VEGFR-2 plus anti-PD-L1 could
rescue the PD-1/Tim3 exhaustion T-cell phenotype, while
improving overall survival (48). In preclinical murine models,
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the association of axitinib with ICB (anti-PD-L1 and anti-Tim3
antibodies) resulted in a synergistic therapeutic efficacy (77).
Based on the interesting results from preclinical studies, many
clinical trials have been conducted to evaluate combination
therapies in cancer patients (78). In 2014, a phase I clinical
trial (NCT00790010) investigated the combination of
ipilimumab, an anti-CTLA-4 monoclonal antibody, and
bevacizumab in 46 patients with a metastatic melanoma (79).
The authors observed an upregulation of VCAM-1 and other
adhesion molecules on intratumoral endothelial cells leading to
endothelial cell activation. Furthermore, the trafficking of CD8"
T-cells across tumor vasculature was enhanced. When combined
to ipilimumab, bevacizumab seems to influence tumor
vasculature morphology and immune responses (79). Although
antitumor response efficacy has been demonstrated, important
immune-related adverse events are induced. Anti-CTLA-4
antibodies are known to generate autoimmune diseases (80).
Meta-analysis revealed that about 70% of patients treated with
ipilimumab including 25% of high-grade adverse events develop
skin rashes, gastrointestinal dysfunctions such as colitis or less
frequently endocrine dysfunctions (81, 82). When ipilimumab
was combined to bevacizumab, 29.3% of patients experienced
grade 3-4 adverse events. Inflammatory events were higher than
expected with ipilimumab alone, but remained manageable.
Interestingly, the incidence of colitis was not increased (79).
High grade adverse events are less common for anti-PD-1/PD-L1
antibodies alone compared to ipilimumab. A study conducted in
a small cohort of mRCC patients explored the effects of an anti-
PD-L1 (atezolizumab) plus bevacizumab (NCT01633970) (83).
Similar findings were highlighted including an improved
migration of antigen-specific T-cells and an increase of
cytokines and chemokines production in particular CX3CL1
involved in T-cell trafficking (83). Therapies combining AA
agents plus ICB have shown their efficiency in phase III
clinical trials (84) and have been recently approved in different
locations (i) atezolizumab (anti-PD-L1) and bevacizumab with
chemotherapy in NSCLC (85) (ii) atezolizumab and

bevacizumab in unresectable HCC (86) (iii) pembrolizumab
(anti-PD-1) plus lenvatinib (TKI) in advanced endometrial
cancer (87) (iv) pembrolizumab (anti-PD-1) plus axitinib in
RCC (88) and v) axitinib plus avelumab (an anti-PD-L1) in
RCC (89). No major increases of adverse events were reported
with these combinations compared to each agent alone. Results
of these clinical trials are summarized in Table 2.

Perspectives for a Better Use

of Anti-Angiogenic Agents

The need to find approaches enabling the induction and activation
of immune response against cancer remains considerable and in
this context, novel approaches are important to consider. A better
understanding of the immunomodulatory roles of pro-angiogenic
factors produced in tumor-bearing hosts could help to develop
new therapeutic strategies or combinations. One of the main issues
encountered with AA agents in the development of resistance
mechanisms including activation of alternative pro-angiogenic
pathways such as Angiopoietin 2 (Ang2)/Tie2, HGF/c-Met or
PIGF (90-92). High levels of Ang2 are associated with unfavorable
responses to bevacizumab-containing therapies in patients
suffering from colorectal cancers and metastatic melanoma
treated with ICB (93). Different AA molecules are currently used
to treat cancer patients, but the impact of these different
treatments on anti-tumor immunity remains unclear. In some
tumor locations, combining AA molecules with ICB allowed to
improve the outcome of cancer patients, leading to the approval of
different anti-angiogenic/ICB combinations by the FDA. However,
many questions remain unanswered such as which tumors are
sensitive to these associations, or if targeting alternative pro-
angiogenic pathways in combination with ICB could also
provide interesting anti-tumor effects. Recently, a study has
shown in mouse tumor models that the concomitant blocking of
VEGEF-A and Ang2 with a bi-specific antibody stimulated
antitumor immune responses compared with single-agent
therapies and could increase the effectiveness of ICB such as
anti-PD-1 antibody (94). Currently, multiple clinical trials are

TABLE 2 | Current clinical trials of anti-angiogenic therapies combined with immunotherapies.

Anti-angiogenic Immunotherapy Registration Phase Cancer Clinical efficacy Correlatives
number Location
Tyrosine Kinase Inhibitor
Axitinib Avelumab? NCT02684006 1} Advanced OS 11.6 months  As first-line treatment, improved PFS among patients with
RCC PFS 13.8 months  PD- L1-positive tumors (89)
Pembrolizumab® NTC02853331 Il Advanced OS 89.9%" (88)
RCC PFS 15.1 months
Lenvatinib Pembrolizumab® NTCO03517449 1l Advanced EC 87)
Monoclonal antibody
Bevacizumab Ipilimumab’ NCT00790010 | Metastatic 0S 25.1 months  Enhance the trafficking of CD8*T-cells across tumor
melanoma vasculature (79)
Atezolizumab? NCT01633970 b mRCC Improve migration of T-cellsincrease cytokine and
chemokines production (83)
NTC03434379 I Unrestable OS 67.2%* (86)
HCC PFS 6.8 months
Atezolizumab®+ NTC02366143 1l NSCLC 0OS 13.3 months  Improved OS in the subgroup of patient with baseline liver

chemotherapy

metastasis (85)

Tanti-CTLA-4 antibodly, “anti-PD-L 1 antibody, anti-PD-1 antibody; *at 12 months. (m)RCC, (metastatic) renal cell carcinoma; HCC, hepatocellular carcinoma; NSCLC, non-small cell lung

cancer; EC, endometrial cancer; OS, overall survival; PFS, progression-free survival.
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being conducted to assess dual inhibition of VEGF-A and Ang2 in
patients with cancer and to further investigate mechanisms
involved in alternative pro-angiogenic pathways (95).
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