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Résumé

Ma thése porte sur I'étude des rdles régulateurs des GTPases Rho sur I'expression
de ligands du systeme immunitaire, sur des cellules de mélanomes murins et
humains et leurs conséquences sur le développement tumoral.

La recherche de marqueurs liés aux capacités métastatiques des mélanomes est
nécessaire, ainsi que celle de molécules pharmacologiques qui amplifieraient les
réponses immunes et pourraient améliorer les thérapies du mélanome. En effet,
l'incidence du mélanome est en forte augmentation et les traitements actuels ont une
efficacité modérée sur les mélanomes métastatiques.

Mon étude des réles régulateurs des GTPases Rho et de leurs inhibiteurs dans le
développement des mélanomes s’est décomposée en trois volets :

- La mise en évidence de la surexpression membranaire des molécules de CMH de
classe | et de costimulation CD80 et CD86 dans les mélanomes murin B16F10 (H-
2Kb/TRP-2) et humain LB1319-MEL (HLA-A0201/MelanA-MART1). Nous avons
montré que le traitement de ces mélanomes avec des inhibiteurs de GTPases Rho
(statines, inhibiteur de la géranylgéranyltransférase et C3 exoenzyme) les rendaient
plus immunogéniques et capables d’induire d’'une part des LT CD8+ cytotoxiques
anti-tumoraux a partir de PBMC naifs et d’autre part de vacciner des souris naives.
Ce travail a été publié dans 2nd European Congress of Immunology, ECI Berlin en
septembre 2009 et dans PLoS One en février 2010.

- L’équipe a précédemment montré I'intérét de I'expression ou de la sécrétion de la
molécule de costimulation CD70 par des carcinomes mammaires murins dans la
mise en place d'une réponse immune anti-tumorale protectrice. Nous avons
recherché I'expression de CD70 sur des mélanomes et étudié son rble dans ces
tumeurs. Nous montrons pour la 1ére fois I'expression de CD70 sur des mélanomes
humains (environ 30%) et sa régulation par la GTPase RhoA. Et surtout, nous
décrivons un nouveau réle non-immunologique de CD70 dans linvasion et les
capacités métastatiqgues des mélanomes, via son contréle de la voie de signalisation
BRAF/MEK/ERK/RhOE et la régulation des fibres de stress d’actine et des points
focaux d'adhésion. Ces travaux sont soumis a PNAS. Par ailleurs, nous avons
montré que BRAF régule aussi lI'expression de CD70, dans une boucle de
rétrocontréle.

- Nous avons enfin étudié la régulation par les GTPases Rho du ligand activateur
MICA exprimé sur des mélanomes humains et reconnu par les cellules NK. Le
traitement des cellules LB1319-MEL par des statines entraine une surexpression
membranaire de MICA, sans toxicité cellulaire. Cette surexpression de MICA permet
d’augmenter la sensibilité a la lyse des cellules de mélanome par les cellules NK et
induit un ralentissement de leur croissance tumorale sous-cutanée dans des souris
NMRI nu/nu et une réduction des métastases pulmonaires. Comme nous avons
montré que les GTPases Ras, RhoB, RhoC et Racl sont des régulateurs positifs de
I'expression MICA, nous recherchons quelles autres voies métaboliques inhibées par
les statines seraient capables de réguler négativement I'expression de MICA et donc
d’'induire sa surexpression sous traitement par les statines. Nous testerons
implication de la production des especes réactives oxygénées et de la voie de
PPARY.

L'ensemble de mes travaux montre que les GTPases Rho pourraient étre des cibles
intéressantes pour favoriser la mise en place de réponses immunes protectrices
innée et adaptative dans de nouveaux protocoles d'immunothérapie du mélanome.



Summary

My Ph.D subject was to study the regulatory roles of Rho GTPases in ligands
expression of the immune system, in murine and human melanoma cells and their
consequences in the tumor development.

The search for markers linked to metastatic capacities of melanoma cells is
necessary, as well as the search of pharmacological agents that would amplify the
immune response and would improve melanoma therapies. Indeed, melanoma
incidence is rising sharply and current treatments have moderate efficiency in
metastatic melanomas.

My study of regulatory roles of Rho GTPases and their inhibitors in melanoma
development consists of three parts:

- The demonstration of membrane overexpression of MHC class | and CD80 and
CD86 costimulatory molecules in murine B16F10 (H-2Kb/TRP-2) and human
LB1319-MEL (HLA-A0201/MelanA-MART1) melanoma cells. We showed that
melanomas treatment with Rho GTPases inhibitors (statins,
geranylgeranyltransferase inhibitor, C3 exoenzyme) made the cells more
immunogenic, and able to induce on the one hand anti-tumor cytotoxic CD8 T cells
from naive PBMC and on the other hand to vaccinate naive mice. This work was
published in 2nd European Congress of Immunology, ECI Berlin in September 2009
and in PLoS One, in February 2010.

- The team has previously shown the interest for the CD70 costimulatory
molecule expression or secretion by murine mammary carcinoma in the setting of a
protective anti-tumor immune response. We searched for CD70 expression in human
melanomas and we studied its role in these tumors. We brought the first description
of CD70 expression in human melanomas (around 30%) and its regulation by RhoA
GTPase. Above all, we described a new non-immunologic function of CD70 in
melanoma invasion and metastatic capacities, through its control of the
BRAF/MEK/ERK/RhoOE signaling pathway and actin stress fibers and focal adhesion
regulations. This work is submitted to PNAS. Furthermore, we showed that BRAF
signaling pathway also regulates CD70 expression, in a feedback loop.

Finally, we studied Rho GTPases regulations of MICA expression in human
melanomas. MICA is an activating ligand that is recognized by NK cells. LB1319-
MEL cells treatment with statins leads to MICA membrane overexpression, without
cytotoxic effect. MICA membrane overexpression enhanced the melanoma cells
sensitivity to NK cells lysis and induced a subcutaneous tumor growth slowing-down
in NMRI nu/nu mice and a decrease in lung metastases. As we showed that Ras,
RhoB, RhoC and Racl GTPases are positive regulators of MICA expression, we are
investigating others metabolic pathways inhibited by statins that could regulate
negatively MICA expression and consequently induce MICA overexpression under
statin treatment. We are currently testing the involvement of the reactive oxygen
species production and of the PPARYy pathway.

Altogether my works show that Rho GTPases could be interesting targets in
order to favor the setting of innate and adaptive protective immune responses in new
melanoma immunotherapy protocols.
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DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Le mélanome
. Geénéralités

Le mélanome est le cancer de la peau le plus agressif. Actuellement, son incidence
est croissante : alors qu’elle doublait tous les 15 ans depuis 1950, elle a triplé ces 20
dernieres années (Belot et al., 2008). Il est, de plus, devenu la premiére cause de
mortalité par cancer chez les jeunes adultes (Institut Curie). C'est une tumeur qui
touche tous les ages et le soleil représente le premier facteur environnemental impliqué
dans I'épidémiologie de cette forme de cancer. Il existe cependant d’autres facteurs de
risque : le phototype (peaux claires, yeux clairs, cheveux blonds et roux et présence de
taches de rousseur), les facteurs génétiques (10% des mélanomes) en relation avec les
genes cdkn2 et cdk4 et les antécédents personnels et familiaux de mélanome,
'immunodépression et enfin le nombre de naevi (20-30% des cas).

Le mélanome cutané se développe a partir des mélanocytes, les cellules
productrices de la mélanine. La mélanine est le pigment de la peau qui protége des
Ultra-Violets (UV) du soleil. Les mélanocytes se situent au niveau de la couche basale,
la couche la plus interne de I'épiderme. Les mélanomes peuvent apparaitre a partir de
mélanocytes isolés ou de naevi. Les naevi, considérés comme des tumeurs bénignes,
sont constitués d'un amas de mélanocytes. La premiere étape de l'apparition d'un
mélanome est la transformation des mélanocytes qui acquiérent des mutations et se
mettent & proliférer de fagon incontrdlée. Le mélanome s’étend ensuite dans une phase
radiale puis verticale. Il atteint pour finir les vaisseaux sanguins et lymphatiques, ce qui
lui permet de métastaser jusqu’'aux organes receveurs tels que les ganglions
lymphatiques, les visceres et le cerveau (Gray-Schopfer et al., 2007) (Figure 1). La
durée de chaque phase est trés variable suivant les individus et les sous-types de

mélanomes.
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Figure 1 : Les différentes phases de la progression du mélanome (Gray-Schopfer et al.,
2007).

a) La peau normale : Distribution réguliere des mélanocytes localisés sur la couche
basale de I'épiderme. b) Naevus mélanocytaire bénin : Augmentation du nombre de
mélanocytes regroupés en amas. c) Mélanome a croissance horizontale (RGP
melanoma) : Premier stade de développement tumoral, prolifération radiale des cellules
de mélanome. d) Mélanome a croissance verticale (VGP melanoma): Stade du
développement ayant un potentiel malin conduisant directement a la formation du
mélanome malin métastatique. Les cellules de mélanome proliférent de facon verticale,
envahissent le derme et peuvent infiltrer le systeme vasculaire et lymphatique.

Le mélanome est un cancer immunogéene, c’'est-a-dire qu'’il exprime des antigénes
tumoraux qui sont reconnus par le systeme immunitaire. Les antigénes MelanA-MART1
et gpl00 sont les plus étudiés et les plus exprimés, ils sont liés a la synthese de la

mélanine.

II. Classifications

On distingue classiquement quatre types de mélanomes cutanés (Choi et al., 2011):
- Le mélanome sur mélanose de Dubreuilh (Lentigo Malignant Melanoma, LMM).

Cette tumeur (10% a 15% des mélanomes) survient en général chez les personnes



agées a partir d'une mélanose, le plus souvent située sur la pommette ou la tempe. |l
n'y a aucun développement métastatique a partir de cette tumeur.

- Le mélanome nodulaire (Nodular Melanoma, NM). Le NM (10% a 15% des
mélanomes) est une tumeur agressive, envahissant rapidement verticalement le derme
et les ganglions lymphatiques.

- Le mélanome lentigineux des extrémités (Acral Lentiginous Melanoma, ALM).
Cette tumeur se développe sur la plante des pieds et plus rarement sur la paume des
mains. Elle présente un potentiel d’'agressivité et d'infiltration des structures sous-
jacentes assez important.

- Le mélanome a extension superficielle (Superficial Spreading Melanoma, SSM). Le
SSM représente la forme la plus fréquente de mélanomes (70% des mélanomes). Il est
associé a des épisodes répétés de brilures solaires le plus souvent survenues des le
jeune age. Il présente dans un premier temps une lente extension horizontale et
superficielle, puis une extension verticale avec une infiltration vers le derme. Ce
mélanome regroupe plusieurs criteres dits « ABCDE » : A pour Asymétrie générale des
contours et du pigment, B pour Bords irréguliers, C pour Couleurs multiples, D pour
Diametre supérieur a 8 mm, E pour Erythéme persistant périphérique ou pour Evolution
(Rigel et al., 2005). Depuis l'année derniére, des dermatologues australiens ont
simplifié la détection de ce mélanome avec la régle « AC » : A pour Asymétrie et C pour
couleurs (Luttrell et al., 2011).

lll. Histologie et développement des mélanomes

Les mélanomes sont des tumeurs qui se développent a partir des mélanocytes. Ces
cellules de la peau localisées normalement a la jonction dermo-épidermique fabriquent
la mélanine, un pigment destiné a protéger la peau contre des rayonnements UV. Les
mélanocytes peuvent se grouper en amas, aussi appelés theques, dans I'épiderme
et/ou le derme et forment ce que I'on appelle un naevus mélanocytaire communément
appelé aussi « grain de beauté ». L'origine de ces naevi dits « communs ou acquis »
qui apparaissent apres la naissance et qui sont les plus nombreux fait encore I'objet de
controverses. lls pourraient résulter de mutations somatiques tres tardives survenant
dans des mélanocytes matures, ce qui expliquerait leur caractéere trés localisé. On
distingue plusieurs formes histologiques de naevi selon leur répartition dans le derme et

I'épiderme :



- Les naevi jonctionnels : les cellules se disposent de fagon dispersée en nappe
dans la couche basale de I'épiderme.

- Les naevi dermiques : prolifération mélanocytaire strictement intra-dermique.

- Les naevi mixtes ou composés : a la fois dans le derme et a la jonction dermo-
épidermique.

Les naevi sont considérés comme des tumeurs bénignes mais peuvent évoluer en
mélanomes et I'on distingue alors deux phases d’extension du mélanome (Zaidi et al.,
2008) (Figure 2). Une phase de prolifération horizontale, radiale (Radial Phase Growth,
RGP) dans I'épiderme qui peut ensuite évoluer en phase verticale (Vertical Phase
Growth, VGP) qui envahit le derme et qui constitue la phase la plus dangereuse
pendant laquelle les cellules acquiérent leur potentiel métastatigue. Cependant, la
plupart des mélanomes ne proviennent pas de naevi stables préexistants mais les deux
phases de prolifération horizontale et verticale de ces mélanomes se produisent

directement a partir de mélanocytes isolés et progressent en mélanome métastatique.

Spontaneous DNA mutations
UVE
UVA I'NRas CDKN2A |

ERAF PTEN AKT TP53
- =i — o
Mormal skin Nevus RGP VGP Metasiasis
& 2
S =
g e
= |m S ]
& |2 i
€ (= -
E |& ' 3
Z e e 4 |
e _ @ @ ® D
w [ N
*g g ‘k,j o \?/:. A \,_,/) =,
% 8 I} ) i { GI‘. E'
i APC PTEN MTAP MTA2
CDKMNZA APAF1 MAGE
YK CDH1
MEShIT CDH2
I RASSF1 |
L Epigenetic modulations

Figure 2: Initiation et progression du mélanome associées a des altérations
moléculaires a partir d’'un naevus (Zaidi et al., 2008).

A linverse, les taches de vitiligo sont caractérisées par la disparition progressive des
cellules pigmentées et I'apparition de poils blancs, mais sans signe clinique particulier.



lls proviennent de la destruction des mélanocytes par un infiltrat inflammatoire lors d’'un
phénomeéne d’auto-immunité (Taieb, 2011). Plusieurs équipes ont montré que des
patients atteints de mélanome et de vitiligo avaient un meilleur pronostic de survie que

ceux qui avaient un mélanome sans vitiligo (Byrne and Turk, 2011).

Actuellement le pronostic de survie générale a 5 ans d'un patient, porteur de
mélanome et ayant subi une exérése chirurgicale, se fait grace a l'indice de Breslow,
qui a été établi par Alexandre Breslow (Breslow, 1970) (Tableau 1). Il mesure
I'épaisseur entre les parties les plus supérieures et les plus profondes du mélanome. |l
n'est toutefois pas assez précis, et nécessite des ajustements qui peuvent modifier
énormément la survie, notamment si les ganglions drainants sont métastasés et si le

mélanome est ulcéré.

Indice de Breslow (IB) | Estimation de la survie
(épaisseur) générale a 5 ans
IB<0,75 mm 96 %
0,75mm=<IB<15mm 87 %
1,5mm<IB<25mm 75 %
25mm=<IB <4 mm 66 %
IB>4 mm 44 %

Tableau 1 : Classification des mélanomes par l'indice de Breslow.

Des études récentes montrent lintérét de prendre en compte le micro-
environnement immun tumoral et en particulier la présence et la localisation de
lymphocytes. Ces évaluations sont statistiquement plus pertinentes que l'indice de
Breslow classique pour évaluer la survie générale a 5 ans. Nous y reviendrons dans la

partie Inmunosurveillance du chapitre Systeme immunitaire.

V. Traitements
1. La chirurgie

Le premier traitement suite au diagnostic est I'exérese chirurgicale. Elle permet
également de confirmer le diagnostic de mélanome. En fonction de I'épaisseur du

mélanome, I'exérése est élargie aux tissus sains autour de la tumeur. La taille de la



marge au niveau du tissu sain dépend de I'analyse anatomopathologique faite sur le
mélanome enlevé. Cette marge entoure la zone détectée comme maligne, de 0,5 cm
(pour un mélanome in situ) jusqu'a 2 a 3 cm (pour un mélanome de plus de 4 cm), et
elle est de 1 cm pour un mélanome de Dubreuilh (INCA, 2010).

Dans 80% des cas, la chirurgie suffit a enlever la tumeur et il n'y a ni métastases ni
récidives. Pour les cas métastatiques par contre, la survie du patient est beaucoup plus
faible (15% a 2 ans et 5% a plus de 5 ans) (Mouawad et al., 2010).

De nombreux traitements ont été tentés pour améliorer la survie des patients atteints
de mélanome métastatique. Actuellement, plusieurs traitements sont effectués mais ils
permettent essentiellement de retarder les récidives ou de diminuer les souffrances des

patients : la chimiothérapie, 'immunothérapie et la radiothérapie.

2. La chimiothérapie

La chimiothérapie est proposée lors d’envahissements des ganglions ou de
métastases a distance. Deux drogues sont majoritairement utilisées : la Dacarbazine et
la Fotémustine.

Aux USA depuis 1975, la Dacarbazine a une Autorisation de Mise sur le Marché
(AMM) et elle est le traitement de référence du mélanome avancé, méme s'’il n’apporte
pas une amélioration trés importante de la pathologie (Mouawad et al., 2010). En effet
les réponses objectives sont observées chez 15% a 25% des patients seulement, et
malheureusement plus de 95% de ces réponses positives ne sont que partielles
(Topalian et al., 2011). La Dacarbazine est le précurseur du Diazométhane, agent
alkylant qui perturbe les divisions cellulaires et qui conduit a une mort rapide des
cellules en division. En Europe et en particulier en France, la Dacarbazine est
également prescrite pour les mélanomes métastatiques.

La Fotémustine est utilisée lors de métastases cérébrales et 20% a 25% des
patients répondent favorablement, avec 5% a 8% de réponses complétes (Topalian et
al., 2011). C’est une molécule appartenant a la famille des nitrosourées, agents
alkylants qui passent la barriere céphalo-rachidienne.

Récemment, des inhibiteurs de la voie des MAPK tels que les inhibiteurs de BRAF
et de MEK commencent a étre utilisés. Nous y reviendrons dans la partie Les essais

cliniques.



3. L'immunothérapie

L'immunothérapie avec de l'InterFéroN-o (IFN-a) est proposée aux patients en
complément de la chirurgie lorsque la tumeur dépasse 1,5 mm d’épaisseur, ou en cas
d’envahissement du ganglion sentinelle (InCA, 2010).

L'IFN-a. a des effets anti-prolifératifs, anti-angiogéniques et immuno-modulateurs
puisqu’il induit l'augmentation de I'expression membranaire des molécules du
Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de classe | (CMH-I) et de classe Il (CMH-
I1), qui présentent les antigenes de mélanome, et une plus forte infiltration des tumeurs
par des Lymphocytes T (LT) CD4+. Les réponses cliniques observées ne sont que de
'ordre de 15% avec moins de 5% de réponses completes. L'IFN-a. semble étre plus
efficace chez des patients qui n’ont pas eu d’atteintes viscérales (Topalian et al., 2011).

Des traitements par immunothérapie adoptive sont pratiqués en particulier en
France dans I'équipe du Pr. B. Dréno, les succes sont partiels mais encourageants
(Khammari et al., 2007). Nous y reviendrons dans partie Les essais cliniques.

4, La radiothérapie

La radiothérapie est tres peu utilisée dans la thérapie du mélanome. Les radiations
visent en général a soulager les souffrances dues a des métastases osseuses
douloureuses ou a une compression, on parle alors de radiothérapie palliative.

Cependant, elle est aussi utilisée en cas de tumeurs non opérables qui ont
métastasé dans le cerveau. Si les métastases sont de taille réduite, la radiothérapie
peut étre trés efficace pour les détruire. Mais si les métastases sont trop grosses ou
trop nombreuses, la radiothérapie sert uniquement a freiner la maladie et a améliorer la
qualité de vie du patient (INCA, 2010).

5. Les essais cliniques

L’efficacité globale faible des traitements classiques par chimiothérapie,
immunothérapie et radiothérapie justifie le fait que de nombreux essais cliniques sont
entrepris pour le traitement du mélanome métastatique.

Des essais cliniques de trois types sont en cours pour tenter d’améliorer la survie
des patients. D’abord des chimiothérapies avec des inhibiteurs de la protéine BRAF
mutée en position V600E (BRAF V600E), ensuite des immunothérapies par transferts



adoptifs de lymphocytes infiltrants les tumeurs (Tumor Infiltrating Lymphocytes, TIL)
autologues mais traités in vitro avec de l'InterLeukine-2 (IL-2), ou encore des stratégies

vaccinales (vaccination thérapeutique).

a) Les inhibiteurs de la voie BRAF/MEK

Le développement de chimiothérapies ciblées est a I'heure actuelle en plein essor.
La mutation activatrice de la kinase BRAF en position 600 (BRAF V600E) est présente
dans plus de 60% des mélanomes cutanés, ce qui en fait une cible privilégiée (Gray-
Schopfer et al.,, 2007). Cette mutation favorise la tumorigénese, la prolifération et la
survie des cellules tumorales (Wellbrock and Hurlstone, 2010), en activant de fagon
constitutive la voie BRAF/MEK/ERK (Fecher et al., 2008) (Figure 3).

Le premier inhibiteur utilisé était le Sorafenib (Nexavar, Bayer Schering Pharma Ag).
C’est un inhibiteur a large spectre de l'activité de tyrosines kinases telles que VEGFR,
PDGFR et RAF, mais il induit de nombreux effets indésirables. En effet, il a notamment
été montré une éruption de naevi associée au traitement au Sorafenib (Bennani-Lahlou
et al., 2008) ainsi que des troubles de la différenciation et la prolifération kératinocytaire
(Kong et al., 2007). Ces résultats montrent I'importance de cibler plus spécifiquement
les protéines BRAF et MEK.

Plusieurs inhibiteurs spécifiques de BRAF V600E tels que le PLX-4720 (Plexxikon)
et son dérivé le PLX-4032 (Zelboraf, Vemurafenib, Roche Parmaceuticals) sont testés
en essais cliniques de phase lll (Flaherty et al., 2010). Ces inhibiteurs blogquent I'activité
de la protéine BRAF et ainsi inhibent la voie de signalisation en aval (MEK/ERK). lIs
semblent prometteurs pour stabiliser la maladie mais pas assez efficaces pour
'éliminer. En Europe depuis mai 2011, le PLX-4032 a une Autorisation Temporaire
d’Utilisation (ATU), et aux USA une AMM depuis 2011. De plus, il est important de noter
gue l'utilisation de ces deux inhibiteurs de BRAF muté V600E est restreinte aux
tumeurs mutées en BRAF V600E, car lorsqu’ils sont utilisés sur des tumeurs non
mutées, leurs effets sont délétéres (Poulikakos et al., 2010).

Malheureusement quelques résistances commencent a apparaitre suite au
traitement avec le PLX-4032. Des inhibiteurs de MEK, une MAPKK en aval de BRAF,
tels que le Selumetinib (AZD6244, ARRY-142886, AstraZeneca) et le PD0325901
(Pfizer), sont également étudiés dans le cas du mélanome métastatique (Patel and Kim,
2012). Le Selumetinib est actuellement en essai clinique de phase Il (NCT00338130 et



NCT00936221). Cet inhibiteur seul n’a qu’un effet clinique modeste mais il semble avoir

le plus d’effet lorsque BRAF est muté (Kirkwood et al., 2012).
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Figure 3 : Inhibiteurs de la voie BRA/MEK/ERK (Fecher et al., 2008).

b) Les transferts adoptifs de Lymphocytes Infiltrant les

Tumeurs (TIL) traités par de I'lL-2

En matiere d’'immunothérapie, des progrées étaient attendus depuis de nombreuses
années. En effet, les travaux du Pr. Rosenberg sur la stimulation de TIL des patients
par de I'lL-2 et leur injection aux patients avaient apporté de grands espoirs (Mule et al.,
1986; Rosenberg et al., 1990), mais n'ont malheureusement pas été suivis d'effets
immédiatement favorables pour les patients (Topalian et al., 1990). Ces échecs ont
alors conduit a un scepticisme des oncologues vis a vis de 'immunothérapie. En effet,
des injections systémiques d’IL-2 seule ont aussi été testées, mais les résultats ont
montré beaucoup trop de toxicité due a des effets globaux et non localisés. D'ou la
nécessité de mettre en place des traitements immunologiques beaucoup plus

spécifiques. Les thérapies de transferts adoptifs avec des TIL autologues traités in vitro



avec de l'IlL-2 se sont aussi révélées globalement décevantes (Besser et al., 2010;
Gattinoni et al., 2006) (Figure 4). L’équipe du Pr. B Dréno a procédé a des essais
cliniques sur des patients atteints de mélanome de stade Ill (avec envahissement des
ganglions lymphatiques) apres résection des ganglions lymphatiques et sans
métastases détectées, avec des infusion de TIL plus de I'lL-2 ou de I'IL-2 seule pendant
deux mois. Ills ont montré que lorsqu’un seul ganglion lymphatique était envahi, le taux
de rechute était significativement plus bas avec le traitement TIL plus IL-2 que IL-2
seule (33% contre 68%) (Khammari et al., 2007). Des études ont montré que cette
inefficacité partielle ne venait pas de la thérapie en elle-méme mais du micro-
environnement immunosuppresseur de la tumeur. Cette immunosuppression contrble
I'action des TIL et les rend inefficaces alors que lorsqu’ils sont testés ex vivo ces TIL ont
une forte activité anti-mélanome (Disis, 2010). C’est pourquoi de nouveaux essais
cliniques visent a associer des transferts adoptifs de TIL avec des agents bloguant les

cellules immunosuppressives présentes dans les mélanomes.
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Figure 4 : Transfert adoptif de TIL autologues sans lymphodéplétion (d‘apres (Gattinoni
et al., 2006))

10



C) Les stratégies vaccinales avec les CD

Plusieurs stratégies vaccinales ont aussi été mises en place et évaluées. Ces
vaccins sont basés sur I'apport de peptides antigéniques spécifiqgues des mélanomes,
injectés seuls ou présentés par des Cellules Dendritiqgues (CD) pulsées. Ces protocoles
sont difficiles a mettre en place car ils nécessitent de grosses infrastructures mais ils
apportent des succes certains (O'Neill et al., 2004) (Figure 5). Un essai clinique réalisé
avec un vaccin composé du peptide gp100 modifié en combinaison avec des injections
systémiques d’IL-2 a montré une amélioration de la réponse clinigue de 10% par
rapport a des injections d’IL-2 seule (Schwartzentruber et al., 2011). De plus, un nouvel
essai clinique apporte de grands espoirs car des injections de CD pulsées avec le lysat
tumoral autologue combiné a des injections sous-cutanées d’IL-2 a faibles doses a
permis d’obtenir un bénéfice clinique de plus de 50% (Ridolfi et al., 2011). Sur les 27
patients inclus dans l'essai clinique, deux sont en rémission compléte, deux en
rémission mixte, six en rémission partielles et cing patients voient leur maladie
stabilisée. Pour ces 15 patients qui ont répondu la médiane de survie générale est de
22,9 mois, alors que celle des autres patients n’est que de 4,8 mois.

Antigénes chargés
-Peptide gp100 ‘
-Lysat tumoral autologue , -

Vaccination
-Voie sous-cutané
|‘ y -Voie cutané
Maturation CD |
s
N /\'
Génération CD Immunomonitoring

Figure 5 : Protocoles de vaccination par les CD (d’aprés (O'Neill et al., 2004))

d) Les immunothérapies avec des anticorps anti-CTLA-4

D’autres essais cliniques d'immunothérapie réalisés avec deux anticorps anti-
CTLA-4, llpilimumab (Bristol-Myers Squibb) et le Tremelimumab (Pfizer), semblent
aussi tres prometteurs. CTLA-4 est une molécule coinhibitrice qui se trouve sur les
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cellules du systéme immunitaire et qui se lie aux ligands CD80/CD86 (Olive et al., 2011)
(Figure 6). CTLA-4 entre en compétition avec CD28 pour la liaison avec les ligands
costimulateurs de la famille B7 (CD80 et CD86), présents sur les cellules présentatrices
d’antigéne et sur certaines cellules tumorales. Mais, au lieu de promouvoir la
costimulation des effecteurs immuns, nécessaire a leur activité, la liaison de CTLA-4 sur
le récepteur CD28 entraine I'inactivation de ces cellules effectrices. Les anticorps anti-
CTLA-4 inhibent le volet inhibiteur et permettent donc une activation optimale des LT
(Figure 6). L'lpilimumab a été utilisé en essai clinique de phase Ill en premiére ligne de
traitement du mélanome meétastatique seul ou en combinaison avec la Dacarbazine
et/ou le vaccin gp100 (Hodi et al., 2010; Phan et al., 2008). Les résultats montrent une
stabilisation du cancer avec 10% a 15% de taux de réponses objectives. Depuis juin
2010 en Europe, l'lpilimumab a une ATU, et depuis mars 2011 aux USA une AMM.
Toutefois des études récentes montrent une forte induction de l'inflammation qui peut
étre délétere, suite au traitement (Berman et al., 2010). Le Tremelimumab par contre a
été testé en combinaison avec de I'lFN-a. Cette combinaison est tres prometteuse car
elle entraine une amélioration de 24% de taux objectifs de réponse (Tarhini et al.,
2012).
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Figure 6 : La compétition entre CTLA-4 et CD80/CD86 (B7) pour le récepteur CD28. Le
blocage par I'Ac anti-CTLA-4 (Olive et al., 2011)

Le mélanome pose un vrai probleme de santé publique a cause de son incidence
croissante et de l'inefficacité globale des traitements lorsqu’il est métastatique. C’'est
pourquoi de nombreuses études sont effectuées a I'heure actuelle pour améliorer de

facon significative la survie des patients. Deux principales voies sont poursuivies : les
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thérapies ciblées de la protéine BRAF mutée en position V600E, et les
immunothérapies avec les anticorps dirigés contre CTLA-4. Ces thérapies, bien que
prometteuses, sont restreintes a certains patients. Dans l'avenir, il faudra tres
certainement faire des combinaisons de différentes thérapies (immunothérapie +
chimiothérapie) pour avoir une amélioration significative de la survie des patients, mais

aussi trouver de nouvelles voies thérapeutiques.
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Les réponses immunitaires

De nombreux types cellulaires coexistent dans le micro-environnement tumoral. Les
cellules tumorales sont entourées de vaisseaux sanguins, de matrice extracellulaire, de
fibroblastes et de diverses cellules immunes (Hanahan and Weinberg, 2000) (Figure 7).
Je me suis intéressée au cours de ma thése a la composante immune de ce micro-

environnement.

A Heterotypic Cell Biology

Cancer cells Fibroblasts 4

Immune ceils

Figure 7 : Le micro-environnement tumoral (Hanahan and Weinberg, 2000) .

De nombreuses études récentes ont montré que les tumeurs avaient des potentiels
immunogénes plus ou moins importants. Le mélanome fait partie de ces tumeurs
immunogénes qui sont capables de déclencher des réponses immunes visant a les
éliminer. L'immunologie des tumeurs est fondée sur deux concepts essentiels: la
surveillance immunitaire des cellules tumorales et les mécanismes d’évasion

permettant a la cellule cancéreuse d’échapper a la destruction immune.

l. L'immunosurveillance

Le concept d'immunosurveillance a émergé en 1970, suite aux travaux de Burnet qui
s’appuient sur plus d'un siécle d’études préliminaires (Burnet, 1972; Coley, 1991). lls
ont suggéré un lien potentiel entre le Systéme Immunitaire (Sl) et le cancer, ce qui I'a

conduit a la théorie de la surveillance immunitaire des tumeurs. Celle-ci repose sur
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I’hypothése selon laquelle le SI, et en particulier les Lymphocytes T (LT), joueraient un
réle de surveillance de I'organisme en reconnaissant les cellules néoplasiques comme
étrangeres grace a I'expression d’antigenes a leur surface et en les éliminant & un stade
précoce. Selon ce concept, les tumeurs ne se développent que lorsque les cellules
cancéreuses échappent au Sl. Suite a ce concept dimmunosurveillance est apparu
celui de 'immunoédition, qui rend mieux compte de I'ensemble des phénomeénes qui
surviennent lors du développement tumoral (Schreiber et al., 2011). C’est la sélection
des cellules tumorales par le Sl qui va d'une part sélectionner les cellules devenues
insensibles aux réponses immunes et qui elles-mémes influencent le micro-
environnement pour favoriser leur croissance, et d’autre part créer un environnement
immunosuppresseur qui bloque la destruction de la tumeur par le Sl.

L’inflammation joue aussi un réle trés important dans la Rl anti-tumorale. En effet,
une inflammation aigue est décrite comme anti-tumorale, alors gu’une inflammation
chronique est plutét pro-tumorale (Keibel et al., 2009). Lors d’une inflammation aigue, il
y a un recrutement massif de cellules inflammatoires, telles que les mastocytes, les
granulocytes neutrophiles et les macrophages, qui lysent les cellules anormales et
recrutent des cellules immunes. Lors d’'une inflammation chronique, des macrophages
associés aux tumeurs (Tumor Associated Macrophages, TAM) sont recrutés de fagon
majeure dans le microenvironnement tumoral. Ces TAM sécretent en particulier de I'lL-
10 et du TGFp qui limitent la prolifération les LT et du TNFa qui de fagon chronique va
promouvoir le développement tumoral. D’autres facteurs clés sont retrouvés lors d’'une
inflammation chronique, tels que IL-6, COX2 et le VEGF qui favorisent aussi la

croissance tumorale.

1. L’'immunogénicité des tumeurs

Comme je l'ai dit dans la partie Généralités du chapitre Mélanome, le mélanome
est considéré comme une tumeur immunogéne, car elle exprime des Antigénes
Associés aux Tumeurs (Tumor Associated Antigen, TAA). Depuis de nombreuses
années, des équipes se sont penchées sur la description des TAA et des anticorps

dirigés contre ces TAA. Cing groupes de TAA ont été définis (Tableau 2).
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Antigénes tumoraux

Cancers

Références

Antigenes de
différenciation :
Melan-A/IMART-1
gp100

TRP-1,-2

Mélanome
Mélanome
Mélanome

(Van den Eynde and Boon,
1997)
(Renkvist et al., 2001)

Antigenes communs

spécifiques de tumeurs :

MAGE
BAGE
GAGE
NY-ESO-1

Tumeurs variés
Tumeurs variés
Tumeurs variés

(Juretic et al., 2003)

Antigenes issus de
mutations ponctuelles :
RasV12

Cancer du pancréas

(Wolfel et al., 1995)

CDK4 Mélanome (Zaidi et al., 2008)

p53 Tumeurs variées

Antigenes surexprimés :

HER-2/neu Carcinomes du sein, ovaires, poumons (Slamon et al., 2011)
Télomérase Tumeurs variés (Vonderheide et al., 1999)

P53 Tumeurs variés (Li et al., 2012)

Antigenes viraux :
E6-E7 papillomavirus
LMP1-LMP2 EBV

Cancer du col de I'utérus
Lymphomes, cancer du nasopharynx

Tableau 2 : Les antigenes de tumeurs

(Smith et al., 2012)

Le premier groupe est celui des antigénes de différenciation. En effet dans le
mélanome, on retrouve des antigenes de différenciation des mélanocytes, tels que
MelanA-MART1 (Van den Eynde and Boon, 1997), gpl100 et la tyrosinase TRP-2
(Renkvist et al., 2001). Ce sont des antigenes qui sont faiblement exprimés sur les
mélanocytes sains et fortement exprimés sur les cellules de mélanome. Ces TAA de
différenciation sont les plus ciblés dans les thérapies par transferts adoptifs et par
vaccinations.

Le deuxiéme groupe est celui des TAA cancer/testis. Ces antigénes proviennent du
lignage des cellules germinales et sont anormalement exprimés sur les cellules
somatiques cancéreuses. lIs comprennent notamment les antigenes MAGE et NY-ESO-
1 dans le mélanome (Juretic et al., 2003) .

Le troisieme groupe est lié aux mutations de genes individuelles apparaissant chez
les patients. Par conséquent une thérapie par ciblage d’'un de ces antigénes ne peut
étre efficace que pour les patients chez lesquels il a été identifié (Wolfel et al., 1995).

Le quatrieme groupe plus hétérogeéne se compose des antigénes tels que le
suppresseur de tumeur p53 (Li et al., 2012), la télomérase (TERT) (Vonderheide et al.,
1999), et aussi I'antigene HER-2 fréquemment ciblé dans le cancer du sein (Slamon et
al., 2011).
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Pour finir, le dernier groupe contient les antigenes viro-induits dont les plus connus
sont des antigenes de LMP1 et LMP2 de I'Epstein-Barr Virus (EBV) et E6 et E7 du
papillomavirus. lls ont également fait I'objet de protocoles d'immunothérapie. Ainsi
Smith C. et al. (Smith et al., 2012) ont ciblé les protéines virales LMP1 et LMP2 dans
des carcinomes du nasopharynx associés a I'EBV dans un protocole d’immunothérapie
adoptive.

Ces deux derniers groupes ne correspondent pas a des antigénes liés au

mélanome.

Les TAA sont présentés aux cellules du SI par les Complexe Majeur
d’Histocompatibilité (CMH) de classe | (CMH-I) et de classe Il (CMH-II). Les complexes
CMH/peptides sont reconnus par les récepteurs des LT (T Cell Receptor, TCR). Les
TCR sont des récepteurs spécifiques des LT de I'immunité adaptative, mais plusieurs
cellules du systeme inné les expriment. Parmi ces cellules, on retrouve les cellules NKT
et les LTyo.

La majorité des LT (95% des LT périphériques) expriment des TCRaf (Figure 8). Le
TCRop est un hétérodimere constitué d’'une chaine o et d’'une chaine { reliées par des
ponts disulfures. Des recombinaisons somatiques analogues a celles des
Immunoglobulines (Ig) sont responsables de la diversité des TCR. Les chaines a et
du TCR comportent un domaine constant C ancré a la membrane et un domaine
variable V. D’autres LT expriment des TCRyd (Figure 8). Les TCRyd sont composés
d’'une chaine y et d’'une chaine o qui présentent des domaines variables et constants

similaires & ceux des chaines a et 3.
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Figure 8 : Représentation des TCR af et yo (Parham, 2004).

Les réarrangements des domaines variables des génes codant pour les sous-unités
o et p du TCR se font respectivement entre une région V (variable) et une région J
(joining) pour la chaine a et trois régions V, D (diversity) et J pour la chaine p en faisant
intervenir des recombinases (RAG1 et RAG2). A partir de la configuration germinale
non arrangée, la recombinase associe un segment variable (V) a un segment de
diversité D et un segment de joint (J), assurant ainsi la production d'une unité VDJ
fonctionnelle. Cette unité est ensuite transcrite, épissée dans sa région C constante
avant d’étre traduite en protéine (Hodges et al., 2003) (Figure 9).

La reconnaissance du complexe CMH/peptide par le TCR induit I'activation de
plusieurs voies de signalisation parmi lesquelles la voie calcique et la voie des MAPK
qgui conduisent notamment a la régulation de I'expression des cytokines et plus
particulierement celle de I'lL-2. L'IL-2 est le facteur de croissance autocrine majeur
produit par les LT.
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Figure 9 : Réarrangement des fragments VDJ du TCRe (Hodges et al., 2003).

2. L’'immunodépression et I'incidence du mélanome

Plusieurs études ont montré que le Sl jouait effectivement un rble dans la
surveillance des tumeurs car une plus forte incidence des cancers est retrouvée chez
les souris et des patients immunodéprimés (Silverberg et al., 2011; Zwald et al., 2010).

Chez des patients qui ont subi une transplantation d’organe et qui sont donc
maintenus dans un état d’immunosuppression pour faciliter la prise et le maintien de la
greffe, l'incidence des cancers de la peau est plus élevée. Les augmentations les plus

bY

fortes sont celles des sarcomes de Kaposi (84 fois) et des carcinomes a cellules
squameuses (65 fois) (Jensen et al., 1999). Pour le mélanome, l'augmentation est
modeste et varie selon les études de 2% a 8% (Zwald et al., 2010).

Les autres patients immunodéprimés chez lesquels l'incidence des cancers et
notamment celle du mélanome est plus élevée, sont les patients atteints du Sida. Les
incidences sont trés fortement augmentées pour les lymphomes non Hodgkiniens
(21,5%), les sarcomes de Kaposi (16%) et les cancers du poumon (9,4%) (Lanoy et al.,
2011). L'augmentation de l'incidence du mélanome est moindre mais significative : elle

conduit a une augmentation d’environ 5% (Silverberg et al., 2011).
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Il. Le systéeme immunitaire

Le Sl se divise arbitrairement en deux parties : le Sl inné et le Sl adaptatif (Dranoff,
2004). Les acteurs du Sl inné sont les cellules inflammatoires (les granulocytes
basophiles, éosinophiles, neutrophiles, les monocytes, les macrophages et les
mastocytes), les cellules Natural Killer (NK), les cellules NKT, les LTyd et les Cellules
Dendritiques (CD). Les cellules impliquées dans le S| adaptatif sont les CD (qui font le
lien entre les deux Sl), les LTaf (auxiliaires, régulateurs, cytotoxiques et mémoires) et
les LB (matures, plasmocytes, régulateurs et mémoires) (Shortman and Naik, 2007)
(Figure 10).

Innate immunity

Adaptive immurity
[rapid response)

(slow response)

Dendritic cell Mast call

Macrophage

Naturd (%3
killer call

Complement

]
E .Basoph'l
N

Natural

Eope killer T call
Granuocytes
Neutrophil |-

Figure 10 : Les systemes immunitaires inné et adaptatif (Dranoff, 2004).

1. Le systeme immunitaire inné

Le Sl inné est la premiére ligne de défense de I'organisme. Il ne nécessite pas de
reconnaissance préalable et spécifique des pathogénes ou des cellules tumorales.

- Les cellules inflammatoires sont parmi les premiéeres cellules a intervenir lors
d’agressions extérieures. Elles se composent des granulocytes basophiles, des
granulocytes éosinophiles et des granulocytes neutrophiles, des monocytes, des
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macrophages et des mastocytes. Elles sont capables de reconnaitre et de phagocyter
les éléments étrangers ou les cellules infectées ou tumorales.

Parmi les cellules inflammatoires importantes pour le développement des cancers,
se trouvent les macrophages. Leur phénotype dépend du tissu dans lequel ils sont
localisés : cellules microgliales dans le cerveau, cellules de Kupffer dans le foie, cellules
de Langerhans dans la peau, macrophages associés aux tumeurs (TAM) dans les
tumeurs par exemple (Hume et al., 2002). Ces macrophages sont classés en deux
types selon leur polarisation : M1 (Type 1, anti-tumoraux) et M2 (Type 2, pro-tumoraux)
(Lewis and Pollard, 2006; Schmid and Varner, 2010) (Figure 11).

Anti tumor
TNF-a
IL-12
Reactive nitrogen

M1 macrophage

Monocyte / [FN-y Oxygen intermediates
resident macrophage
; s Promote Thl response

/ \

1
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\
. /
i 'y

M2 macrophage Pro tumor
IL-4 IL-18
IL-13 s IL-6
IL-10 IL-8
Glucocorticoids C) } Growth factors (VEGEF)
et MMP
Promote Th2 response

Figure 11 : Macrophages M1 et M2 (Schmid and Varner, 2010).

- D’autres cellules sont importantes pour le développement du mélanome, il s'agit
des cellules myéloides suppressives (Myeloid-Derived Suppressive Cells, MDSC). C’est
une population hétérogene de cellules progénitrices myéloides et de cellules myéloides
immatures (Vesely et al., 2011). Elles sont recrutées dans les tumeurs ou elles jouent
un réle négatif en inhibant la fonction des cellules immunes effectrices cytotoxiques et
en favorisant le développement de la tumeur. Pour limiter l'action des cellules
cytotoxiques, elles produisent du Tumor Growth Factor-g (TGF-p) et de I'lL-10,
recrutent les lymphocytes régulateurs, et bloquent les TCR en ajoutant des
groupements nitriles (Filipazzi et al., 2012; Ostrand-Rosenberg and Sinha, 2009)
(Figure 12). Les effets pro-angiogéniques et pro-métastasiants des MDSC favorisent la

croissance et I'invasion des tumeurs (Yang et al., 2008).
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Figure 12 : Action des MDSC sur les réponses anti-tumorales (Ostrand-Rosenberg and
Sinha, 2009).

- Les acteurs principaux du Sl inné sont les cellules NK. Ce sont des lymphocytes
qui ont une activité cytotoxique directe et pro-infammatoire par sécrétion de cytokines.
Leurs caractéristiques seront détaillées dans un paragraphe qui leur sera consacré plus
loin dans ce chapitre.

- Les cellules NKT appartiennent au Sl inné car elles présentent a la fois des
récepteurs de la famille des cellules NK (NK1.1, NKG2D, NKR-P1A) mais aussi des
récepteurs spécifiques des LT (TCR/CD3) (Reilly et al., 2010). La population majoritaire
et la plus étudiée des cellules NKT est une population invariant NKT (iNKT) possédant
donc une spécificité unique. Chez la souris, ces cellules possédent un TCR composé
d’'une chaine o : Val4-Jol8 combinée a une chaine §: V38,2, 2 ou 7. Chez 'homme,
cette population iNKT existe aussi, mais son TCR est composé d’'une chaine o : Va24-
Jal8 combinée a une chaine f: VP11 (Motohashi and Nakayama, 2009; Wu and Van
Kaer, 2011) (Figure 13). Les cellules iINKT murines et humaines CD4+ peuvent sécréter
simultanément des cytokines de type Thl et Th2 (Wilson and Delovitch, 2003). Aprés
une stimulation des cellules INKT qui est dépendante de leur TCR, elles répondent
rapidement contre I'antigene spécifique. Cet antigéne ubiquitaire a été identifié : il s'agit
de peptides glycolipidiques présentés par le récepteur CD1d (Reilly et al., 2010; Wu

and Van Kaer, 2011) (Figure 13). Certaines cellules iNKT peuvent aussi étre activées
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de fagcon TCR-indépendante, suite a une stimulation par des cytokines IL-12, IL-18 et
IFNo/B, mais aussi par le récepteur NKG2D ou dans un milieu inflammatoire. Enfin, il

existe également des cellules INKT17 qui produisent de I'lL-17 (Reilly et al., 2010).

CD1d semi-invariant
| TCR

U V4

glycolipid

Figure 13 : Le TCR des cellules iNKT peut étre activé par le glycolipide présenté par
CD1d d’'une cellule présentatrice d’antigene (Wu and Van Kaer, 2011).

- Les LTyd possedent des activités anti-tumorales et anti-infectieuses importantes
(Nedellec et al., 2010). lls sont régulés par des récepteurs activateurs et inhibiteurs.
Comme les cellules NKT, ils peuvent étre activés par des stimulations TCR-
dépendantes et TCR-indépendantes. La majorité des LTyd porte des chaines Vy9Vo2.
Elles acquierent un phénotype mémoire assez précocement et ont des fonctions
effectrices de type Thl et cytolytiques, c’est-a-dire que ces LTyd sécrétent des
cytokines de type pro-inflammatoires telles que [I'IFN-y. De plus, ces cellules
coexpriment des récepteurs costimulateurs (CD28, LFAL), des récepteurs des cellules
NK activateurs (NCR, NKG2D) et inhibiteurs (CD94/NKG2A) et des récepteurs
activateurs Toll-Like (Toll-Like Receptors, TLR) (Nedellec et al., 2010) (Beetz et al.,
2008) (Figure 14). Ces TLR sont spécifiques de différents ligands Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMP) tels que des lipides, des protéines, des lipoprotéines et des

acides nucléiques (Brown et al., 2011).
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Figure 14 : La reconnaissance des cellules tumorales par les LTyd (Beetz et al., 2008).

- Enfin les CD sont au cceur des Sl inné et adaptatif et font le lien entre eux car elles
jouent un réle clé dans la présentation antigénique et donc la mise en place de la RI
adaptatrice. Sur les sites d’inflammation, elles se chargent en peptides, qu’elles
présenteront ensuite aux lymphocytes grace a leurs molécules du CMH-I et du CMH-II.
Une fois qu’elles ont chargé les peptides aux sites d’inflammation, elles migrent vers les
organes lymphoides secondaires ou elles présentent ces peptides sur leurs molécules
CMH-I ou CMH-II aux lymphocytes CD8+ ou CD4+. Ceux-ci pourront alors s'activer.
Elles permettent aussi l'activation des lymphocytes NK. Ce sont des cellules
spécialisées dans la présentation d’antigénes (Cellules Présentatrices d’Antigene,
CPA). Leurs caractéristiques sont détaillées plus loin dans ce chapitre.

2. Le systeme immunitaire adaptatif

Le Sl adaptatif est la deuxieme ligne de défense de I'organisme. Pour intervenir, il
nécessite une reconnaissance spécifique des antigénes et une activation.

Les LT possedent tous un récepteur TCR/CD3. lls sont divisés en trois groupes
principaux. Les LT auxiliaires CD4+ permettent I'activation des LT CD8+ effecteurs
grace a la sécrétion de cytokines et la costimulation par les récepteurs coactivateurs.
Les LT CD8+ sont des lymphocytes effecteurs cytotoxiques. Les lymphocytes T
régulateurs (Treg) sont des cellules inhibitrices qui régulent négativement les LT CD8+.
Leurs caractéristiques sont détaillées plus loin dans ce chapitre.
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Les LB sont les cellules qui produisent la réponse humorale Anticorps (Ac) via la
production d’anticorps spécifiques. On distingue les LB naifs et matures, les
plasmocytes et les LB régulateurs. Lors de la maturation des LB, les cellules se
transforment en plasmocytes sécréteurs d’Ac spécifigues des antigénes reconnus par
leur Ig de surface (DiLillo et al., 2010b). Des études récentes ont mis en évidence la
présence de LB régulateurs (Breg). Ces Breg régulent négativement l'inflammation et
les RI par la production d’IL-10 (Th2) (DiLillo et al., 2010a). Les LB mémoires participent
activement a la mémoire immunologique spécifique. lls sont produits aprés la réponse

Ac réalisée par les plasmocytes.

lll. Les cellules NK
1. Description

Les cellules NK sont des lymphocytes qui reconnaissent sur les cellules cibles le
« Soi altéré » et I'absence du « soi ». Le « soi » est représenté par les molécules du
CMH-I de I'néte, et le « soi altéré » est la présence en membrane de la cellule cible de
I’héte d’'un trop grand nombre de signaux activateurs tels que la protéine MICA (Barreira
da Silva and Munz, 2011). Les cellules NK sont les premiéeres lignes de défense contre
les organismes étrangers et les tumeurs. Elles permettent la mise en alerte de
immunité adaptative.

Ce sont des lymphocytes de grande taille, qui représentent 5% a 15% des cellules
mononucléées du sang périphérique chez ’'homme. Elles sont peu abondantes dans les
organes lymphoides secondaires car elles sont présentes essentiellement dans le sang,
la rate et la moelle osseuse et elles ne migrent vers les tissus périphériques que lors
des inflammations (Sheikhi et al., 2011).

Chez 'homme, la majorité des cellules NK expriment les récepteurs CD16 et CD56
mais pas le récepteur CD3 caractéristique des LT. Il existe deux populations
majoritaires de cellules NK. 90% des cellules NK sont CD56%™/CD16+ : elles ont des
activités cytotoxiques, un contenu granuleux et sont présentes majoritairement dans le
sang et aux sites dinflammation. Les 10% de cellules NK restants sont
CD56""/CD16-: elles ont des activités immuno-modulatrices en sécrétant des
cytokines (IFNy, TNFa, GM-CSF, IL13, IL10). Ces NK sont présentes surtout dans les

ganglions lymphatiques (Bryceson et al., 2006). Chez la souris, trois populations de
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cellules NK se différencient par les expressions de Mac-1 (CD11b) et CD27: les
cellules Mac-1°/CD27" cytotoxiques et les plus immatures, les intermédiaires Mac-
1"/CD27" cytotoxiques et productrices de cytokines, et les cellules Mac-1"/CD27"°
productrices de cytokines et les plus matures (Vahlne et al., 2008).

Les cellules NK sont a linterface entre le Sl inné et le S| adaptatif. En effet, d’'une
part elles reconnaissent des cellules du « non-soi » et du « soi altéré » et peuvent les
lyser, et d’autre part elles collaborent avec les CD. Cette collaboration est réciproque,
c’est-a-dire que les cellules NK participent a la maturation des CD et que les CD
permettent I'activation des cellules NK. Bien qu’initialement classées uniquement dans
limmunité innée, les cellules NK possédent aussi des caractéristigues de l'immunité
adaptative. Elles sont notamment « éduquées » et sélectionnées au cours de leur
développement et elles peuvent méme générer des cellules mémoires avec une longue
durée de vie (Vivier et al., 2011). Ainsi, il a été décrit I'existence de cellules NK
mémoires dans un modele d’infection virale par le CytoMegaloVirus (CMV) murin qui
sont spécifiques de la glycoprotéine virale m157. Ces cellules NK possedent un
récepteur Ly49H. Elles subissent un phénoméne d’expansion clonale aprés
reconnaissance de l'antigene ml157 puis une phase de restriction des cellules
effectrices résultant en la persistance de cellules NK mémoires a longue durée de vie,

qui sont encore détectées des mois apres l'infection virale initiale (Sun et al., 2009).

2. Balance des sighaux

Les cellules NK sont constamment soumises a de nombreux signaux qui vont
déterminer leur état d'activation. On parle de balance d’activation. Les cellules NK
peuvent étre activées de plusieurs fagons, soit en réponse aux cytokines produites lors
de l'inflammation, soit en réponse a des cibles cellulaires reconnues comme du « non-
soi ». Quand les signaux activateurs sont prédominants sur les signaux inhibiteurs, les
cellules NK sont activées, elles sont alors cytotoxiques et elles sécrétent des cytokines
pro-inflammatoires (Bryceson et al., 2006; Vivier et al., 2011) (Figure 15).

Les récepteurs activateurs sont de plusieurs types. lls présentent des motifs
Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif (ITAM):les Natural Cytotoxic
Receptors (NCR), DNAX Accessory Molecule-1 (DNAM-1) et NK Goup 2 member D
(NKG2D). Le récepteur NKG2D est I'un des récepteurs activateurs les plus étudiés.
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Suite a la reconnaissance d’'un ligand par un récepteur activateur, les cellules NK sont
activées : elles proliférent, ont des fonctions cytotoxiques et sécrétent des cytokines.

Les récepteurs inhibiteurs présentent des motifs Immunoreceptor Tyrosine-based
Inhibitory Motif (ITIM): les Killer Cell Immunoglobulin-like Receptors (KIRs) chez
’homme et Lectin-like Ly49 chez les rongeurs qui reconnaissent les molécules du
CMH-I, ainsi que les récepteurs CD94/NK Goup 2 member A (NKG2A). Lorsque ces
récepteurs inhibiteurs reconnaissent leur ligand, ils bloquent l'activation et la fonction
cytotoxigue des cellules NK ainsi que leur sécrétion de cytokines.

NK cell effector function

/

NK cell tolerance NK cell activation

B
e @° =80 -~
Inhibitory

MHC MHC dass |
class | recaptors +

o &‘:8 =) w1~

Figure 15 : La balance d'intégration des signaux activateurs et inhibiteurs des cellules
Natural Killer (Vivier et al., 2011).

3. Action des cellules NK

Lorsque la balance des signaux intégrés par les cellules NK penche en faveur de
leur activation, il se passe deux phénomenes. Il y a d’'une part une activité cytotoxique
qui se met en place avec la dégranulation dans le milieu extracellulaire des vésicules
contenant des perforines et des granzymes B sécrétés par les cellules cytotoxiques
CD56%™/CD16+, et d'autre part les cellules immuno-modulatrices CD56"9"/CD16- se
mettent a relarguer des cytokines pro-inflammatoires, telles que I'lFNy, le TNFa et le
GM-CSF (Cullen et al., 2010; Trapani and Smyth, 2002).
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4. Le récepteur NKG2D et ses ligands

a) Le récepteur NKG2D

Le récepteur NKG2D est impliqué dans la surveillance de nombreux processus :
infections virales, transformations cancéreuses, maladies auto-immunes et réactions
lors des transplantations d’organes. Il joue un rdéle clé dans la régulation de la
cytotoxicité des cellules NK (Zafirova et al., 2011).

Chez 'homme, ce récepteur est exprimé sur toutes les cellules NK et tous les LT
CD8+ ap. On le retrouve également a la surface de la plupart des cellules NKT et LTy®d.
Il n’est exprimé sur les LT CD4+ off qu’en situation pathologique, comme dans les cas
d’'infections virales par le CMV humain (Saez-Borderias et al., 2006). C'est une
glycoprotéine transmembranaire de type Il qui se présente en homodimere,
contrairement aux autres membres de la famille NKG2. Il posséde un domaine C-type
lectin, qui entraine la nécessité de la présence de calcium lors de la liaison du récepteur
NKG2D avec ses ligands. Son domaine intracellulaire étant court et ne possédant pas
de propriété de transduction du signal, NKG2D est associé aux protéines adaptatrices
DAP10 avec lesquelles il forme un complexe hexameérigue capable de transduire les
signaux d’activation dans les cellules NK (Lanier, 2008; Zafirova et al., 2011) (Figure
16).

Chez la souris, NKG2D est exprimé sur toutes les cellules NK, la plupart des cellules
NKT et LTyd, comme chez 'homme. Toutefois, il n’est exprimé que sur les LT CD8+ aff
activés et mémoires. Ce récepteur possede deux domaines intracellulaires courts
(NKG2D-Short, NKG2D-S) ou longs (NKG2D-Long, NKG2D-L, équivalents de ceux
retrouvés chez I'homme), différents de 13 résidus d’acides aminés. Le récepteur
NKG2D-S s’associe avec les deux protéines adaptatrices DAP10 et DAP12 (aussi
appelé KARAP). En revanche, comme chez 'hnomme, NKG2D-L ne semble étre associé
gu'avec DAP10 car aucune association avec DAP12 n’a été montrée (Figure 16). Le
récepteur NKG2D-L est exprimé par les cellules NK au repos, alors que le récepteur
NKG2D-S est induit durant I'activation des cellules NK (Diefenbach et al., 2002; Nausch
and Cerwenka, 2008). L’activation du récepteur NKG2D est essentielle dans
limmunosurveillance des tumeurs car des souris déficientes en NKG2D meurent

précocement de cancers variés, majoritairement des lymphomes (Guerra et al., 2008).
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Mouse

Figure 16: Le récepteur NKG2D et ses protéines adaptatrices DAP10 et DAP12
(Nausch and Cerwenka, 2008)

b) Les protéines adaptatrices de NKG2D

De récents travaux montrent que la signalisation induite par NKG2D/DAP est

amplifiée par celle induite par le récepteur a [IIL-15 qui est nécessaire au

développement et a la survie des cellules NK (Horng et al., 2007; Zafirova et al., 2011)
(Figure 17).
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Figure 17 : La signalisation couplée entre I'activation par le récepteur NKG2D et le
récepteur a I'lL-15 (Zafirova et al., 2011).

DAP10 est une protéine adaptatrice de 10 kDa, présentant un motif YINM qui
permet sa phosphorylation et le recrutement de Grb2/Vavl et ainsi de la PI3K (Zafirova
et al.,, 2011). Dans les lymphocytes, les signaux générés par la phosphorylation de

DAP10 et les recrutements de Grb2/Vavl et PI3K promeuvent la survie et la cytotoxicité
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dans les cellules NK, et la costimulation dans les LT. Les souris déficientes en DAP10
ne présentent pas de défaut dans le développement des cellules NK, probablement
grace a la complémentarité exercée par DAP12. Toutefois, lorsque DAP10 est
constitutivement ubiquitinylé, et de ce fait adressé au protéasome pour étre dégradé,
les LT n’expriment plus NKG2D et les cellules NK ont un défaut de développement car
peu de cellules NK expriment alors NKG2D. Dans ce cas, on n'‘observe qu’'une faible
compensation par DAP12, et il n’y a pas d’association avec la signalisation induite par
le récepteur a I'lL-15.

DAP12 est une protéine adaptatrice de 12 kDa, possédant un domaine ITAM. Lors
de sa phosphorylation, elle recrute ZAP70 et Syk. Cette signalisation permet le
relargage de cytokines et de promouvoir la cytotoxicité des cellules NK (Bryceson et al.,
2006).

C) Les ligands de NKG2D

NKG2D possede plusieurs ligands qui ont tous une structure proche de celle du
CMH-I. Chez 'lhomme, ce sont les MHC class | Chain-related proteins A and B (MICA,
MICB), les Unique-Long 16 Binding Proteins 1-4 (ULBP1-4) aussi appelés Retinoic
Acid Early-inducible Transcript (RAETL1I, 1H, 1N, 1E), et RAET1G. Chez la souris, trois
ligands sont actuellement identifiés : le Retinoic Acid Early-inducible 1 (RAE-1), le
Murine ULBP-like Transcript 1 (MULT1) et I'antigéne mineur d’histocompatibilité H-60
(Nausch and Cerwenka, 2008; Raulet, 2003) (Figure 18). Cette grande diversité des
ligands n’est pas encore expliqguée : en effet, quelque soit le ligand qui se fixe sur le
récepteur NKG2D, il y a toujours une activation des cellules NK. Cependant, il a été
montré par plusieurs équipes que les ligands possédent des affinités différentes pour
NKG2D et que ces differences d'affinité pourraient induire des niveaux d’activation
variables du récepteur et donc des cellules NK (Raulet, 2003). MULT1 est le ligand
murin qui possede le plus daffinité pour NKG2D, et chez I'homme, c’est le

polymorphisme de la protéine MICA qui permet de modifier cette affinité.
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Figure 18 : Les ligands humains et murins de NKG2D et le complexe CMH-1 associé a
la g2-microglobuline et a un peptide (Nausch and Cerwenka, 2008).

o Leligand MICA

MICA est le ligand de NKG2D le plus étudié. C’est une protéine transmembranaire
de 43 kDa, qui possede un fort polymorphisme, en effet 65 alleles ont été identifiés a ce
jour (Cerwenka and Lanier, 2003; Choy and Phipps, 2010). MICA est exprimé de fagcon
physiologique uniquement a la surface des cellules épithéliales intestinales. Elle est
surexprimée a la surface de nombreuses tumeurs, dont le mélanome (Pende et al.,
2002), mais tous les mélanomes n’expriment pas MICA. Parmi nos neuf lignées
cellulaires de mélanome provenant de la Ludwig Institut Cancer Research de Bruxelles,
trois lignées I'expriment fortement (LB1319-MEL, BB74-MEL, LB39-MEL) et 40% de la
lignée MZ2-MEL.3.0 exprime MICA. Parmi les nombreuses régulations de I'expression
de MICA, les plus fréquentes sont les régulations transcriptionnelles ou traductionnelles
réalisées par les Heat-Shock proteins (Elsner et al.,, 2010). Mais il existe aussi des
régulations par I'lFN-a et I'lFN-y (Schwinn et al., 2009; Zhang et al., 2008), par les
micro-ARN (Yadav et al., 2009) et par des dommages a I'’ADN (Gasser et al., 2005).
MICA peut également étre clivé par des MetalloProtéinases (MMP) (Salih et al., 2002),
et se retrouver sous forme soluble dans le sérum des patients. Cette forme soluble est
délétere pour la RI anti-virale ou anti-tumorale induite par les cellules NK et les LT car
I'interaction entre NKG2D et MICA soluble provoque linternalisation de NKG2D, et ainsi
une diminution de la reconnaissance des cellules anormales, stressées ou tumorales

par les cellules NK et les LT (Paschen et al., 2009).

o Leligand RAE-1
RAE-1 est le ligand murin de NKG2D le plus étudié. Il posséde 5 isoformes (a., f, v,

9, €). C’est une protéine de 24 kDa, accrochée a la membrane plasmique par une ancre
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Glycosyl-Phosphatidylinositol (GPI). RAE-1 est exprimé lors du développement
embryonnaire puis il est dérégulé. Mais il est réexprimé sur de nombreuses tumeurs,
telles que des lymphomes, des myélomes et des lignées de carcinomes (Diefenbach et
al., 2000). L'expression de RAE-1 est régulée par l'acide rétinoique (d’ou son nom),
mais également par des dommages a I'’ADN (Cerwenka and Lanier, 2003). RAE-1 est
un antigene tumoral intéressant car Diefenbach et al. (Diefenbach et al., 2001) ont
montré qu'il est impliqué dans le rejet des tumeurs via I'action des cellules NK.

V. Les cellules dendritiques (CD)

Les CD sont des cellules spécialisées dans la présentation d’antigenes (CPA), et
elles jouent aussi le rble de sentinelles du Sl (Banchereau and Steinman, 1998). Ce
sont principalement ces cellules qui font le lien entre les Sl inné et adaptatif. D’une part
dans le Sl inné, les CD integrent une grande quantité de signaux de I'environnement
par phagocytose, détection par les ligands des TLR et détection des cytokines pro-
inflammatoires ; d’autre part dans le Sl adaptatif, elles présentent les antigenes qu’elles

ont capturés aux lymphocytes et permettent ainsi leur activation.

1. Description

Les CD sont présentes dans le sang périphérique, dans tous les organes
lymphoides (thymus, ganglions lymphatiques, moelle osseuse, amygdales et rate) et
dans certains tissus non lymphatiques (foie, reins, peau et colon) (Barreira da Silva and
Munz, 2011). Aprés avoir détecté un trouble de 'homéostasie et avoir capturé des
antigénes, les CD maturent en migrant vers les organes lymphoides secondaires dans
lesquelles elles deviennent des CPA et peuvent alors induire [l'activation des
lymphocytes effecteurs LT et NK.

Les CD sont généralement classées en trois groupes : les CD plasmacytoides, les
CD conventionnelles et les CD inflammatoires (Zitvogel et al. 2011; Barreira da Silva
and Munz, 2011). Les plasmacytoides sont des cellules latentes, c’est-a-dire qu’elles
proliferent peu et nécessitent des stimuli pour s’'activer. Les CD conventionnelles ont
des dendrites et sont soit des CD migratoires soit des CD résidentes des tissus
lymphoides. Les CD inflammatoires ne sont pas dans un état de latence, mais elles se

différencient a partir des précurseurs apres une infection ou un signal de stress. Dans la
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peau, on trouve les CD dermiques et les CD épidermiques (aussi appelées cellules de
Langherans) (Zitvogel et al. 2011).

Les CD expriment a leur surface des glycoprotéines membranaires de CMH-I et de
CMH-II sur lesquelles sont présentés des peptides antigéniques aux LT.

2. De la capture a la présentation de I'antigéne

Les CD immatures possédent une forte activité endocytique. La capture d'un
antigéne peut se faire par phagocytose, pinocytose et endocytose via des récepteurs
membranaires. Aprés avoir internalisé I'antigéne, celui-ci est amené au protéasome
pour étre clivé en peptides. Ces peptides antigéniques sont alors transportés grace aux
transporteurs TAPL1/TAP2 a l'intérieur du réticulum endoplasmique ou ils sont chargés
sur les molécules du CMH-I (Tacken et al., 2007). Dans le réticulum endoplasmique des
associations entre les CMH-I, les peptides et des molécules de p2-microglobuline se
forment. Sous cette forme, les CMH-I sont stabilisés et sont adressés a la membrane
plasmique. En ce qui concerne les peptides provenant de protéines exogenes, ils sont
adressés aux endosomes, puis chargés par cross-présentation sur les CD.

3. Migration et maturation

Les CD immatures se différencient en CD matures aprés reconnaissance d’un signal
de stress. Certains de ces signaux peuvent étre détectés par les Toll-Like Receptor
(TLR). Pendant la maturation des CD, les récepteurs aux chimiokines sont surexprimes,
ce qui permet la migration des CD vers les organes lymphoides secondaires. Les CD
vont alors présenter les peptides capturés via leur CMH-1 et CMH-II et sécréter des
cytokines pro-inflammatoires, ce qui va activer les LT naifs. Les LT CD8+ sont activés
via linteraction avec les complexes CMH-I/peptide et les LT CD4+ le sont via les
complexes CMH-Ill/peptide (Baumgartner and Malherbe, 2011) (Figure 19). Les CD
peuvent aussi activer les cellules NK via les cytokines pro-inflammatoires et la liaison
de plusieurs ligands activateurs des cellules NK (NKG2DL, LFA-1) (Barreira da Silva
and Munz, 2011) (Figure 20). Les CD, devenues des CPA, activent pleinement les
lymphocytes grace aux interactions entre les molécules de costimulation qu’elles
expriment et leurs ligands présents sur les lymphocytes. Cet aspect sera détaillé plus

avant.
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Figurel9 : La maturation des LT CD8+ (a) et CD4+ (b) par les CD (Baumgartner and
Malherbe, 2011).
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Figure 20 : L'activation des cellules NK par les CD (Barreira da Silva and Munz, 2011).

V. Leslymphocytes T (LT)

Pour étre fonctionnels, les LT nécessitent plusieurs signaux successifs d’activation.
Il existe plusieurs sous-populations de LT qui expriment les corécepteurs CD4 ou CD8
qui permettent de les différencier fonctionnellement en auxiliaires, effecteurs
cytotoxiques ou régulateurs et au niveau de leur restriction CMH-I ou CMH-II.
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1. Les LT CD4+

Les LT CD4+ nécessitent au moins deux signaux : la reconnaissance du complexe
CMH-ll/peptide par le TCR des LT, et I'interaction entre des récepteurs et leurs ligands
de costimulation. Les LT CD4+ auxiliaires sont divisés en trois groupes en fonction du
type de cytokines qu’ils produisent : Thl, Th2 et Th17 (Figure 21).

Les LT CD4+ de type Thl sont pro-inflammatoires et sécretent essentiellement de
'lFN-y, du TNF-q, de I'lL-2 et de I'lL-12. lIs favorisent la différenciation des LT CD8+ en
lymphocytes cytotoxiques (Cytotoxic T Lymphocyte, CTL). Dans les tumeurs, I'activité
des cellules LT CD4+ Thl est essentiellement anti-tumorale car elles favorisent I'activité

des cellules cytotoxiques anti-tumorales (Koido et al., 2010).

Autoimmunity
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Figure 21 : Les réponses lymphocytaires T activées par les CD (Koido et al., 2010).

Les LT CD4+ de type Th2 sont anti-inflammatoires et sécretent plutét de I'lL-4, IL-5,
IL-10 et IL-13. lls permettent I'activation des LB et des éosinophiles qui promeuvent la
sécrétion d’Ac IgE (Berger, 2000; Koido et al., 2010) (Figure 21). Les LT CD4+
régulateurs (Treg) se différencient suite a une stimulation des LT naifs par du TGF-p. lls
sont caractérisés par la coexpression de CD25 (marqueur d’activation) et du facteur de
transcription FoxP3. Ces lymphocytes sont nécessaires pour le maintien de la tolérance
immunologique au soi et I’homéostasie immune. lls sont aussi tres actifs dans le micro-
environnement tumoral du mélanome ou ils sont attirés par des chimiokines, telles que
CCL22 et CCL2 (Jacobs et al., 2012) (Figure 22).
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Figure 22 : L'attraction des Treg par les cellules de mélanome (Jacobs et al., 2012).

(A) Les Treg sont attirés par les cellules de mélanomes. (B) Suite a [Iaction
immunosuppressive des CPA (APC) les LT effecteurs peuvent étre convertis en Treg.
(C) Les Treg induisent I'apoptose des LT effecteurs. (D) Les Treg proliférent.

Les LT CD4+ se différencient en sous-type Th17 suite & une stimulation par le TGF-
B et 'IL-6 ou I'lL-21 et ils sont stabilisés par I'lL-23 (Awasthi and Kuchroo, 2009) (Figure
23). lls sécretent de I'lL-6, IL-17, IL-22, IL-23 et du TNF-a et ils sont également
caractérisés par le facteur de transcription RORyt. lls sont surtout associés a des
maladies auto-immunes, mais sont aussi décrits comme favorisant les étapes initiales

de la progression tumorale (Wilke et al., 2011).
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Figure 23 : Les productions des LT CD4+ de type Th17 (d’apres (Awasthi and Kuchroo,
2009)).
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2. Les LT CD8+

Pour activer un LT CD8+, il faut deux signaux. Le premier signal est délivré suite a la
reconnaissance du complexe CMH-I/peptide par le TCR. Ce premier signal seul n’est
pas suffisant pour induire I'activation du LT. En effet, lorsque des cellules naives ne
recoivent que le signal transmis par le TCR suite a la reconnaissance de son complexe
spécifigue CMH-I/peptide, les cellules entrent soit en anergie (en latence), soit en mort
par apoptose. Le deuxieme signal nécessaire a l'activation des LT est une interaction
entre les molécules de costimulation. Ce signal est indispensable a la différenciation, la
survie et la prolifération. Pour parfaire l'activation des LT, un troisieme signal de
prolifération est délivré par des cytokines sécrétées par les CPA. Ce troisieme signal
permet en général d’instruire le lymphocyte vers un type d’effecteur. Lorsque les LT
CD8+ sont activés, ils se différencient en Cytotoxic T Lymphocytes (CTL) effecteurs
capables de lyser des cellules cibles dont des cellules infectées par des virus ou des
cellules tumorales (Smith-Garvin et al.,, 2009). Lorsque les CTL lysent les cellules
cibles, ils expriment a leur membrane les marqueurs CD107a et CD69, induisent la mort
des cellules cibles par apoptose via plusieurs mécanismes : la sécrétion des perforines
et des granzymes B, et I'expression de ligands des récepteurs de mort tels que Fas
Ligand (FasL) et TRAIL (Cullen et al., 2010).

a) Le CMH de classe | (CMH-I)

Le premier signal reconnu par les TCR des LT est donc le complexe CMH/peptide.
Le CMH-I doit étre stabilisé a la membrane des cellules par son association avec le
peptide qu’il présente et une molécule de g2-microglobuline. La voie d’apprétement de
ce peptide est donc tres importante pour obtenir une bonne reconnaissance du
complexe par le TCR. Si seul le TCR est engagé sur les LT, sans costimulation, il en
résulte un état d’anergie (Driessens et al., 2009) qui inactive les lymphocytes.

Chez I'homme, les molécules du CMH-I sont aussi appelées Human Leucocyte
Antigen (HLA), et se classent en HLA-A, B et C. Chez la souris, on les retrouve sous le
nom de H-2, classées en H-2K, D, L. La molécule du CMH-I est formée par I'association
non covalente d'une chaine légere non polymorphe : la B2-microglobuline et d’'une
chaine lourde o polymorphique. La chaine o est constituée de trois domaines

extracellulaires (al, o2, a3), d'une région transmembranaire et dune région

37



cytoplasmique. La structure tridimensionnelle de la molécule fait apparaitre une cavité
entre les domaines al et a2 dont le fond est un feuillet  plissé et les bords des hélices
a. C'est dans cette zone que se situent les résidus polymorphiques qui vont interagir
avec les peptides des molécules antigéniques et permettre de cette facon la
présentation antigénique de peptides d’'une longueur définie (9-10 acides aminés)
(Achour et al., 2006; Bjorkman et al., 1987) (Figure 24).
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Figure 24 : La structure du CMH-I associé a un peptide et a une molécule de (2-
microglobuline : (A) H2-Db (Achour et al., 2006) et (B) HLA-A2 (Bjorkman et al., 1987).
La fleche montre la liaison entre la chaine « et la f2-microglobuline.

b) Le CMH de classe Il (CMH-II)

Les molécules du CMH-II (HLA-DR, DP, DQ chez 'homme et H2-IA, IE chez la
souris) sont exprimées essentiellement a la surface des CPA qui regroupent les CD, les
monocytes, les macrophages et certains LB.

Les CMH-II présentent aux LT CD4+, des peptides provenant de protéines
exogenes phagocytées, entrainant ainsi la prolifération et la différenciation de clones de
LT CD4+ (Wang et al., 2007) (Figure 25).
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HLA-DR1/HA

Figure 25 : le complexe CMH-II HLA-DR couplé au peptide MAM (Wang et al., 2007)

C) Les molécules de costimulation

Le deuxieme signal d’activation des LT passe par les molécules de costimulation.
Elles se divisent en deux grandes familles par homologie structurelle : la superfamille
des Immunoglobulines (Ig) et la superfamille du Tumor Necrosis Factor (TNF). La
fonction d’'une molécule de costimulation dépend de son temps d’action (précoce ou

tardif), d’ou leur fine régulation.

0 Lacostimulation par le récepteur CD28 et ses ligands activateurs
CD80/CD86

Le couple CD28 — CD80/CD86 est le plus étudié dans la superfamille des Ig (Olive,
2006) (Figure 26).

CD28 est crucial dans les phases d'initiation de I'activation de LT. Les protéines
CD80 et CD86 sont aussi appelées B7-1 et B7-2. Suite a la liaison de CD80 ou de
CD86 sur CD28, la survie des LT est augmentée ainsi que la sécrétion des cytokines
via une augmentation de leur transcription (Linsley et al., 1991) et de la stabilité de leur
ARNm (Lindstein et al., 1989). L’équipe a précédemment montré que des cellules de
mélanome murin B16F10 traitées avec une combinaison pharmacologique d’'IFN-y et
d’inhibiteurs de la voie du mévalonate, dont les statines et linhibiteur de la
géranylgéranyl-transférase, présentaient une surexpression membranaire de CD80 et
CD86 (Tilkin-Mariame et al., 2005).
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Figure 26 : Les couples ligand/récepteur de la superfamille des Ig (Olive, 2006).
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0 Lacostimulation par le récepteur CD27 et son ligand CD70

Parmi les molécules de costimulation appartenant a la superfamille du TNF, on
retrouve CD40/CD40L, 4-1BB/4-1BBL, CD30/CD30L, OX40/0X40L, HVEM/LIGHT,
GITR/GITRL et CD27/CD70 (Kober et al., 2008; Watts, 2005) (Figure 27).
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Figure 27 : les couples ligand/récepteur de costimulation de la superfamille des TNF
(d’aprés (Watts, 2005)).

Le couple CD27-CD70 a été particulierement étudié (Denoeud and Moser, 2011;
Nolte et al., 2009). Le récepteur CD27 est une glycoprotéine de type |, qui se présente
sous forme dimérique liée par un pont disulfure. CD27 est exprimé sur les thymocytes
précoces, les LT CD4+ et CD8+ naifs, les cellules NK activées et les LT de la mémoire
centrale. Il est exprimé au cours de I'activation puis diminue aprés plusieurs cycles de
division et de différenciation en effecteurs immuns. Sur les cellules NK, CD27 permet
de différencier les différentes sous-populations (comme expliqué plus haut) (Vahine et
al., 2008). Le domaine intracellulaire de CD27 ne posséde pas de domaine de mort
mais deux types de protéines se fixent dessus : les protéines adaptatrices TRAF et les
protéines pro-apoptotiques SIVA. TRAF2 et TRAF5 permettent le recrutement et
I'activation de NF-xB Inducing Kinase (NIK) et ainsi I'activation de NF-xB. Via TRAF2, il
y a également activation de Jun N-terminal Kinase (JNK) via la voie des MAPK. Ces
deux voies métaboliques induisent des signaux anti-apoptotiques de survie cellulaire
(Yamamoto et al., 1998). Toutefois, CD27 peut au contraire induire des signaux de mort
via les protéines pro-apoptotiques SIVAL et SIVA2 (Prasad et al., 1997; Yoon et al.,
1999). C’est une voie alternative conduisant a I'apoptose (Figure 28).
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CD70 (CD27L) est une protéine transmembranaire de type Il, elle s’exprime et est
active sous forme homotrimérique a la membrane. Son expression est restreinte et
dépendante de I'état d’activation des cellules. Elle est exprimée de facon transitoire sur
les LT, LB et les CD, suite a une stimulation par un récepteur antigénique ou un TLR
(Hintzen et al., 1994; Polak et al., 2012; Tesselaar et al., 2003). Elle peut aussi étre
surexprimée en réponse a IL-1a, IL-12, GM-CSF ou TNFa, ou au contraire réprimée
par I'lL-4 ou I'IL-10 (Nolte et al., 2009). De facon inattendue, CD70 a été retrouvé a la
surface de plusieurs tumeurs, telles que les glioblastomes, les carcinomes thymiques et
rénaux, les leucémies lymphoides chroniques et les lymphomes non Hodgkiniens
(Aulwurm et al., 2006; Diegmann et al., 2006; Glouchkova et al., 2009; Wischhusen et
al., 2002). L’équipe du Pr. L. Lopez-Botet (Garcia et al., 2004) a montré qu'il existait des
signalisations intracellulaires via CD70 dans des cellules lymphocytaires. Ces
signalisations passent par la voie des MAPK et la PI3K pour induire la cytotoxicité
lymphocytaire et I'activation du cycle cellulaire. lls ont également montré une activation
de la PLCy (Figure 28).

L’interaction entre CD27 et CD70 entraine une trimérisation de CD27 qui induit une
cascade d’activations impliquant les molécules TRAF ou SIVA. Dans les LB, I'activation
de CD27 induit leur transformation en plasmocytes. Cette interaction entraine la
prolifération et la survie des LT, notamment I'établissement du profii CD4+ Thl
auxiliaire. Plusieurs lignées de souris CD70-Tg ont été créées, elles montrent que
I'expression de CD70 sur les sous-populations de cellules du SI affecte les populations
de LT aux alentours. En effet, si CD70 est exprimé de fagon constitutive sur les LB
(souris CD19-CD70 Tg) (Arens et al., 2001) ou sur les CD (souris CD11b-CD70 Tg)
(Keller et al., 2008) il y a une stimulation constitutive de CD27 qui entraine les LT vers
la voie de différenciation en effecteurs CD8+ producteurs d’IFNy. On observe alors une
déplétion progressive des LT naifs dans les organes lymphoides. Ces souris meurent
entre 6 et 8 mois d'infections opportunistes. L'équipe a précédemment montré que
I'expression tumorale de CD70 ou la coexpression de CD40L (une autre molécule de
costimulation de la superfamille du TNF) et de CD70 avec une molécule de CMH-I
allogénique (H-2Kd) dans les cellules de mélanome murin B16F10 induisait une forte

immunité anti-tumorale (Cormary et al., 2004; Cormary et al., 2005).
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Figure 28 : Les cascades de signalisation induites par la liaison entre CD27 et CD70
(d’aprés (Garcia et al., 2004; Prasad et al., 1997; Yamamoto et al., 1998; Yoon et al.,
1999)).

d) Les molécules de corépression

Comme il existe des molécules de costimulation pour activer les LT, il existe
également des molécules de corépression pour limiter leur action (Driessens et al.,
2009).

o Lacorépression par le récepteur CTLA-4 et ses ligands CD80/CD86 :

La molécule de corépression la plus étudiée est le Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-
4 (CTLA-4/CD152). Elle appartient & la superfamille des Ig. Comme il a été indiqué
dans la partie Essais cliniques du chapitre Le mélanome, c’est a I'heure actuelle une
cible des traitements cliniques exploratoires d'immunothérapie. C’est une protéine tres
homologue a CD28 qui est induite suite a I'activation des LT. Elle s’exprime tardivement

ou simultanément avec CD28 ou sur des sous-populations différentes de LT (Krummel
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and Allison, 1995). La liaison CTLA-4 — CD80/CD86 entraine des signaux régulateurs
négatifs des fonctions des LT : les LT sécrétent des cytokines anti-inflammatoires
comme le TGF-f, et les CPA des inhibiteurs des LT comme IDO (Rudd, 2008) (Figure
29). De plus, CTLA-4 est tres fortement exprimé sur les Treg, sous le contrdle de Foxp3
(Wu et al., 2006) dans lesquels CTLA-4 module leur activité. Cibler CTLA-4 avec un
anticorps régule ainsi négativement l'activité des Treg ce qui permet une augmentation
de l'activation des CTL, une inhibition de la maturation des CD et par conséquent

favorise la réponse immune anti-tumorale.

Negative regulation of an immune response by CTLA4
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class | and/or Il

TGFp
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00 Inhibition of T-cell activation?
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presenting cell CD86 CTLA-4
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_ OOO | Inhibition of T-cell function

Figure 29 : L'inhibition de la RI par CTLA-4 (d’apres (Rudd, 2008)).

0 Lacorépression par le récepteur PD-1 et son ligand PD-1L :

Une autre molécule trés étudiée de cette superfamille des Ig est Programmed cell
Death-1 (PD-1/CD279). PD-1 est un récepteur corépresseur sur lequel se fixent les
molécules PD-1 Ligand (PD-1L/B7-H1/CD274) et PD-2L (B7-DC/CD273) (Nurieva et
al., 2009). PD-1 est exprimé sur les LT, LB, cellules NKT activés ainsi que sur les
monocytes et CD activés. PD-1L appartient aussi a la superfamille des Ig, il est exprimé
a la surface des LT et LB activés, des monocytes et CD, et des cellules endothéliales.
L'interaction PD-1/PD-1L entraine linhibition de I'activation de la Phospholnositide 3
Kinase (PI3K) qui est induite suite a I'interaction de CD28 avec ses ligands activateurs
CD80/CD86 (Keir et al., 2008) (Figure 30). C’est une voie inhibitrice trés étudiée et
porteuse d’espoir dans les traitements des maladies auto-immunes. De plus, PD-1L est

exprimé a la membrane de nombreuses tumeurs telles que des carcinomes
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pulmonaires, des cancers ovariens et coliques et des mélanomes (Dong et al., 2002).
Dans ces tumeurs, PD-1L est associé a un échappement tumoral (Speeckaert et al.,
2011).
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Figure 30 : L'inhibition de I'activation des LT par PD-1/PD-1L, via l'inhibition de la PI3K
(Keir et al., 2008).

e) Le troisieme signal d’activation

Un troisiéme signal d’activation est nécessaire pour la prolifération des LT (Dranoff,
2004). C’est une terminologie qui a été définie recemment et qui décrit les signaux qui
permettent d’instruire les lymphocytes vers un type d’effecteurs : Thl, Th2 ou CTL (Reis
e Sousa, 2006). Il est délivré par des cytokines sécrétées par les CPA. Ce troisieme
signal peut étre de I'lL-12 qui promeut le développement des LT Thl et CTL, ou encore

le ligand Notch qui promeut les LT de type Th2.

VI. Immunoédition

Comme je viens de le décrire, il existe de nombreux effecteurs du Sl qui détectent
les cellules tumorales et qui sont armés pour les combattre. Mais en dépit de
'immunosurveillance, de nombreux cancers se développent et ils le font dans le cadre

de limmunoédition. L'immunoédition des tumeurs se définit par trois étapes:
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I'élimination, I'équilibre et I'échappement (Schreiber et al., 2011) (Figure 31). Trois

modéles d'immunoédition ont été avances : le premier modéle propose que les cellules

tumorales ne possedent pas les molécules de danger nécessaires a l'alerte du Sl

(Matzinger, 1994) ; le deuxiéme modele préconise que le S| ne peut pas détecter les

cellules tumorales car elles sont trop proches des cellules normales et s’apparentent

donc aux cellules du « soi » (Pardoll, 2003) ; enfin dans le troisieme modéele, c’est le Sl

lui-méme qui, a la troisiéme étape c’est-a-dire I'échappement, va finir par favoriser la

tumeur en promouvant la transformation et/ou la croissance tumorale (Balkwill and

Mantovani, 2001).
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Figure 31 : L'immunoédition des cellules tumorales (Schreiber et al., 2011).
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Depuis 2006 et sur un trés grand nombre de patients, I'équipe du Pr. F. Pagées
(Bindea et al., 2010; Galon et al., 2006; Galon et al.,, 2012) a étudié de fagon
approfondie et statistique linfiltration des cancers par les TIL, notamment dans le
cancer colorectal (plus de 415 patients). lls ont montré qu'il existe une corrélation forte
entre linfiltration des tumeurs par des lymphocytes et le devenir des patients, en
particulier la nature, la localisation et la fréquence des TIL, essentiellement les LT CD8+
mémoires (Figure 32). lls mettent en évidence une réduction considérable de la survie
des patients ayant pourtant des indices de Breslow faibles (I & Ill) lorsque leurs tumeurs
présentent des concentrations réduites de TIL composés de LT (CD3+) et mémoires
(CD45RO0O+). En effet, la survie moyenne des patients ayant ces indices de Breslow
faibles et une densité élevée de ces TIL, est supérieure a 7 ans alors qu’elle chute a
moins de 2 ans pour ceux qui présentent une densité faible de ces TIL. Leurs travaux
montrent que la présence de LT CD8+ mémoires au centre des tumeurs et dans les
zones marginales constituent de véritables marqueurs de bon pronostic. La balance
entre les effecteurs anti-tumoraux et les cellules suppressives pése sur le pronostic de
survie des patients ainsi que sur l'efficacité des chimio- et immunothérapies confirmant

limportance de I'immunoédition.
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Figure 32 : Dans les cancers colorectaux, l'infiltration par les TIL permet de prédire la
survie des patients.

(A) Survie des patients sans maladie en fonction de l'indice de Breslow. (B) Survie des
patients sans maladie en fonction de l'infiltration des tumeurs par des lymphocytes T
(CD3+) et mémoires (CD45R0O+) (Concentration Hi : forte, Lo : faible ; Localisation CT :
centre de la tumeur, IM : zone marginale, périphérique) (Galon et al., 2006).

Plusieurs équipes ont précédemment montré que linfiltrat immun était important

dans la régression des mélanomes (Clark et al., 1989; Clemente et al.,, 1996;
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Mackensen et al., 1993; Piras et al., 2005). De plus, une étude trés récente de Erdag et
al. (Erdag et al. 2012) a montré que le devenir clinique des patients atteints de
mélanome métastatique dépend de la fréquence, de la localisation et de la nature des
TIL. La survie moyenne des patients ayant un infiltrat important périphérique et intra-
tumoral est environ 10 fois plus longue que celle des autres patients (Figure 33). Les

LT CD8+, LB et macrophages sont essentiels dans ce microenvironnement immun.
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Figure 33 : Importance de l'infiltrat dans le microenvironnement tumoral des mélanomes
(Erdag et al. 2012).

(A) : Proportion des patients selon leur phénotype immun. A = pas de cellules immunes
infiltrées. B = infiltrat de cellules immunes dans les régions proximales et jusqu’aux
vaisseaux sanguins intratumoraux. C = infiltrat de cellules immunes diffus dans la
tumeur. (B) : Survie des patients en fonction de leur phénotype immun.

1. L’élimination
Lors de la phase d'élimination, les Sl inné et adaptatif détectent les tumeurs puis
commencent a les éliminer. Les sighaux de danger nécessaires et reconnus par le Sl
peuvent étre des cytokines, tels que I'lFN-y (Street et al., 2002), des récepteurs et
ligands de morts, tels que Fas/FasL (Davidson et al., 1998; Sarrabayrouse et al., 2007),
ou des ligands de stress, tels que MICA et RAE-1 (Oppenheim et al., 2005). Si
I'élimination des cellules tumorales est complete, I'immunoédition s’arréte a cette

premiére étape.

2. L’équilibre
Lors de la deuxiéme phase, celle de I'équilibre, les cellules tumorales qui ont
échappé a [I'élimination sont en dormance. Elles sont contrélées par le S| qui
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empéchent leur développement sans les éliminer (Koebel et al., 2007). Ce sont ces
cellules qui entrainent la réémergence des tumeurs primaires ou de métastases a
distance, des mois, parfois des années, apres la premiére détection du cancer (Aguirre-
Ghiso, 2007).

3. L’échappement

Lors de la troisieme et derniére phase d’échappement, les cellules tumorales
peuvent se développer car le Sl est moins performant ou parce qu’elles ont subi une
édition par le Sl. Le Sl peut devenir moins performant suite a une immunosuppression
ou une détérioration, comme dans les cas de transplantations ou de sida. L’édition des
cellules tumorales peut modifier les caractéristiques intrinséques de ces cellules et ainsi
diminuer la reconnaissance par le S| ou augmenter leur résistance a la mort (Vesely et
al., 2011) (Figure 34). Cette troisieme phase de l'immunoédition permet donc la
sélection des cellules tumorales les moins immunogenes et les moins sensibles a la

destruction par les effecteurs immuns (Khong and Restifo, 2002).
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Figure 34 : L'édition des cellules tumorales peut entrainer une diminution de leur
reconnaissance par le Sl et de [lefficacité des effecteurs immuns ainsi qu’'une
augmentation de leur résistance a la mort (Vesely et al., 2011).
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a) Lareconnaissance par le Si

0 Les caractéristiques intrinséques de la tumeur

Pour diminuer la reconnaissance des cellules tumorales par les effecteurs du Sl,
certaines tumeurs vont déréguler I'expression membranaire d’antigénes de rejet, tels
gue les ligands de NKG2D (Nausch and Cerwenka, 2008).

D’autres tumeurs contournent la costimulation induite par I'interaction de CD28 avec
ses ligands activateurs CD80/CD86 en dérégulant I'expression des molécules
CD80/CD86 a leur membrane. Ainsi, en conservant une expression du CMH-I et en
dérégulant celle de CD80/CD86, elles entrainent I'anergie des LT CD8+ spécifiques
présents dans le micro-environnement tumoral. Ceci a été confirmé en inversant la
situation par réintroduction de molécules de costimulation CD80 et CD86. Ainsi I'équipe
de Pr. M Colombo et du Dr. G. Parmiani a montré qu’en introduisant des molécules
CDB8O0 et de I'lL-2 dans des cellules de mélanome, ils induisent I'activation des LT CD8+
et la sécrétion d’'IFNy lors d’expériences in vitro (Mazzocchi et al., 2001). En effet, les
cellules de mélanome transduites par CD80 et IL-2 induisent une production 5 a 6 fois
importante d’IFNy par des CTL spécifiques de la tumeur lorsqu’on les compare aux
cellules non transduites. Ces CTL peuvent étre induits in vitro a partir de ganglions
métastatiques des patients.

Mais une des causes les plus fréquentes de la perte d’antigénicité des tumeurs est
la dérégulation de I'expression du CMH-I, soit par perte des protéines qui le composent,
soit par perte des protéines nécessaires a la présentation antigénique comme la p2-
microglobuline ou les protéines TAP1/TAP2 (Khong et al., 2004; Tilkin-Mariame et al.,
2005). Cette absence d’antigénicité favorise le développement tumoral.

0 Le micro-environnement tumoral suppresseur

Les tumeurs ont développé d’autres moyens d’échappement au Sl. Pour cela, elles
créent autour d’elles un micro-environnement suppresseur. Les cellules immunes
effectrices qui se trouvent dans ce micro-environnement sont inhibées localement mais
elles restent tout a fait fonctionnelles si on les en retire et on les teste in vitro (Radoja et
al., 2000). Pour réaliser cela, les cellules tumorales vont d’'une part produire des
cytokines immunosuppressives, et d'autre part recruter des cellules immunes

suppressives.
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Ces cytokines immunosuppressives produites par les cellules tumorales sont de
plusieurs types : Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), TGF-p (Wrzesinski et al.,
2007) ou encore Indoleamine 2,3-DiOxygenase (IDO) (Uyttenhove et al., 2003).

Les cellules suppressives recrutées dans le micro-environnement tumoral par les
chimiokines attractantes des tumeurs sont des Treg et des MDSC. Ces cellules vont a
leur tour produire des cytokines immunosuppressives (IL-10 et TGF-f), exprimer des
molécules de corépression (CTLA-4, PD-1L) et consommer I'IL-2 nécessaires a
I'activation des CTL (Vesely et al., 2011).

b) La résistance a la mort

Des mutations acquises par les cellules tumorales peuvent modifier leur sensibilité a
la mort. En effet, des molécules des voies anti-apoptotiques peuvent étre surexprimées,
ce qui permet la survie des cellules malgré l'intervention des effecteurs du Sl. Bcl-2 est
par exemple surexprimé dans des mélanomes et promeut leur survie (Jansen et al.,
1998).

Il peut également y avoir des mutations dans les récepteurs de mort, tels que Fas et
le récepteur de TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL). Dans ces cas-la, les
signaux de mort induits par la liaison entre les ligands et leurs récepteurs de mort ne
sont plus transmis au sein de la cellule tumorale (Ilvanov et al., 2003; Villa-Morales and
Fernandez-Piqueras, 2012). Cette résistance a la mort par apoptose est également

retrouvée dans les mélanomes.

Le SI a donc de nombreux moyens de détection et de destruction des cellules
tumorales. Mais celles-ci ont développé de trées nombreux mécanismes pour lui
échapper. |l serait intéressant de mettre en place de nouvelles immunothérapies
permettant de moduler I'expression des molécules exprimées a la surface des cellules
de mélanome pour permettre une meilleure reconnaissance par le Sl. Il serait
notamment trés intéressant d'obtenir par un traitement pharmacologique une
augmentation des molécules de costimulation activatrices CD80/CD86 et de diminuer

en méme temps la corépression par PD-1L a la surface des cellules de mélanome.
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La dissémination métastatique

Les mélanomes se développent malgré leur statut immunogéne. Les cellules qui
persistent malgré la Rl peuvent en effet se développer ou entrer en dormance. Le
probléme majeur de la thérapie du mélanome n’est pas la tumeur primaire qui est
curable par exérése chirurgicale mais les métastases disséminées au site primaire
ou dans l'organisme. Comme je l'ai indiqgué dans le chapitre Mélanome, les
mélanomes métastatiques sont rarement curables et les traitements actuels
permettent surtout de retarder les rechutes. Ces échecs thérapeutiques expliquent
pourquoi I'objectif prioritaire est la compréhension des mécanismes de métastase
dans le but de pouvoir les combattre plus efficacement.

.  Généralités

Différentes étapes sont nécessaires a l'apparition de métastases dans les
organes situés a distance de la tumeur primitive (Geiger and Peeper, 2009) (Figure
34). Aprés avoir subi des modifications qui leur ont permis d’acquérir des capacités
prolifératives et de former une tumeur localisée, les cellules tumorales vont subir de
nouvelles modifications qui leur permettent de se détacher de la tumeur primaire,
d’envahir le derme, d’'atteindre les vaisseaux sanguins et lymphatiques et d’envahir
un tissu sain avoisinant ou plus distant (Hunter et al., 2008; Sahai, 2007; Zaidi et al.,
2008). Ces madifications cellulaires sont regroupées sous le terme de Transition
Epithélio-Mésenchymateuse (TEM). Les cellules tumorales induisent la néo-
angiogénéese afin de permettre I'apport de nutriments et d’oxygéne nécessaires a la
croissance de la tumeur. Ensuite, les cellules tumorales peuvent traverser la paroi
des vaisseaux sanguins ou lymphatiques situés dans la tumeur par un phénoméne
d’intravasation. Les cellules tumorales qui survivront aux contraintes physiques dues
a la circulation sanguine mais également a I'absence d’adhérence sur une matrice
extracellulaire pourront alors s’arréter au niveau d’'un organe et sortir de la circulation
par extravasation. Une fois au sein du nouvel organe, les cellules tumorales restent
en dormance un certain temps pouvant aller de quelques mois a plusieurs années

(Schreiber et al., 2011). Ensuite, lorsqu’un signal extérieur induira la prolifération de

52



ces cellules, elles formeront alors des macrométastases (Geiger and Peeper, 2009)
(Figure 35).
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Figure 35: Les différentes étapes de la dissémination métastatique (Geiger and
Peeper, 2009).

1) Les cellules tumorales de la tumeur primaire acquiérent des propriétés invasives
de la TEM. 2) La membrane basale est dégradée et la MEC est remodelée. 3) Les
cellules tumorales migrent séparément (3a) ou collectivement (3b). 4) Elles
intravadent dans les vaisseaux sanguins ou lymphatiques. 5) Elles circulent dans les
vaisseaux jusqu’a leur extravasation (6) dans un tissu a distance. 7) Elles peuvent
entrer en dormance. 8) Certaines cellules tumorales peuvent se multiplier pour
former des métastases. 9) D’autres cellules tumorales subissent I'anoikis parce
gu'elles ne sont plus dans leur micro-environnement normal. 0) Les cellules
tumorales forment tout d’abord des micrométastases a distance.

La premiére localisation privilégiée des métastases du mélanome est la peau ou
elles forment des métastases cutanées. Ensuite, les mélanomes métastasent en
général dans les ganglions drainants puis dans les viscéres. Lorsque le cancer est
généralisé, on trouve méme des meétastases osseuses et cérébrales (Becker et al.,
2010).

Le processus métastatique est un processus tres peu efficace (Luzzi et al., 1998;
Weiss, 1990). En effet, seulement 0,01% des cellules injectées expérimentalement
dans la circulation sanguine sont capables de former des métastases (Mehlen and
Puisieux, 2006). De nombreuses étapes sont critiques et les cellules doivent lutter
contre l'apoptose induite par les cellules NK et l'anoikis, c’est-a-dire I'apoptose
induite par l'interruption de l'interaction entre les cellules et la Matrice Extra-Cellulaire
(MEC) et entre les cellules tumorales elles-mémes. Il semblerait que le processus
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métastatique débute trés tbt dans I'oncogenése bien que les macrométastases ne se
développent que plus tardivement (Mehlen and Puisieux, 2006).

De nombreux génes sont impliqués dans ces différentes étapes de métastases.
Un certain nombre sont pro-migratoires comme le TGF-p, ERK, les MMP et les
GTPases Rho alors que d’autres inhibent les capacités migratoires des cellules et
par conséquent I'apparition des métastases (Smith and Theodorescu, 2009; Steeg,
2003).

lI. Latransition épithélio-mésenchymateuse (TEM)

Les tissus épithéliaux sont tres structurés et les cellules qui les composent sont
polarisées et fortement reliées les unes aux autres afin d’assurer la solidité tout en
permettant la déformation du tissu. Elles sont aussi fortement ancrées a la
membrane basale, qui est une couche de MEC fine et de composition particuliére,
située sous le pble basal des cellules. La MEC est un réseau supramoléculaire
entourant les cellules épithéliales. Elle est constituée de collagéne, d’élastine, de
protéoglycanes (permettant la résistance aux forces de compression) et de protéines
d’adhérence comme la laminine, la fibronectine ou la vitronectine. La composition de
la MEC varie trés fortement en fonction des organes. La membrane basale, située
juste sous les tissus épithéliaux, est une couche de matrice de composition
spécifique et particulierement riche en laminine et en collagene de type | a IV.

Pour migrer, les cellules doivent acquérir différentes capacités qui leur
permettront de se détacher de la tumeur primaire et donc de leurs voisines, mais
également de traverser la membrane basale sous-jacente et de se déplacer dans la
MEC (Geiger and Peeper, 2009; Kalluri and Weinberg, 2009; Thiery and Sleeman,
2006).

La Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) regroupe quatre grands types
de modifications : le remodelage du cytosquelette, une modification des interactions
intercellulaires, des interactions avec la MEC sous-jacente et une dégradation de
cette MEC par des protéases, les MMP (Thiery and Sleeman, 2006). Cette transition
est caractérisée par I'acquisition de marqueurs cellulaires retrouvés dans les cellules
mésenchymateuses tels que la N-Cadhérine, la Vimentine, la Ténascine C, mais
également par la perte de marqueurs épithéliaux comme la E-Cadhérine, les
Cytokératines et I'Occludine (Christofori, 2006; Jechlinger et al., 2003) (Figure 36).
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Au cours de la TEM, les contacts cellulaires se défont, ce qui entraine la disparition
des jonctions serrées et des desmosomes. Les jonctions serrées sont les jonctions
apicales entre les cellules du tissu épithélial, elles empéchent la circulation des
fluides entre deux compartiments tissulaires. Les desmosomes se situent en position
basale et facilitent la transmission du signal entre les cellules. Ces deux types de

contact relient les cytosquelettes des cellules (Brooke et al., 2012).
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Figure 36 : Les différents éléments de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse
(TEM) (d’apres (Schmitz et al., 2000)).

Cette TEM n’a pas lieu uniqguement dans des conditions pathologiques. Ainsi lors
de I'embryogenése, elle est responsable de la gastrulation (Thiery et al., 2009). Elle
intervient également dans la réparation des tissus lorsque ceux-ci sont endommageés
(Kalluri and Weinberg, 2009). De nombreux génes impliqués dans le développement
tels que Snail, Slug, Twist ou Notch, sont réexprimés dans les cellules invasives et
celles-ci subissent une TEM. Snail et Slug sont des répresseurs de la transcription
connus pour réguler les changements d’expression des genes pendant la TEM. Twist
est un facteur de transcription normalement exprimé au cours de I'embryogénése et
il régule négativement I'expression de la E-Cadhérine via sa régulation par Snail.
Lorsque la voie de signalisation Notch est activée, elle induit le clivage de Notch
membranaire qui se transloque alors dans le noyau pour réguler I'expression de

nombreux genes (Thiery and Sleeman, 2006).
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1. Le cytosquelette et les prolongements cellulaires impliqués
dans la migration

Lorsque les cellules tumorales acquiérent des capacités migratoires, elles
modifient leur morphologie afin de se déplacer dans la matrice extracellulaire. Les
GTPases de la famille Rho telles que Rac, Cdc42 et RhoA sont largement
impliquées dans le remodelage du cytosquelette d’actine (Heasman and Ridley,
2008; Ridley, 1999; Ridley, 2001).

Pour étudier les migrations des cellules tumorales, des modéles de migration ont
été mis en place in vitro, d’abord des migrations en 2 Dimensions (2D) puis en 3D.
Dans les modéles de migration en 2D, comme les tests de cicatrisation, les cellules
tumorales émettent deux types distincts de prolongements cellulaires, les
lamellipodes, qui sont de larges extensions membranaires régulées par la protéine
Rac, et les filopodes qui sont de fins et longs prolongements et dont la formation est
induite par Cdc42 (Hall, 1998; Raftopoulou and Hall, 2004; Ridley, 2006). La cellule
en migration émet ces prolongements afin d’avancer. Lors de la formation des
lamellipodes, Rac, en régulant N-WASP et WAVE, deux de ses effecteurs, controle
lactivité du complexe Arp2/3 qui permet le branchement de nouveaux filaments
d’actine permettant ainsi la formation d’un réseau d’actine dense sous la membrane
plasmique au front de migration (Le Clainche and Carlier, 2008) (Figure 37). Par une
polymérisation vers le front de migration et une dépolymérisation a l'arriere de la
cellule, les lamellipodes progressent tels un «tapis roulant ». Pour ce faire, les
filaments d’actine ont un turn-over rapide (Le Clainche and Carlier, 2008). Les
filopodes sont des structures plus fines servant a la détection des chimioattractants
ou des nutriments présents dans le milieu. Leur formation met en jeu différentes
protéines comme la fascine, VASP ou mDia qui permettent la polymérisation de
'actine mais sans embranchement contrairement aux lamellipodes (Svitkina et al.,
2010). Les GTPases RhoA sont impliguées dans la formation des fibres de stress
(Allal et al., 2002; Hall, 1998) et les forces de contraction induisant ainsi la
rétractation de la cellule (Yamazaki et al., 2005). Ces GTPases RhoA sont
également impliquées dans la mise en place des adhésions focales qui sont le point
d’ancrage des cables d'actine qui permettent de tirer la cellule vers lavant
(Raftopoulou and Hall, 2004). Les GTPases RhoA induisent la polymérisation des
filaments d’actine via la régulation de I'effecteur mDia (Wallar and Alberts, 2003) et
de la profiline (Narumiya et al., 2009) mais également via les Rho Kinases (ROCK).
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ROCKI et ROCKII sont des effecteurs des GTPases RhoA, B, C et E, qui activent les
protéines LIM Kinases (LIMK), inhibant ainsi la dépolymérisation des filaments et
permettant le maintien des fibres de stress (Titus et al., 2005). Les effecteurs ROCKI
et ROCKII favorisent aussi la mise en place des forces de contraction via I'activation
par phosphorylation de la Myosine Light Chain (MLC) conduisant a la contraction de
'actomyosine (Raftopoulou and Hall, 2004; Titus et al.,, 2005). De plus, il est
intéressant de noter que les protéines ROCK peuvent étre inhibées par la GTPase
RhoE (Rnd3) qui est notamment régulée par la voie de signalisation des MAPKKK et
en particulier BRAF (Klein et al., 2008).
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Figure 37 : lllustration schématique de I'organisation du cytosquelette d’actine lors de
la migration cellulaire (Le Clainche and Carlier, 2008).

Pour avancer, les cellules, et en particulier les cellules tumorales, doivent
remanier leur cytosquelette d'actine afin d’émettre des prolongements leur
permettant de s’ancrer via la mise en place d’adhésions focales mais aussi de mettre
en place des forces de contraction afin de rétracter I'arriere de la cellule et donc de
défaire les adhésions focales qui s’y trouvent. Toutes ces étapes se répéetent lors de

la progression des cellules.
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Dans des modeéles d’étude de migration en 3D, les cellules sont placées dans des
matrices de matrigel ou de collagene I. Pour se déplacer, les cellules ne projettent
plus des lamellipodes ou des filopodes mais des structures capables de dégrader la
MEC appelées invadopodes (Ridley, 2011). Ces invadopodes sont des structures
similaires aux podosomes. Ceux-ci sont des prolongements cellulaires induisant la
dégradation de la MEC qui ont été mis en évidence dans les macrophages, mais
également retrouvés dans les cellules tumorales, et qui ont une dynamique de
migration plus rapide (Artym et al., 2010). Ce sont des structures protrusives riches
en actine qui permettent a la cellule de concentrer la sécrétion de MMP, plus
particulierement MT1-MMP, MMP2 et MMP9 (Poincloux et al., 2009; Weaver, 2006),
en un point précis afin de dégrader la MEC. Dans ces structures se localisent
également des molécules impliguées dans la signalisation cellulaire comme des
tyrosines kinases, des GTPases Rho mais aussi les molécules d’adhérence, les
intégrines (Buccione et al., 2009). In vivo, les invadopodes sont importants dans les
phénoménes d’intravasation et d’extravasation (Blouw et al., 2008; Gligorijevic et al.,
2012).

Les mouvements du cytosquelette sont nécessaires pour permettre I'émission des
prolongements nécessaires a la migration et & I'invasion des cellules. Les GTPases
Rac d’'une part, et les GTPases RhoA d’autre part, permettent de réguler finement

ces prolongements.

2. Les interactions cellule/cellule et cellule/MEC

Pour pouvoir migrer, les cellules tumorales ont besoin de se détacher des cellules
environnantes et de se déplacer dans la MEC.

Les cellules épithéliales sont fortement reliées les unes aux autres afin de
maintenir l'intégrité et la déformabilité des tissus. Les cadhérines sont les protéines
les plus impliqguées dans la formation des jonctions adhérentes et dans les processus
de migration et d’invasion. Ces cadhérines sont des protéines transmembranaires
gui nécessitent la liaison au calcium pour étre actives. Il existe quatre types de
cadhérines différentes : la P-Cadhérine retrouvée dans le placenta, la VE-Cadhérine
dans les cellules endothéliales, la E-Cadhérine dans les cellules épithéliales et la N-
Cadhérine dans le tissu nerveux et les cellules mésenchymateuses. Il existe

également des cadhérines constituant les desmosomes telles que les desmogléines,
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qui sont au nombre de quatre, et les desmocollines, au nombre de trois (Dusek et al.,
2007). Lors de la TEM, I'expression de la E-Cadhérine est diminuée au profit de la N-
Cadhérine (Cavallaro and Christofori, 2004), notamment dans les cancers
bronchiques (Kato et al., 2005), pancréatiques (Nakajima et al., 2004), de la sphéere
ORL (Pyo et al., 2007), ou du mélanome (Hao et al., 2012). Cette modification est
associée a un mauvais pronostic (Hirohashi, 1998) et a une progression tumorale
(Agiostratidou et al., 2007).

Les principaux récepteurs cellulaires aux constituants de la MEC sont les
intégrines. Les intégrines interagissent via leur domaine intracellulaire avec de
nombreuses protéines comme la Taline, la Vinculine, la Paxilline et I'a-Actinine qui
permettent de faire le lien avec le cytosquelette d’actine. Elles se regroupent pour
former des zones d’ancrage a la MEC appelées points focaux d’adhérence (Mitra et
al., 2005; Sastry and Burridge, 2000) (Figure 38).
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Figure 38 : Les intégrines, les points focaux d’adhérence et les fibres de stress
d’actine (Mitra et al., 2005).

59



3. La dégradation de la MEC par les MMP

Les cellules tumorales doivent dégrader la MEC afin de traverser la lame basale
et envahir le tissu avoisinant. Ce processus est réalisé grace aux MMP, qui sont des
endopeptidases zinc-dépendantes, capables de dégrader les composants de la
MEC. Ces MMP sont nombreuses et leurs roles divers. Chez ’lhomme, les MMP sont
au nombre de 24, elles sont sécrétées sous forme de pro-MMP inactives et sont
activées par clivage du domaine pro dans le milieu extracellulaire par d’autres MMP
ou protéases appartenant a des familles différentes. Les MMP sont sécrétées dans
le milieu extracellulaire sauf pour quatre d’entres elles qui sont membranaires, MT-
MMP 1 & 4 (Bjorklund and Koivunen, 2005; Egeblad and Werb, 2002). Plusieurs
MMP sont surexprimées dans un grand nombre de cancers épithéliaux et leur
expression est associée a la progression tumorale et est corrélée a un mauvais
pronostic (Cheng et al., 2010; Koskensalo et al., 2010; Koskensalo et al., 2011; Qian
et al., 2010; Sounni and Noel, 2005). Il existe quelques mutations de MMP dans les
cancers. Ainsi, la MMP23 subit une translocation dans les neuroblastomes, la
MMP24 est amplifiée (Egeblad and Werb, 2002) et la MMP8 est mutée dans 23%
des mélanomes (Lopez-Otin et al., 2009).

Les MMP peuvent étre sécrétées par les cellules tumorales mais également, et
majoritairement, par les cellules stromales. En effet, des études in vivo ont mis en
évidence gue I'implantation de cellules tumorales exprimant des MMP forment moins
de métastases pulmonaires dans des souris délétées pour la MMP2 ou la MMP9 que
dans les souris sauvages (Itoh et al., 1999; Itoh et al., 1998). A l'inverse, certaines
MMP semblent avoir un role anti-transformant comme la MMP8 ou la MMP12 (Hua
et al.,, 2011; Martin and Matrisian, 2007). L'expression de la MMP8 dans des
modeles de cancers mammaires est corrélée a I'absence de métastases (Montel et
al., 2004). D’autres MMP ont des rbles qui varient au cours de la progression
tumorale comme la MMP26 (Lopez-Otin et al., 2009).

lll.  La migration dans une matrice tridimensionnelle

Dans l'organisme, les cellules tumorales sont enveloppées dans la MEC. Lors de
la migration dans une matrice 3D, les cellules adaptent leur type de migration et leur

morphologie en fonction de I'environnement dans lequel elles se trouvent. De

60



nouvelles technologies de culture en 3D et surtout de microscopie intra-vitale ont
permis de mettre en évidence la migration cellulaire dans une structure
tridimensionnelle (Pinner and Sahai, 2008). Ces travaux ont montré qu’il existe deux
grands types de migration : la migration collective ou celle en cellules isolées.
Lorsque les cellules migrent de maniere isolée, elles peuvent adopter des
morphologies différentes : soit amoeboide, soit mésenchymale (Biname et al., 2010;
Sahai, 2005; Yilmaz et al., 2007). Mais les cellules ne sont pas figées dans un type
de migration et elles changent en fonction des contraintes rencontrées.

Les GTPases Rho sont particulierement impliquées dans les différents types de
migration, surtout la GTPase RhoA qui est impliquée dans les trois formes de
migration (Vega and Ridley, 2008) (Figure 39).
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Figure 39 : Les trois types de migrations et quelques protéines associées (Vega and
Ridley, 2008).

1. La migration collective

Lors de la migration collective, les cellules maintiennent les interactions entre
elles et donc I'expression de la E-Cadhérine, des protéines des jonctions serrées et
des desmosomes (Rorth, 2007). Les cellules migrent collectivement in vitro lors de
test de cicatrisation en 2D mais également dans des cultures en 3D (Friedl, 2004).
Certaines cellules tumorales différenciées migrent de maniére collective, en

particulier dans les rhabdomyosarcomes et les carcinomes mammaires ou
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colorectaux (llina and Friedl, 2009). Pour ce type de migration, les cellules doivent
coopérer et migrer de facon coordonnée. La dégradation de la MEC est nécessaire a
la migration collective, elle implique la sécrétion de la MMP2 et I'expression de la
MT-MMP1 (Nabeshima et al., 2000). Lors de la migration collective, les étapes de la
migration sont les mémes que lors de la migration en cellules isolées avec une
émission de prolongements au front de migration, mise en place des adhésions

focales a l'avant et leur détachement a l'arriere qui nécessite des forces de
contraction pour faire avancer les cellules (Friedl, 2004; llina and Friedl, 2009).

2. La migration mésenchymale

La migration mésenchymale est caractérisée, par I'acquisition d’'un phénotype de
type fibroblastique avec des prolongements cellulaires. Dans une matrice 3D, les
cellules sont polarisées avec un front de migration et une zone a I'arriére de la cellule
qui contient le noyau et les organelles. Elles subissent la TEM avec le changement
des cadhérines, la synthése des MMP, I'expression d’intégrines permettant la mise
en place de points focaux d’adhérence et formation de protrusions. Les cellules
mésenchymales ont de nombreuses interactions avec la MEC (Biname et al., 2010;
Sahai, 2005). La migration mésenchymale est la plus étudiée car lors de la migration
dans des modéles in vitro 2D, les cellules acquierent ce phénotype fibroblastique.
Elles émettent des prolongements tels que des lamellipodes, des filopodes et des
invadopodes. De plus, la formation des points d'ancrage avec des clusters
d’intégrines est nécessaire a cette migration (Yilmaz et al., 2007).

Les GTPases RhoA et Rac jouent des rbles inverses et sont largement
impliquées dans les régulations permettant d’'induire des migrations soit de type
mésenchymale, soit de type amoeboide. Ainsi, la migration mésenchymale est
dépendante de la GTPase Rac. En effet, Rac est activée, dans les cellules de
mélanomes, par sa Guanosine Exchange Factor (GEF) DOCKS3 (présentée plus loin
dans ce chapitre), ce qui permet I'activation de WAVE?2 et I'induction d’'un phénotype
mésenchymal. Ainsi, WAVEZ2 inhibe la voie RhoA/ROCK et de ce fait la migration
amoeboide (Sanz-Moreno et al., 2008; Sanz-Moreno and Marshall, 2009). De plus,
I'inhibition de Rac induit le blocage de la migration des cellules U87 (glioblastome)
ayant un phénotype purement mésenchymal alors qu’elle induit une Transition

Mésenchymale-Amoeboide (TMA) dans des cellules de fibrosarcome ayant un
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phénotype mixte (Yamazaki et al., 2009). A linverse, dans des cellules de
carcinomes rénaux, la protéine Smurfl régule la dégradation de RhoA au front de
migration, son inhibition est donc corrélée a une augmentation de RhoA cellulaire et
a une transition vers un phénotype amoeboide et une augmentation du potentiel

invasif et plus agressif des tumeurs (Sahai, 2007).

3. La migration amoeboide

Les leucocytes et certaines cellules tumorales peuvent utiliser ce type de
migration (Friedl, 2004). Les cellules amoeboides sont caractérisées par une
morphologie ronde sans prolongement (Lammermann and Sixt, 2009). Un réseau
d’actine sous-corticale se forme sous controle de la Myosin Light-Chain Kinase
(MLCK) (Totsukawa et al., 2004) et le remodelage du cytosquelette induit des
bourgeonnements dus a la contraction de I'actomyosine (Sanz-Moreno et al., 2011).
Les cellules amoeboides n'ont pas de fibres de stress (Sahai, 2007). Les
bourgeonnements, au front de migration, créent une force qui permet aux cellules
d'avancer. Dans les monocytes qui se déplacent par migration amoeboide,
I'orientation de la migration induite par des chimioattractants est dépendante de la
voie PI3K (Volpe et al., 2010). Lors de cette migration, contrairement a la migration
mésenchymale, les cellules ont tres peu d’interactions avec la MEC, car elles se
déforment et se déplacent entre les fibres de la MEC. Elles établissent donc peu de
jonctions adhérentes ou de facon tres transitoire (Friedl et al.,, 1998) et elles
sécréetent peu de MMP (Meierjohann et al., 2010; Wyckoff et al., 2006). Par contre,
ces cellules se déplacent rapidement au sein d’une matrice tridimensionnelle, a une
vitesse d’environ 2 & 20 ym.mn* (Pankova et al., 2010).

La voie RhoA/ROCK induit un phénotype amoeboide et inhibe la formation des
protrusions mésenchymales (Sahai, 2005). En effet, I'inhibition des ROCK induit une
augmentation de l'adhérence et de la formation de prolongements et donc une
transition vers un phénotype mésenchymal (Worthylake and Burridge, 2003). Cette
inhibition des ROCK induit dans certains cas une inhibition de la migration et de
I'apparition de métastases (Micuda et al., 2010). Le géne suppresseur de tumeur p53
régule négativement la migration cellulaire (Roger et al.,, 2006). Sa perte
d’expression est corrélée a l'activation de la voie RhoA/ROCK et donc a I'acquisition
d’'un phénotype plus amoeboide (Gadea et al., 2007). Le r6le de RhoA/ROCK dans
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la migration amoeboide est dépendant de I'activation de la protéine LIMK1 (Mishima
et al., 2010). Par contre, une autre étude montre aussi I'implication de la voie
ROCKI/LIMK2 dans la régulation de la migration mésenchymale (Shea et al., 2008).

La protéine p210°2"

induit une migration de type amoeboide via I'activation de la
GTPase RhoA dans des cellules lymphoides (Daubon et al., 2008). RhoC régule
également la migration amoeboide de cellules tumorales via I'effecteur ForMiN-Like
2 (FMNL2) (Kitzing et al., 2010). Cdc42 est aussi nécessaire au phénotype
amoeboide. L'inhibition de la protéine DOCK10, protéine activatrice de Cdc42, induit
un arrondissement des cellules et une diminution de la phosphorylation de la
protéine MLC2. De plus, Cdc42 induit ce phénotype amoeboide par la régulation de
ses effecteurs N-WASP et Pak2 (Gadea et al., 2008; Sanz-Moreno and Marshall,
2009). Cependant, Cdc42 est également impliquée dans la régulation de la migration
mésenchymale mais via d'autres effecteurs (Wilkinson et al., 2005). La voie Rac
induisant un phénotype mésenchymal, elle est inhibée par la voie RhoA/ROCK qui
active ARH-GAP22, une protéine inhibitrice de Rac (Sanz-Moreno et al., 2008). Les
cellules pour acquérir une migration de type amoeboide ne font pas de TEM mais
font une TMA (Friedl, 2004).

En résumé, les cellules peuvent migrer essentiellement de trois fagons : soit
collectivement, soit de fagon isolée amoeboide ou mésenchymale. Le type de
migration amoeboide ou mésenchymale est régulé finement par plusieurs GTPases
Rho. D’un cété, Rac régule la migration mésenchymale, de I'autre c6té RhoA/ROCK
régule la migration amoeboide. La GTPase Cdc42 est impliquée dans les deux types
de migration. La migration amoeboide du fait qu’elle ne nécessite pas le temps de
dégradation de la MEC, est considérée comme plus agressive que la migration

mésenchymale.

V. Deux voies de signalisation importantes dans la
migration du mélanome

Parmi les nombreuses voies de signalisation impliquées dans la migration et la
dissémination métastatigue dans le mélanome, deux voies de signalisation sont
particulierement importantes. D’'une part, la voie de signalisation impliquant les
GTPases Rho et d’autre part, la voie de signalisation des MAPK BRAF/MEK/ERK.
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Les GTPases Rho sont des petites protéines qui régulent de trés nombreux fonctions
intracellulaires. Les GTPases RhoA et RhoC sont particulierement impliquées dans
les processus métastatiques et sont surexprimées dans les mélanomes. D’autre part,
la MAPKKK BRAF, qui est mutée dans plus de 60% des mélanomes, entraine une
activation constitutive de la voie de signalisation BRAF/MEK/ERK. Cette voie est
particulierement impliquée dans les processus meétastatiques, notamment par son

interaction avec la GTPase RhoE (Rnd3).

1. Les GTPases Rho

a) Généralités

Les GTPases Rho appartiennent a la superfamille des GTPases Ras. Cette
superfamille est constituée de cing sous-familles, impliquées dans différents
processus cellulaires : schématiquement, les protéines Ras contrélent la prolifération
et de la différenciation cellulaire, les protéines Rab contrdlent le trafic vésiculaire, Arf
est impligué dans la formation et le trafic des vésicules, Ran dans le transport
nucléaire et les protéines Rho qui sont de connecteurs moléculaires essentiels pour
de nombreuses fonctions cellulaires (Primeau and Lamarche-Vane, 2008).

Les GTPases de la famille Rho sont des protéines G monomériques de faibles
masses moléculaires de 20 a 40 KDa. Cette famille de protéines est constituée de 20
membres et elle est divisée en huit sous-familles : Rnd (Rnd1, Rnd2 et Rnd3/RhoE),
Rho (RhoA, B et C), RhoF/RhoD, Rac (Racl, 2 et 3 et RhoG), Cdc42/RhoJ/RhoQ,
RhoU/RhoV, RhoH, RhoBTB (1 et 2). Les protéines RhoBTB3 et MIRO1 et 2 qui
étaient initialement incluses n’appartiennent plus a cette famille des GTPases Rho
(Figure 40) (Vega and Ridley, 2008).
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Figure 40 : L’arbre phylogénétigue des GTPases de la superfamille Ras (d’apres
(Vega and Ridley, 2008)).

Les GTPases Rho sont trés conservées au cours de I'évolution. Elles présentent
environ 30% d’homologie avec les protéines Ras et de 40% a 95% d’identité entre
elles (Wennerberg and Der, 2004). Elles sont constituées essentiellement d'un
domaine GTPase (a I'exception des protéines RhoBTB) et de courtes extensions N
et C terminales. Dans la partie N-terminale, les domaines switch 1 et 2 se trouvent
dans le domaine effecteur et permettent la liaison aux différents régulateurs ou aux
effecteurs lorsqu’elles sont en conformation active, et les domaines de liaison au
GDP/GTP (Dvorsky and Ahmadian, 2004; Lartey and Lopez Bernal, 2009) (Figure
41). La région C-terminale est dite hypervariable car cette région de 25 acides
aminés concentre la majorité des différences entre les GTPases Rho. Cette région
se termine par une boite CAAX, ou C est une cystéine, A un acide aminé aliphatique
et X un acide aminé quelconque, qui permet certaines modifications post-
traductionnelles nécessaires a la localisation adéquate dans la cellule et par
conséquent a l'activité des GTPases Rho (Figure 41).
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Figure 41 : Structure et domaines des protéines Rho.

(A) Domaines des protéines Rho et leurs fonctions. Structure 3D du domaine
catalytique de RhoA complexée avec un analogue de GTP et un ion Mg2+ (B)
(Protein Data Bank (PDB) d’aprées (lhara et al., 1998)) et de RhoA complexé avec un
GDP et un ion Mg2+ (C) (PDB d’'aprés (Wei et al., 1997)). Les fleches vertes
montrent le switch 1 et les fleches rouges montrent le switch 2.

Les modifications post-traductionnelles nécessaires a l'activité des GTPases Rho
incluent la prénylation irréversible sur la cystéine consistant en l'ajout d'un
groupement lipidique insaturé a 15 atomes de carbones, le farnésyl-PyroPhosphate
(farnésyl-PP), ou a 20 atomes de carbones, le géranylgéranyl-PyroPhosphate
(géranylgéranyl-PP). Ces groupements isoprénylés sont liés a la protéine par une
liaison  thioester grace a la FarnésylTransférase (FTase) ou la
GéranylGéranylTransférase (GGTase) de type |. Le groupement isoprénylé ajouté
dépendra de l'acide aminé X présent dans la boite CAAX. En effet, si ce dernier est
une sérine ou une méthionine, un farnésyl-PP sera alors greffé (RhoE, RhoN,
RhoD...) alors que ce sera un géranylgéranyl-PP s’il s’agit d’'une leucine (RhoA,
RhoC, Racl, Cdc42...) (Moores et al., 1991; Reiss et al., 1991). La GTPase RhoB

est un cas particulier car elle peut fixer soit un farnésyl-PP, soit un géranylgéranyl-

67



PP. Les GTPases Rho subissent ensuite une protéolyse des acides aminés —AAX
par la protéase RCE1 puis une carboxyméthylation sur la fonction COOH de la
cystéine par I'enzyme ICMT (Adamson et al.,, 1992; Demierre et al., 2005; Walker
and Olson, 2005) (Figure 42).

®_®_OH§C/\\\‘// \ﬂ\//\A\’,/\/\,_//
_SH
P
e
F |
o amesy

transferase

®&®

- \//\(v\ (/\/\\/\/\/ -
O
CAAX protease RCE1 N AAX

SO /\r“ NN TN

|

ICMT l + SAM

a

b

Ow

Y /\/\ NN Y e s
O e

Trafficking to and insertion into the
cytoplasmic side of cellular membranes

Figure 42 : Prénylation des GTases Rho (Demierre et al., 2005).

Il existe également d’autres modifications post-traductionnelles des GTPases Rho
telles que la palmitoylation, sur les cystéines situées en amont de la boite CAAX
(Hancock et al., 1990; Visvikis et al., 2010), la phosphorylation (Ellerbroek et al.,
2003; Kwon et al., 2000) ou l'ubiquitination (Visvikis et al., 2010; Wang et al., 2006).
Toutes ces modifications sont nécessaires a la localisation des GTPases Rho ainsi
gu’a leur activité (Adamson et al., 1992). Le tableau suivant (Tableau 3) récapitule
les différentes localisations et modifications post-traductionnelles, les effecteurs, les
fonctions majeures et les implications physiopathologiques des GTPases Rho décrits

dans la littérature, ainsi que I'existence ou non de souris KO.

Tableau 3 : Récapitulatif des protéines Rho. Sous-famille Rho, Rac, Cdc42 et Rnd.
MP : Membrane Plasmique, GG : Géranylgéranylation, F: Farnésylation (d’aprées
(Vayssiere et al., 2000; Vega and Ridley, 2008)).
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Les GTPases Rho sont des interrupteurs moléculaires cyclant entre un état inactif
lié au GDP (Guanosine DiPhosphate) et un état actif lié au GTP (Guanosine
TriPhosphate) (Figure 43), a I'exception de certaines d’entre elles, telles que les
protéines de la famille Rnd, RhoBTB, RhoU, V ou H qui ne possedent pas d’activité
GTPasique et restent donc sous leur forme active de maniére permanente. La liaison
au GTP entraine un changement conformationnel des protéines permettant ainsi leur
liaison avec les effecteurs. Elles ont une forte affinité pour les nucléotides
guanidiques et une faible activité intrinseque d’hydrolyse du GTP et d’échange du
GDP/GTP, elles nécessitent donc l'intervention de régulateurs (Bustelo et al., 2007;

Walker and Olson, 2005) (Figure 43).
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(Bustelo et al., 2007)).
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En effet, les protéines Guanine nucléotide Exchange Factor (GEF), dont la famille
compte environ 80 membres, favorisent 'échange d’'un GDP par un GTP activant
ainsi les GTPases. Elles sont essentiellement représentées par la famille Dbl (Vav,
Tiam, Trio...). Elles portent un domaine conservé Dbl Homology (DH) qui permet leur
activité, ainsi qu'un domaine Plekstrin Homology (PH) permettant la liaison aux
lipides membranaires (Hart et al., 1994; Rossman et al., 2005). Il existe également
des GEF de la famille DOCK (Brugnera et al.,, 2002) et de la famille SWAP
(Shinohara et al., 2002) qui ne possedent pas le domaine DH (Rossman et al.,
2005).

Les GTPases Activating Proteins (GAP) catalysent I'hydrolyse du GTP et
ramenent donc les Rho dans un état inactif. Il en existe environ 70 différentes
(pP190RhoGAP, DLCL1...) (Kandpal, 2006; Moon and Zheng, 2003; Tcherkezian and
Lamarche-Vane, 2007).

Les GDP Dissociation Inhibitor (GDI) interagissent avec la GTPase Rho liée au
GDP et séquestrent la protéine inactive dans le cytoplasme en emprisonnant le motif
isoprénique, empéchant ainsi sa réactivation par les GEF (Olofsson, 1999). Il existe
trois protéines GDI présentant une forte homologie. RhoGDI1 (o) dont I'expression
est ubiquitaire (Ohga et al., 1989; Ueda et al., 1990) RhoGDI2 (B) qui est également
appelée D4-GDI ou LY-GDI et qui est uniguement exprimée dans les cellules
hématopoietiques (Lelias et al., 1993; Scherle et al., 1993) et RhoGDI3 (y) qui est
exprimée préférentiellement dans le cerveau, les poumons et les testicules (Adra et
al., 1997; Zalcman et al., 1996). Les GDI sont constituées de deux domaines
distincts. Le domaine N-terminal interagissant avec le switch 1 des GTPases Rho est
responsable de linhibition de la dissociation du GDP. Et le domaine C-terminal qui
se lie au switch 2 et forme une poche hydrophobe ou vient se glisser le lipide
isoprénique séquestrant ainsi les protéines dans le cytoplasme.

b) Les GTPases Rho dans les réponses immunes

Les GTPases Rho participent a plusieurs niveaux de la régulation de la réponse
immunitaire, dans la sélection thymique, la présentation antigénique, I'activation et la

cytotoxicité lymphocytaire.
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L'utilisation de souris KO pour la protéine Vav-1 (la GEF spécifigue de Racl) a
permis de mettre en évidence le réle de Racl dans la sélection thymique des LT.
Comme le démontrent Turner et al. (Turner et al., 1997), ces souris présentent d’'un
point de vue histologique un thymus complétement déstructuré dans lequel aucune
sélection thymique n’a pu étre observée. La GTPase RhoA participe également a
cette sélection. En effet, la perte d'expression de cette protéine inhibe la
différenciation des cellules pré-T qui sont les précurseurs des LT (Cleverley et al.,
1999).

En plus de ses fonctions dans la sélection thymique, Racl est un acteur important
dans la transduction des signaux d’activation lymphocytaire dépendant du TCR et
des molécules de costimulation (Cantrell et al., 1998; Moores et al., 2000; Turner and
Billadeau, 2002).

Les GTPases Rho sont également impliquées dans la cytotoxicité lymphocytaire.
Ainsi a nouveau, Racl et RhoA permettent la réorganisation et la redistribution des
granules cytotoxiques des cellules NK et la régulation du cytosquelette d’actine par la
voie de signalisation RhoA/ROCK/LIMK. Ces modifications permettent la polarisation
des LT cytotoxiques vers leurs cibles (Lou et al., 2001). La cytotoxicité lymphocytaire
dépendante de la voie FasL est elle aussi régulée par les GTPases Rho. Blanco-
Colio et al. (Blanco-Colio et al., 2007) démontrent en effet que 'augmentation de la
transcription du gene codant la protéine FasL dans les LT transfectés par la forme
active de la GTPase RhoA est associée a une augmentation de la fonction lytique de
ces cellules.

L'utilisation par le groupe du Dr. S. Amigorena de cellules dendritiques provenant
de souris KO pour Racl ou Rac2 a permis de mettre en évidence le réle de ces deux
GTPases dans la présentation antigénique et I'activation des LT naifs (Benvenuti et
al., 2004). Par ailleurs, des virus codant des mutants dominant-négatifs ou dominant-
positifs des GTPases Rho (RhoA, Racl, Cdc42) ont permis de montrer le rble
régulateur de ses protéines dans la mise en place d’'une réponse immune adaptative
dépendante des CD (Shurin et al., 2005).

Ainsi les GTPases Rho et plus particulierement Rac et RhoA régulent les

réponses lymphocytaires T.
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C) Les GTPases Rho dans I'oncogenese

Les GTPases Rho sont impliquées dans un grand nombre de fonctions cellulaires
telles que la prolifération, la survie, le cycle cellulaire, la régulation du cytosquelette
d’actine et des microtubules et la migration. Il est de ce fait évident que leur
dérégulation participe au processus oncogénique (Ellenbroek and Collard, 2007;
Ridley, 2004; Vega and Ridley, 2008). Plusieurs phénomeénes contrdlés par les
GTPases Rho participent a l'initiation et au développement tumoral. Ainsi, une
prolifération incontrélée associée a une augmentation de la survie conduit a
l'initiation et a la croissance tumorale, alors que la perte de la liaison intercellulaire et
le remodelage du cytosquelette augmentent la motilité pouvant conduire a un
phénotype métastatique. Les GTPases Rho, qui interviennent au niveau du contrdle
de la prolifération cellulaire et du cytosquelette, sont donc impliquées dans toutes les
étapes de l'oncogenése (Ellenbroek and Collard, 2007). Bien gu’elles aient un
pouvoir transformant intrinséque peu puissant, elles sont nécessaires a la
transformation par I'oncogéne Ras. En effet, la transfection de formes mutantes
dominant-négatives des GTPases Ras, Cdc42 et RhoB est capable d’inhiber la
transformation de fibroblastes induite par Ras (Boerner et al., 2001; Prendergast et
al., 1995; Qiu et al., 1997; Ridley, 2004).

Bien gu’'impliquées dans les processus oncogéniques, les GTPases Rho sont trés
rarement mutées dans les cancers. En effet, a ce jour, seuls les genes codants pour
RhoH/TTF présentent une mutation activatrice dans des tumeurs myéloides
(Preudhomme et al., 2000) et les génes Racl qui présentent une mutation activatrice
du domaine effecteur dans les tumeurs cérébrales (Hwang et al., 2004).

En revanche, I'expression ou l'activité des GTPases Rho apparaissent dérégulées
dans de nombreux cancers (Tableau 4). La majorité des GTPases Rho semble avoir
un réle plutét transformant alors qu'a l'inverse RhoB aurait des propriétés de
suppresseur de tumeur avec une expression réprimée dans certaines tumeurs (Fritz
et al.,, 1999; Mazieres et al., 2004; Gomez del Pulgar et al., 2005; Karlsson et al.,
2009). Dans les mélanomes, plusieurs auteurs ont rapporté une surexpression de
RhoA, RhoC et RhoE dans les métastases (Clark et al., 2000; Chardin, 2006; Sahai,
2007).

Ces dérégulations de leur expression ou de leur activité montrent I'importance

des GTPases Rho dans la genése d'un grand nombre de cancers. De plus,
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'expression de mutants artificiels et constitutivement actifs de nombreuses Rho
telles que RhoA, Cdc42, Racl ou RhoG (Qiu et al., 1995; Roux et al., 1997) est
capable d’'induire ou de potentialiser la transformation cellulaire. Des GTPases Rho
sont impliquées dans différentes fonctions responsables de [linitiation ou de la
progression tumorale et leur réle varie en fonction du type de cancer étudié.

De plus dans I'équipe, nous avons montré que dans les cellules de mélanome
murin B16F10, la GTPase RhoA via ses effecteurs ROCK régule I'expression
membranaire du ligand de mort FasL (Sarrabayrouse et al., 2007). Des lymphocytes
Fas+, en contact avec ces cellules tumorales qui surexpriment FasL, entrent alors en

apoptose.
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Protéines Cancers Altérations Références
(Kamai et al., 2001; Kamai et al.,
Testicule 2004)
Foie (Fukui et al., 2006; Li et al., 2006)
S (Fritz et al., 1999; Varker et al.,
RhoA e Surexpression _ 2003)
) (Faried et al., 2007)
Ovaires (Horiuchi et al., 2003)
Mélanome (Sarrabayrouse et al., 2007;
Tilkin-Mariame et al., 2005)
Téte et cou (Adnane et al., 2002)
Glioblastome _ (Forget et al., 2002)
RhoB Poumon Sous-expression (Mazieres et al., 2004)
Gastrique (Pan et al., 2004)
(lkoma et al., 2004; Shikada et al.,
Poumon 2003)
_g Sein inflammatoire (Fritz et al., 2002; van Golen et
o RhoC Ovaires Surexpression al., 1999)
o Pancréas (Horiuchi et al., 2003)
c Mélanome (Suwa et al., 1998)
Q (Clark et al., 2000)
o Prostate _ (Bektic et al., 2005)
o Hépatocarcinomes Sous-expression (Grise et al., 2012)
RhoE (Rnd3)
Poumon _ (Zhang et al., 2007a)
Mélanome Surexpression (Klein and Higgins, 2011)
RhoG sein Surexpression (Jiang et al., 2003)
Colorectal (Rac 1b) (Jordan et al., 1999)
Sein (Rac 1b) Surexpression (Schnelzer et al., 2000)
Testicules (Racl) (LEUTElEElL, Z00)
Rac
Téte et cou (Rac2) Surexpression (Abraham et al., 2001)
Sein (Rac 3) Sur-activation (Mira et al., 2000)
Testicule ; Kamai et al., 2004
Cdc42 Sein Surexpression ((Fritz el 1999))
LARG Leucémies Fusion avec MLL (Kourlas et al., 2000)
L Tiam1 Rein Mutation domaine PH (Gampel et al., 1999)
L Vav1/Trio/ , _ (Lane et al., 2008)
O Tiam1 Sein Surexpression
Vavl Pancréas Sous-expression (Fernandez-Zapico et al., 2005)
Q P190RhoGAP Gliomes Délétion (Tikoo et al., 2000)
(<_Er) DLClet2 Foie Délétion (Ching etal., 2003)
Sein Sous-expression (Fritz et al., 2002; Jiang et al.,
= GDI1 Colon Surexpression 2003)
Qa (Zhao et al., 2008)
O GDI2 Sein Surexpression (Hu gt al., 2007)
Vessie Sous-expression (Seraj et al., 2000)

Tableau 4 : Altérations de I'expression des protéines Rho dans divers cancers.
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d) Les inhibiteurs des GTPases Rho dans le traitement

contre le cancer

Les GTPases Rho étant impliquées dans toutes les étapes de I'oncogeneése, le
développement d'inhibiteurs ciblant cette famille de protéines, a des fins
thérapeutiques, a tres vite été exploré. Ainsi, des inhibiteurs de la prénylation,
modification post-traductionnelle des GTPases Rho ont vu le jour dans les années
1990, sous formes de GGTI ou de FTI. Ces derniers ont fait I'objet d’essais cliniques
avec des molécules FTI nommées Tipifarnib qui ont été évaluées en phase Il pour le
traitement du cancer du sein, et Lonafarnib testées en phase Il pour le traitement des
cancers du colon et pancréatiques (Head and Johnston, 2004; Head and Johnston,
2003). Mais leur efficacité varie en fonction des cancers. En effet, les résultats sont
plutdt négatifs dans les carcinomes bronchiques, du pancréas ou du colon mais
plutét positifs dans les hémopathies, les cancers du sein (25% de bénéfices
cliniques) ou les gliomes (Li and Sparano, 2008; Sebti and Adjei, 2004). Les
traitements par des GGTI ont montré des résultats positifs in vitro et in vivo (Sebti
and Hamilton, 2000) mais ils présentent une certaine toxicité et aucun essai clinique
n'a été mené a ce jour (Lobell et al., 2001; Mazieres et al., 2004). Cependant un
nouveau GGTI moins toxique, le P61A6, est apparu en 2009 (Lu et al., 2009) et sera
probablement bient6t testé.

Les statines, inhibiteurs de I'HMG-CoA reductase, inhibent la prénylation,
farnésylation et géranylgéranylation des GTPases de la superfamille Ras. lls sont
trés largement prescrits pour leur fonction anti-cholestérolémiante mais ils ont aussi
été testé dans le traitement de cancer (Demierre et al., 2005; Tilkin-Mariame et al.,
2005). Ces études précliniques et clinigues de leur utilisation ont montré des
résultats encourageants notamment dans les hépatocarcinomes (Wong et al., 2002)
et les cancers de la prostate (Bonovas et al., 2008). Des inhibiteurs plus spécifiques
des GTPases Rho ou de leurs effecteurs ont également été développés. Ainsi, le
CCG-1423 inhibe la transcription de RhoA (Evelyn et al., 2007) le Fasudil et le
Y27632 sont des inhibiteurs des effecteurs ROCK (Deng et al., 2010; Routhier et al.,
2010; Yang et al., 2010) et le NSC23766 inhibe spécifiquement la GTPase Racl
(Hable et al., 2008). Toutes ces molécules donnent des résultats prometteurs dans
les études précliniques. Donc a ce jour, les inhibiteurs de la prénylation des
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GTPases de la superfamille Ras semblent intéressants pour le développement de

nouveaux essais cliniques.

e) Les autres inhibiteurs des GTPases Rho

Pour étudier les GTPases Rho et leurs fonctions, plusieurs outils ont été
développés, d'abord des inhibiteurs de prénylation, comme décrits dans le
paragraphe précédent, mais aussi des formes constitutivement actives ou des
dominant-négatifs de ces protéines ainsi que des inhibiteurs bactériens tels que la
C3 exoenzyme (spécifique de RhoA, B et C) et 'ARN interférence.

- Comme les mutants des GTPases Rho n’existent pas naturellement, ils ont été
créés sur les modéles naturels des GTPases Ras mutées. Il existe des mutants sous
forme constitutivement active, tels que les mutants Q63L et G14V, et des mutants
dominant-négatifs, comme T19N.

Les deux mutations activatrices portant chacune sur un acide aminé impliqué soit
dans le domaine de la liaison au GTP (G14V, V14) ou dans celui du switch 2 (Q63L,
L63), altérent I'activité hydrolytique intrinséque GTPasique de la protéine et sa
sensibilité a la régulation par les GAP (Longenecker et al., 2003). Comme elles sont
constitutivement activées, I'introduction de ces protéines dans les cellules induit une
stimulation persistante des cascades de signalisation. Ces mutants activés
permettent de préciser la localisation cellulaire des GTPases Rho activées avec des
marquages fluorescents. Les mutants V14 de RhoA, B et C, ont été utilisés par
exemple pour I'étude de leurs localisations par Robertson et al. (Robertson et al.,
1995) ou pour étudier I'effet de la prénylation sur la forme active (Allal et al., 2000).

Les dominant-négatifs des Rho sont utilisés essentiellement pour définir les voies
de signalisation que régule l'activité des Rho. La substitution de l'asparagine en
thréonine en position 19 de RhoA (T19N, N19) est connue pour induire des fonctions
de dominant-négatifs grace a I'association augmentée de RhoAN19 avec les GEF.
La liaison de RhoAN19 sur une GEF inhibe linteraction de cette GEF avec la
protéine RhoA endogéne. Cet événement perturbe les voies de transduction du
signal empruntées normalement par la GEF mNET1 et en particulier les voies
SAPK/INK (Alberts and Treisman, 1998). Les mutants V14 et N19 ont été utilisés
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pour rechercher les protéines RhoGDI et RhoGEF associés préférentiellement sur un

des types de mutant (Strassheim et al., 2000).

- Dans les années 1990, il a été découvert que les GTPases Rho sont les
protéines eucaryotes cibles de nombreuses toxines bactériennes. Ces toxines
bloquent les fonctions des Rho. Ainsi, la C3 exoenzyme, isolée a partir de
Clostridium botulinum, inhibe spécifiguement les GTPases RhoA, B et C par ADP-
ribosylation de l'asparagine en position 41 (Schmidt et al., 1998). Les effets
bloquants l'activité des Rho seraient dus a la séquestration des protéines Rho dans
les complexes Rho/RhoGDI.

Des toxines isolées de Clostridium difficile (Tox-A et Tox-B) bloquent les protéines
Rho, Rac et Cdc42 par glycosylation de la thréonine en position 37 pour Rho et 35
pour Rac et Cdc42 (Schmidt et al., 1998). Cette glycosylation empécherait les
couplages des protéines Rho avec leurs effecteurs.

Il existe aussi des toxines bactériennes activatrices: les Cytotoxic Necrotic
Factors (CNF). Les CNF agissent en déamidant les GTPases Rho au niveau de la
glutamine en position 63. Le CNFy, isolé de Yersinia pseudotuberculosis, est un
activateur puissant et spécifigue de RhoA sans activation concomitante sur Racl ou
Cdc42 (Hoffmann and Schmidt, 2004).

Ces différentes toxines sont utilisées pour étudier les conséquences sur les voies
de signalisation et sur les nombreuses fonctions cellulaires, de la perturbation de

I'activation ou I'inhibition de ces GTPases Rho.

- Il est connu depuis quelques années que des petits ARN interférents (SiRNA)
peuvent étre utilisés pour réguler I'expression de genes cibles dans des cellules de
mammiféres en culture (Elbashir et al., 2001). Les siRNA peuvent éteindre
l'expression d’'un gene en procédant au clivage spécifique de 'ARNm cible en
impliquant la protéine Dicer et le complexe RISC. Cette technologie permet
d’éteindre I'expression de génes dans de nombreuses lignées cellulaires aussi bien
gue de créer des animaux transgéniques dans lesquels I'expression d'un géne est
éteinte de facon stable (Tuschl, 2001).

L'utilisation des siRNA, en entrainant la suppression de l'expression de la
protéine ciblée, permet d’analyser l'action de cette protéine dans les voies de
signalisation étudiées. Par exemple, il est possible de savoir si I'absence de la
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protéine provoque des modifications de réponses de la cellule a des stimuli
exogenes. Ainsi, 'utilisation du siRNA de Vav-2, qui supprime I'expression de cette
GEF, a permis de montrer son implication dans l'activation de RhoB induite par la
stimulation de la voie du récepteur a 'EGF (Gampel and Mellor, 2002).

Cependant, l'utilisation des siRNA n’est pas toujours sans effet non désiré.
Suivant leurs séquences, les siRNA risquent d'inhiber aussi I'expression d’autres
protéines dont la séquence en ARN est tres proche. La difficulté d’utilisation de ces
outils est donc liée au contréle de la spécificité d’action du siRNA. D’autre part méme
si le siRNA éteint I'expression exclusivement de la protéine étudiée, la cellule peut
mettre en place, en réponse a cette inhibition, des voies adaptées de signalisation
alternative impliquant d’autres protéines ayant des fonctions proches et permettant
d’'induire une réponse de la cellule aux stimuli exercés. Pour finir, une activation non
voulue des récepteurs TLR peut étre stimulée par des siRNA mal formulés par les
agents lipotransfectants utilisés pour introduire les siRNA dans les cellules (Weber et
al., 2012).

L'utilisation de ces inhibiteurs et activateurs des GTPases Rho de spécificité

croissante a permis d’étudier leurs nombreuses fonctions régulatrices.

2. La voie de signalisation des MAPK BRAF/MEK/ERK

a) Généralités

Les voies de transduction du signal Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK)
sont tres étudiées dans les cancers car elles y jouent des réles essentiels. Elles se
composent de fagcon générale d’'une cascade de phosphorylation de MAP Kinase
Kinase Kinase (MAPKKK), de MAP Kinase Kinase (MAPKK) et d'une MAPK qui va
activer des facteurs de transcription (Figure 44). Ces voies sont hautement
conservées dans [|'évolution et impliguées dans de nombreux processus
physiologiques comme la prolifération, la différenciation, la migration et I'apoptose.

La premiére cascade des MAPK identifiée chez les eucaryote et I'une des plus
étudiée est la voie RAF/MEK/ERK. Dans cette cascade, les protéines RAF
fonctionnent comme des MAPKKK. Elles phosphorylent et activent les MAPKK
MAPK/ERK Kinases 1/2 (MEK1/2) qui a leur tour phosphorylent et activent les MAPK
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Extracellular signal-Regulated Kinases 1/2 (ERK1/2) (Peyssonnaux and Eychene,
2001). Une fois activées, les protéines ERK peuvent entre autre se transloquer dans
le noyau, ou elles phosphorylent des facteurs de transcription et régulent ainsi leurs
activités.

En plus de la cascade RAF/MEK/ERK, trois autres voies des MAPK ont été
décrites : c-JUN N-terminal Kinases/Stress-Activated Protein Kinases (JNK/SAPK),
p38 MAPK et ERK5/Big MAP kinase 1 (BMK1) (Figure 44). Ces voies de
signalisation se distinguent par la nature des signaux activateurs et par les

mécanismes qu’elles régulent.

imul Growth Factors, Stress, GPCR, Stress,
Hnulls Mitogens, GPCR Inflammatory Cytokines, Growth Factors,
l Growth Factors Mitogens, GPCR
M A-Raf
“Ral, MEKK1,4
MAPKKK B-Raf, c-Raf, MLK3, TAK, MLK3’ M|§|_KII(22,3
Mos, TpI2 DLK ASK1 P
Y
MAPKK MEK1/2 MKK3/6 MKK4/7 MEKS5
Y
38 MAPK SAPK/ Erk5/
MAPK Erk1/2 v JNK1,2,3 BMK1
¥ l \ /
Biological Growth, Inflammation, Growth,
Response Differentiation, Apoptosis, Growth, Differentiation,
Development Differentiation Development

Figure 44 : Voies de signalisation induites par les MAPK (Ozyme, Cell Signaling
Technology).

En amont des voies de signalisation de ces MAPK, des récepteurs sont activés
par différents stimuli. Ainsi, des signaux de stress extracellulaires stimulent les
Récepteurs Tyrosine Kinase (RTK), tels que I'Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR), le Vascular Endothelial Growth Factor Receptor (VEGFR), le Platelet-
Derived Growth Factor Receptor (PDGF) ou encore I'Insulin-like Growth Factor 1
Receptor (IGF1R). Les RTK via leur domaine Src Homology 2 (SH2) ou d’autres
domaines liant les phosphostyrosines recrutent des protéines adaptatrices et des
phosphotyrosines protéines (Easty et al., 2011) (Figure 45).
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Figure 45 : Les quatre signalisations induites par les RTK (Easty et al., 2011).
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- Grb2 est une protéine adaptatrice qui a son tour recrute des GEF des GTPases
de la famille Ras, tels que SOS (Ashton-Beaucage and Therrien, 2010; Kolch, 2000)
(Figure 46). Une fois que les Ras sont activées, elles activent a leur tour les
protéines RAF, ce qui permet la cascade d’activation des MAPK. Cette signalisation
conduit en général a la prolifération cellulaire et a la survie.

- Les RTK peuvent également recruter la sous-unité p85 de la PI3K qui peut a son
tour activer AKT. Cette activation peut étre limitée par la protéine tyrosine
phosphatase Phosphatase and TENsin homolog (PTEN). AKT active la voie mTOR
gui conduit a la synthése de protéines, a la croissance et a la survie cellulaire (Zhang
et al., 2007Db).

- La troisieme voie activée par les RTK est due au recrutement de la
PhosphoLipase C y (PLCy) qui induit la dégradation du Phosphatidylinositol 4,5-
bisPhosphate (PIP2) en Inositol 1,4,5-trisPhosphate (IP3) et DiAcylGlycérol (DAG).
L’IP3 entre dans le réticulum endoplasmique et permet la libération du calcium. Le
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DAG active la Protein Kinase C (PKC). La signalisation de la PKC conduit a la
modulation du cytosquelette pour entrainer la migration cellulaire (Bennett, 2008).

- La derniére voie est celle induite par le recrutement de Src. La protéine Focal
Adhesion Kinase (FAK), liée aux intégrines, est activée par Scr et entraine
I'activation générale des trois voies que je viens de décrire (Brunton and Frame,
2008). FAK peut aussi activer les protéines STAT qui interviennent dans la
transduction du signal et I'activation de la transcription (Xie et al., 2001).

EHEDED (

./

Figure 1. La Voie RTK/RAS/ERK simplifiée.
Représentation des composantes centrales
de la voie MAPK.

Cibles cytoplasmiques

-6-0

Cibles nucléaires

Figure 46: La voie simplifite RTK/Ras/RAF/MEK/ERK (Ashton-Beaucage and
Therrien, 2010).

Nous allons nous intéresser plus spécifiguement a la voie Ras/RAF/MAPK
(Ashton-Beaucage and Therrien, 2010) (Figure 46) car ces protéines sont
fréguemment mutées dans les cancers et en particulier dans les mélanomes.

La superfamille des GTPases Ras est composée de plus 150 membres comme
indiqué dans la partie Généralités du paragraphe Les GTPases Rho. Dans la sous-
famille Ras, on retrouve les protéines Ras, Rheb, Ral, Rap, Rad, Rem, Rerg et Rit
(Karnoub and Weinberg, 2008) (Figure 47). Dans cette introduction, je ne présente
gue les GTPases Ras car elles sont largement impliquées dans de nombreux

cancers.
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Figure 47 : L'arbre phylogénétique de la sous-famille Ras (Karnoub and Weinberg,
2008).

Les protéines Rat Sarcoma virus (Ras) sont des protéines clés de la
transformation maligne dans les tumeurs humaines (Karnoub 2008). Elles peuvent
étre activées par des facteurs de croissance (via des RTK), des hormones (via des
Récepteurs Couplés aux Protéines G) ou des cytokines (via leurs récepteurs et leurs
protéines adaptatrices) (Gray-Schopfer et al., 2005). Ces GTPases doivent étre
farnésylées et ancrées aux membranes pour étre actives. Elles peuvent aussi étre
palmytoylées (Bharate et al., 2012) et ubiquitinylées (de la Vega et al., 2011).

Les MAPKKK RAF sont activées par les GTPases Ras (Figure 46). Chez les
mammiféres, il existe trois protéines RAF : ARAF, BRAF et CRAF (RAF-1). Ce sont
des sérine/thréonine kinases de 21 kDa qui régulent la prolifération, la différenciation
et la survie ainsi que la migration cellulaire (Michaloglou et al., 2008). Elles se
composent de trois régions conservées (Conserved Region, CR). En partie N-
terminale, les régions CR1 et CR2 ont des activités régulatrices des protéines. En
partie C-terminale, la région CR3 contient le domaine kinase des protéines
(Michaloglou et al., 2008) (Figure 48). CR1 contient les régions Ras-Binding Domain
(RBD) et Cystein-Rich Domain (CRD), nécessaires au recrutement des RAF a la
membrane. La région CR2 permet la liaison a la protéine chaperonne 14-3-3 qui

participe a la transduction du signal de nombreuses voies cellulaires car elle se lie &

83



plus de 100 protéines différentes. Et pour finir, le domaine kinase CR3 présente les
acides aminés qui doivent étre phosphorylés pour que les RAF soient complétement
actives. Ces acides aminés sont dans la zone du segment d’activation et dans la
Negative region (N-region). Les acides aminés du segment d’activation qui doivent
étre phosphorylés different dans les trois RAF. Ce sont les thréonine en position 542
(T542) et T455 pour ARAF, pour BRAF les T599 et sérine 601 (S601) et pour CRAF
les T491 et S494. De plus, dans la N-region, pour ARAF, la S298 doit étre
phosphorylée par la GTPase Ras et la tyrosine 301 (Y301) doit I'étre par Scr. Pour
CRAF, ce sont les S338 et Y341 qui sont respectivement phosphorylées. Enfin pour
BRAF, la S338 est constitutivement phosphorylée, et seule la GTPase Ras est
nécessaire pour phosphoryler les acides aspartiques en 447 et 448 (D447 et D448)
(Gray-Schopfer et al., 2005; Marais et al., 1997) (Figure 48).

Il
%

REBD CRD M- Glycine- Activation
regien  rich loop segment

CR1 CR2 CR3

Figure 48 : Structure de la protéine BRAF et la mutation V600OE (Michaloglou et al.,
2008).

Les MAPKK MEK1 et MEK2 sont les kinases en aval des protéines RAF. Ces
protéines de 43 kDa et 44 kDa sont activées par phosphorylation par RAF. MEK1/2
se composent d’'une partie N-terminale contenant un segment inhibiteur, un signal
d’export nucléaire, et d'un large domaine kinase avec un segment d’activation et un
domaine riche en proline (proline-rich domain) (Roskoski, 2012) (Figure 49). Les
RAF phosphorylent les S218 et S222, ce qui permet l'activation des MEK. Ces
protéines MEK sont souvent ciblées par des inhibiteurs pharmacologiques dans les
tumeurs car leur inhibition va bloquer la voie en aval, liée en autre a la prolifération

cellulaire et cela quelque soit le statut muté de Ras et RAF.
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Figure 49 : Structure des protéines MEK (Roskoski, 2012).

Ces protéines MEK activent a leur tour par phosphorylation ERK1 (p44, 44 kDa)
et ERK2 (p42, 42 kDa). La phosphorylation de ERK est souvent analysée quand on
veut suivre l'activité de BRAF, mais cela reste une démonstration indirecte et
imparfaite. En effet, la phosphorylation de MEK en est un meilleur indicateur
(Michaloglou et al., 2008), d’autant plus que ERK peut étre activé par d’autres MAPK
gue les MEK (BMP4 par exemple) (Zhou et al., 2007). Une fois activé, ERK peut
réguler la forme des cellules et leur migration via des interactions avec des protéines
cytosoliques et du cytosquelette (Sahai et al., 2001). D’autres kinases, telles que les
MNK, peuvent étre phosphorylées et activées par ERK dans des voies de
signalisation croisées (Ueda et al., 2010). ERK peut aussi se transloguer au noyau
pour activer les facteurs de transcription Etsl et EIK1 qui interviennent
essentiellement dans la prolifération (Haines et al., 2011; Yang and Sharrocks,
2006).

b) Les GTPases Ras

Les GTPases Ras activent une voie de signalisation impliquant les MAPK. Trois
protéines oncogenes de la famille Ras sont particulierement étudiées dans les
cancers : H-Ras, K-Ras et N-Ras (Tableau 5).
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Dans les cancers, les altérations génigues retrouvées majoritairement dans les
GTPases Ras sont des mutations en position 12, 13 et 61. La mutation la plus
fréquente sur le codon 12 est une substitution de la glycine en valine (G12V), celle
sur le codon 13 est une glycine en alanine (G13A) et celle sur le codon 61 est une
glutamine en leucine (Q61L). Ces mutations induisent une altération de l'activité
GTPasique des protéines Ras qui restent sous forme constitutivement actives, ne
sont plus régulées de fagcon normale par les GEF et les GAP (Trahey and
McCormick, 1987) et induisent ainsi Il'activation des voies RAF/MEK/ERK et
PI3K/AKT favorisant la survie et la prolifération cellulaire (Carter et al., 2009). Dans
les mélanomes, ces mutations ne sont pas tres fréquentes contrairement aux
cancers colorectaux et surtout pancréatiques. Les mutations affectant le gene N-Ras
sont retrouvées dans moins de 30% des mélanomes, avec préférentiellement une
mutation Q61L (Dahl and Guldberg, 2007), et des mutations sur les génes K-Ras et

H-Ras y sont rares.

Protéines Cancers Références
Col de l'utérus (Soh et al., 2002)
Glande salivaire (Yoo and Robinson, 2000)
H-Ras Vessie (Wang et al., 2012)
S (Shiraishi et al., 1998)
(Corominas et al., 1991)
Thymus
Vésicule biliaire (Tada et al., 2012)
Pancréas/Colon (Rosa etal., 2011)
Utérus/Ovaires Ll Et_al" 2004)
K-Ras Poumon (Marchetti et al., 2009)
(Ilwata et al., 2011)
Prostate (Shiraishi et al., 1998)
Systéme lymphoide (Liang et al., 2006)
(Tsurushima et al., 1996)
Cerveau (Gustafsson et al., 2005; Liang et al.,
Systéme lymphoide 2006)
N-Ras Colon (Kim et al., 1997)
Mélanome (Ghosh and Chin, 2009; Nazarian et
Thyroide al., 2010)
(Santarpia et al., 2010)

Tableau 5 : L'implication des mutations des oncogenes Ras dans les cancers.

C) La voie des MAPK dans I'oncogenese

La MAPKKK BRAF présente des mutations somatiques dans différents types de
tumeurs, majoritairement les mélanomes malins (Maldonado et al.,, 2003), les

cancers colorectaux (Lubomierski et al., 2005), les carcinomes ovariens (Gemignani
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et al., 2003) et les tumeurs de la thyroide (Kimura et al., 2003). La mutation la plus
fréequente de BRAF, retrouvée dans les mélanomes, correspond a la mutation
T1799A située dans I'exon 15 causant une substitution de la valine en position 600
par I'acide glutamique (V600E) (Davies et al., 2002; Michaloglou et al., 2008) (Figure
48). Cette mutation V600E mime la phosphorylation de la T599. Elle confére une
activité transformante, car elle rend BRAF constitutivement active, environ 500 fois
plus active que la forme non mutée (Wan et al.,, 2004). Les autres mutations
conduisant a des substitutions d’acides aminés de BRAF sont localisées sur I'exon
11, elles aussi activent BRAF et favorisent la transformation tumorale. Des mutations
dans ARAF et CRAF sont rares (Emuss et al., 2005; Lee et al., 2005). Dans le
mélanome, aucune corrélation entre le statut des mutations de BRAF et l'indice de
Breslow n’a été montré. Probablement parce que les mutations de BRAF
apparaissent dans les stades précoces du mélanome. Elles sont méme présentes
dans environ 80% des naevi et perdurent tout au long des différents stades de la
maladie (Pollock et al., 2003). Dans le mélanome, les mutations de BRAF et de N-
Ras sont mutuellement exclusives, donc leur fréguence s’additionne pour atteindre
75% a 90% des mélanomes mutés sur la voie Ras/RAF/MEK/ERK. Quelques cas
particuliers ont été décrits, comme I'existence des mutations de N-Ras Q61R et
BRAF V600E dans un méme mélanome, mais les cellules individuelles expriment
soit N-Ras Q61R, soit BRAF V600E (Sensi et al., 2006). Des mutations de BRAF
peuvent toutefois étre concomitantes avec d’autres protéines mutées. En effet, on
trouve frequemment des mutations simultanées de BRAF et de PTEN (Xing et al.,
2012). Ces mutations sont complémentaires et se potentialisent car BRAF V600E
active la voie MEK/ERK et la perte de PTEN entraine une augmentation de la voie
AKT. En revanche, les mutations N-Ras et PTEN sont mutuellement exclusives peut-
étre parce que N-Ras permet a la fois l'activation des voies ERK et AKT et qu’alors
l'inhibition par PTEN est insuffisante pour inactiver la voie AKT.

Dans les cellules normales, les protéines RAF forment des homodimeres,
cependant on trouve quelques fois des hétérodimeres BRAF/CRAF. Dans des
cellules Ras mutées G12V, BRAF wt se lie & CRAF wt et le transphosphoryle, ce qui
permet I'activation de la voie MEK/ERK par CRAF. Une étude de Heidorn et al.
(Heidorn et al., 2010) montre en effet que la forme BRAF V600E ne se lie pas a
CRAF et induit directement I'activation de la voie MEK/ERK, alors que la mutation N-
Ras induit la liaison entre BRAF et CRAF et ainsi I'activation de MEK/ERK.
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Par contre, toutes les mutations de BRAF ne sont pas activatrices. Ainsi, la
mutation de BRAF D594 induit un phénotype kinase-dead, ce qui signifie que la
protéine est complétement inactive. Cette forme kinase-dead ne le lie pas a CRAF et
inactive la voie MEK/ERK. Trois autres mutations de BRAF (G466E, G466V et
G596R) entrainent une diminution de l'activité kinase directement sur la protéine
MEK. Ces protéines mutées sont toutefois capables de se lier a CRAF et de l'activer.
Dans ces cas-1a, la diminution de la phosphorylation de MEK induite par BRAF muté
est compensée par I'activation induite par CRAF (Wan et al., 2004) (Figure 50).

B

Impaired
Activity B-RAF
mutants

Figure 50 : Activation de la voie MEK/ERK par des mutations de BRAF activatrices
(A) ou entrainant I'altération de son activité (B). CRAF participe a I'activation de MEK
dans les deux cas. (A) Une activation constitutive de BRAF entraine une forte
activation directe de MEK. (B) Lorsque I'activité de BRAF est altérée, CRAF prend le
relais et active MEK/ERK (Wan et al., 2004).

Généralement I'activation de la voie BRAF/MEK/ERK induit la prolifération et la
survie des cellules. Il a été montré que cette voie est également impliquée dans la
résistance a I'apoptose et dans la promotion de la migration.

Dans la chimiorésistance, Wilson et al. (Wilson et al., 1999) ont montré qu’'une
mutation activatrice de BRAF entraine I'activation du facteur de transcription NF-xB
qui va protéger les cellules contre I'apoptose induite par la voie Fas. La résistance a
I'apoptose peut également passer par une inhibition du cytochrome C relargué par la
mitochondrie (Erhardt et al., 1999).

La voie BRAF est de plus en plus décrite comme essentielle dans les
phénomeénes de migration et d’invasion. En effet, BRAF est connue pour réguler
positivement I'expression des MMP1 et MMP2 et des intégrines qui favorisent
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'invasion cellulaire (Rutter et al., 1998; Sumimoto et al., 2004). En 2004, Pritchard et
al. (Pritchard et al., 2004) ont montré un lien étroit entre BRAF et la voie
ROCKI/LIMK/Cofilin. Une étude de Klein et al. (Klein et al., 2008) met en évidence,
gue dans des mélanocytes exprimant BRAF V600E, la surexpression de la GTPase
RhoE régule la migration des cellules. Cette régulation de la migration par RhoE
passe par la modulation de I'activité de la voie RhoA/ROCK (Chardin, 2006). En
effet, il a été montré par Riento et al. (Riento et al., 2003) que RhoE se lie a ROCKI
et inhibe son activité sur la formation des fibres de stress d’actine et les points focaux
d’adhésion. Klein et al. (Klein et al., 2008) ont émis I'hypothése que la protéine BRAF
V600E via MEK/ERK active la GTPase RhoE qui va ainsi inhiber I'activité de la voie
RhoA/ROCK/LIMK/Cofilin pour limiter la formation des fibres de stress d’actine et des
points focaux d’adhésion (Figure 51). Cette régulation pourrait ainsi entrainer un

phénotype migratoire des cellules.

B_RAFVSOOE
; (RhoE)
PMEK ~_» R193
l - Rho -+ ROCK - LIM kinase
pERK |
pCofilin <+— Cofilin
(Inactive)

'

Actin stress fibers &
focal adhesions

v

Migration

Figure 51 : La voie de signalisation proposée par Klein et al. impliguant BRAF et
RhoE dans la migration cellulaire (d’aprés (Klein et al., 2008)).

d) Les voies des MAPK dans les réponses immunes

En plus de leurs roles dans la prolifération, la survie et la migration cellulaire, les
voies des MAPK sont particulierement importantes pour l'activation et les fonctions

effectrices de différentes cellules du systeme immunitaire.

89



- Dans les cellules NK, la stimulation par I'lL-18 va entrainer une sécrétion d’IFNy
via la signalisation de p38 MAPK (Mavropoulos et al., 2005). De plus, dans ces
cellules, une stimulation du récepteur LFA-1 permet [l'activation de la voie
Src/Vav-1/ERK qui conduit a la dégranulation de la perforine et a la cytotoxicité
(Perez et al., 2004).

- La différenciation, la survie et la prolifération des précurseurs des CD passent
par I'activation de plusieurs voies de signalisation dont les voies RAF/MEK/ERK,
PISK/AKT, JAK/STAT et aussi la voie canonique de NF-kB (van de Laar et al., 2012).

- Dans les populations de LT CD4+, la voie MAPK ERK est nécessaire pour
'activation générale des LT CD4+ via une activation de la GTPase Ras apres
stimulation de leur TCR et costimulation par CD28 (Janardhan et al., 2011). Cette
voie d’activation est plus particulierement importante pour les Treg (Kalland et al.,
2011).

- Enfin, le développement des LT CD8+ requiert I'activation des voies MEK/ERK,
PI3K et mTOR (Salmond et al., 2009).

e) Les inhibiteurs de BRAF et de MEK et leurs

résistances

Comme décrit dans la partie Les inhibiteurs de la voie BRAF/MEK du chapitre
Les Mélanomes, des inhibiteurs de la protéine BRAF V600E sont en plein
développement dans la thérapie des cancers et surtout des mélanomes. Des
résultats encourageants ont été obtenus, mais des résistances a ces inhibiteurs ont
été observées (Villanueva et al., 2011). Plusieurs mécanismes sont mis en jeu par
les cellules tumorales pour résister a ces inhibiteurs. Ainsi par exemple : les
associations entre BRAF et les autres RAF (ARAF ou CRAF) qui activent la voie
MEK/ERK, et I'apparition des mutations de N-Ras qui activent ARAF ou CRAF puis
MEK/ERK mais également la voie PI3K/AKT. De plus, d’autres MAPKK tels que
COT/MAP3K8 peuvent aussi intervenir. En effet, dans les cellules résistantes aux
inhibiteurs de BRAF V600E, la MAPKK COT est exprimée et elle active ERK
(Johannessen et al., 2010) (Figure 52).
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Figure 52 : Les résistances développées par les cellules de mélanome pour contrer
les inhibiteurs de BRAF V600E.

Les autres inhibiteurs de la voie des RTK sont aussi décrits (Villanueva et al., 2011).
MCL-1 est une protéine de la famille Bcl-2 qui intervient dans la survie cellulaire.

Comme des résistances aux inhibiteurs de BRAF sont apparues, des inhibiteurs
de MEK ont aussi été développés pour le traitement des mélanomes. En
monothérapie, les inhibiteurs tels que GSK112012 (GlaxoSmithKline) et Selumetinib
(AZD6244, ARRY-142886, AstraZeneca) n'ont pas apporté d’amélioration majeure.
Mais ces études ont été conduites sans prendre en compte le statut muté de BRAF
(Trujillo, 2011), et des études rétrospectives semblent montrer une légére
amélioration de la survie des patients lorsque BRAF est muté en V600E. De
nombreux essais cliniques ont été faits avec des inhibiteurs de MEK, ils sont
répertoriés dans la revue de Trujillo (Trujillo, 2011). Globalement, ces études
montrent que l'utilisation des inhibiteurs de MEK seuls améliore peu la survie des

patients par rapport au traitement de chimiothérapie avec la Dacarbazine.
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Actuellement, des essais cliniques sont également en cours pour évaluer l'intérét
de combiner des inhibiteurs de MEK et de la voie PI3K/AKT pour contrer les
résistances aux inhibiteurs de BRAF muté (Villanueva et al., 2011). Les premiers
résultats sont encourageants car ils mettent en évidence des effets cytostatiques
conduisant a I'apoptose des cellules tumorales.

Les nombreux essais cliniques actuels se focalisent sur les effets des inhibiteurs
sur la prolifération et la survie des tumeurs sans prendre en compte le volet immun.
Les études du Dr. J. Galon (Galon et al., 2006; Galon et al., 2012) et du Dr. G. Erdag
(Erdag et al. 2012) ont pourtant montré un role essentiel du micro-environnement
immun dans le devenir des patients. Il serait intéressant de développer des
traitements pharmacologiques qui régulent la survie, la prolifération et la migration
des cellules tout en jouant sur les volets immuns innés et adaptatifs. Des inhibiteurs
des GTPases Rho et des MAPK semblent indiqués pour effectuer des études des
réponses immunes anti-tumorales plus approfondies dans le cas du mélanome

métastatique.
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Objectifs des travaux

La recherche de marqueurs liés aux capacités métastatiques des mélanomes est
nécessaire, ainsi que celle de molécules pharmacologiques qui amplifieraient les
réponses immunes et pourraient améliorer les thérapies du mélanome. En effet,
l'incidence du mélanome est en forte augmentation et les traitements actuels ont une

efficacité modérée sur les mélanomes métastatiques.

Au cours de ma thése, nous avons recherché des agents pharmacologiques qui
permettraient d’augmenter I'immunogénicité des cellules de mélanome dans le but
de les évaluer dans des protocoles précliniues d'immunothérapie du mélanome.
Ces agents pharmacologiques devraient permettre d’augmenter I'expression de
ligands activateurs reconnus par les cellules effectrices des systéemes immunitaires
inné et adaptatif. Nous nous sommes intéressés aux molécules du CMH-I, aux
molécules de costimulation CD80, CD86 et CD70, et a un ligand reconnu par les
cellules NK: MICA. Nous avons aussi voulu savoir si ces ligands du systeme
immunitaire pourraient avoir d’autres fonctions que celles liées a leur role
immunologique. Et en particulier, nous avons cherché s’ils pouvaient réguler d’autres
phénomenes importants dans les mélanomes tels que les capacités métastatiques
des cellules de tumorales.

Le but de cette thése de doctorat est d’étudier des réles régulateurs des GTPases
Rho sur l'expression de ligands du systeme immunitaire, sur des cellules de

mélanomes murins et humains et leurs conséquences sur le développement tumoral.

93



RESULTATS

Résultats |

Melanoma Cells Treated with GGTI and IFNy Allow Murine
Vaccination and Enhance Cytotoxic Response against Human

Melanoma Cells

Guillaume Sarrabayrouse, Christine Pich, Raphaél Moriez, Virginie Armand-Labit,

Philippe Rochaix, Gilles Favre, Anne-Francoise Tilkin-Mariameé
PLos One, February 2010, Vol 5(2) : €9043

Les stratégies d'immunothérapie des mélanomes par transferts adoptifs utilisent
soit des peptides d’antigenes de tumeur, soit des cellules de mélanomes de patients
pour stimuler in vitro des TIL ou des lymphocytes du sang périphérique pour induire
'activation d’effecteurs immuns cytotoxiques spécifigues des tumeurs. Ceux-Ci
seront réinjectés aux malades dans le but de détruire leurs cellules tumorales. L'une
des limites de cette stratégie est liee a la faible immunogénicité des cellules
tumorales qui ne permet pas toujours une activation lymphocytaire optimale (Joseph
et al., 2011; Mazzarella et al., 2011; Topalian et al., 1990).

La vaccination thérapeutique est l'une des stratégies d'immunothérapie
développée actuellement dans le traitement du mélanome métastatique. Cette
technique consiste a stimuler spécifiguement la réponse immunitaire du malade en
lui injectant des antigénes tumoraux, sous forme native ou associés a des cellules
dendritiques. Une autre voie de vaccination est basée sur l'injection aux patients des
cellules tumorales irradiées (Chen et al., 2002; Simons et al., 1999). Cette stratégie
est intéressante car contrairement a la vaccination par injections de peptides, les
cellules tumorales induisent généralement une réponse de type polyclonale.
Cependant la limite de cette derniere méthode reste a nouveau liée a la faible
immunogénicité des tumeurs. Néanmoins, différents groupes, dont le nétre, ont mis
en évidence l'efficacité de la vaccination thérapeutique lorsqu’elle est réalisée a
l'aide de cellules tumorales génétiguement modifiées pour surexprimer des
molécules de CMH ou de costimulation (Bosch et al., 2007; Cormary et al., 2005;
Grangeon et al., 2002).
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De plus, nous avons montré qu’un traitement in vitro associant I'lFNy et un
inhibiteur de la géranylgéranyltransférase de type I, le GGTI-298, induit la
surexpression des molécules de CMH-I et de costimulation CD80 et CD86 a la
surface des cellules de mélanome murin B16F10 (Tilkin-Mariame et al., 2005).

A partir de la, nous avons évalué l'intérét de ces traitements in vitro par I'lFNy et
le GGTI-298 sur des cellules de mélanome B16F10 pour leur utilisation dans des
protocoles de vaccination dans des souris syngéniques C57BL/6. Ensuite, nous
avons testé l'efficacité de ces traitements in vitro sur des lignées de mélanomes
humaines dans le but de les rendre plus immunogénigues et donc susceptibles de

devenir de meilleurs outils cellulaires pour 'immunothérapie.

Vaccination avec des cellules B16F10 prétraitées in vitro par une combinaison
d’IFNg et de GGTI-298

L'équipe a précédemment montré que les cellules de mélanome murin B16F10

cotraitées a I'lFNy et au GGTI-298 surexprimaient les molécules de CMH-I grace a
une surexpression des transporteurs de peptides TAP1 et TAP2 (Tilkin-Mariame et
al., 2005). De plus, le traitement par le GGTI-298 (seul ou en association avec I'lFNy)
induit une surexpression des molécules de costimulation CD80 et CD86 (Tilkin-
Mariame et al., 2005).

A partir de cela, nous avons voulu évaluer in vivo le potentiel vaccinal de ces
cellules prétraitées in vitro. Pour cela, des souris syngénigues immunocompétentes
C57BL/6 ont été vaccinées par une injection en sous-cutané des cellules irradiées a
120 Gray. Les cellules vaccinales testées sont les cellules B16F10 prétraitées in vitro
par divers traitements: Non Traitées NT; IFNy; GGTI-298; ou IFNy/GGTI-298.
L'efficacité de cette vaccination est testée 30 jours aprés l'injection des cellules
vaccinales. Les souris sont alors injectées avec des cellules B16F10 non irradiées et
non traitées afin de savoir si la croissance de ces tumeurs est modifiée par les
vaccinations. La croissance tumorale a été suivie pendant 17 jours. Elle est ralentie
dans les souris vaccinées par les cellules tumorales irradiées et prétraitées avec
I'association de 'IFNy et du GGTI-298 par rapport aux autres conditions. Nous avons
méme observé que 60% des souris vaccinées avec ce traitement ne développent
pas de tumeurs. D’autre part, nous avons également testé la capacité de notre

protocole vaccinal a réduire l'implantation de métastases pulmonaires suite a
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l'injection intra-veineuse des cellules B16F10 non traitées et non irradiées 30 jours
aprés vaccination. Nous avons constaté que l'implantation des métastases
pulmonaires était fortement diminuée.

L’ensemble de ces résultats montrent que nos traitements favorisent la capacité
des cellules B16F10 irradiées a mettre en place une réponse immunitaire mémoire

capable de prévenir ou de ralentir le développement tumoral.

Génération de LT CD8+ cytotoxiques spécifigues aprés coculture avec des
cellules de mélanome humain LB1319-MEL prétraitées in vitro par I'lFNy et le
GGTI-298

Au cours de ce travail, nous avons également évalué la capacité de mélanomes

humains traités in vitro par de I'lFNy et du GGTI-298 a devenir plus immunogéniques
et donc a induire une réponse lymphocytaire T spécifique de la tumeur a partir de
lymphocytes naifs du sang périphériqgue. Comme dans le modéle murin B16F10, les
cellules de la lignée de mélanome humain LB1319-MEL traitées au GGTI-298 et a
'IFNy surexpriment les protéines TAP1 et TAP2, ce qui permet l'induction d’'une
surexpression membranaire du CMH-I, mais pas d’augmentation du CMH-II lié a
I'ajout du GGTI-298. De plus, comme dans le modele murin B16F10, nous avons mis
en évidence une capacité du GGTI-298 a modifier I'expression membranaire de
molécules de costimulation. Dans ce modéle de mélanome humain LB1319-MEL,
nous avons testé I'efficacité du GGTI-298 a induire des molécules de costimulation
des familles B7 et TNF/TNFR et en particulier les molécules de costimulation
activatrices (CD86) et inhibitrices (PD-1L). Nous avons observé que nos traitements
par le GGTI-298 augmentent 'immunogénicité des tumeurs. En effet, ces traitements
induisent simultanément une diminution de [I'expression de la molécule de
costimulation inhibitrice PD-1L et une augmentation de la molécule activatrice CD86.

La lignée LB1319-MEL présente l'antigene de tumeur MelanA-MART1 par la
molécule de CMH-I d’haplotype HLA-A0201 (Brasseur, 2002). Des expériences de
coculture entre ces cellules de mélanomes traitées et irradiées avec des PBMC de
donneurs sains d’haplotypes compatibles (HLA-A0201+), nous ont permis de montrer
I'efficacité de notre traitement pour induire lactivation de lymphocytes T (LT
CD8+/CD69+) et l'acquisition par ces cellules de la fonction cytotoxique (LT
CD8+/CD107a+). Nous avons également mis en évidence l'acquisition par la

coculture avec les cellules de mélanomes traités d’une cytotoxicité spécifique de ces
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LT CD8+ qui lysent les cellules tumorales d’haplotype HLA-A0201 présentant
'antigene MelanA-MART1 (LB1319-MEL) mais pas des cellules tumorales contrdles
(Jurkat).

L'ensemble de ces observations suggérent que le prétraitement in vitro de
cellules de mélanomes humains HLA-A0201+/MelanA-MART1+ par I'lFNy et GGTI-
298 pourrait étre une nouvelle stratégie permettant de générer des cellules de
mélanomes suffisamment immunogéniques pour induire in vitro des LT CD8+
cytotoxigues a partir de PBMC naifs. Ces traitements pourraient donc avoir un intérét

dans des approches d’immunothérapie adoptive mais également de vaccination.

Avant la parution de cet article dans PLoS One, j'ai soumis un abstract au 2eme
congres européen d'immunologie de Berlin (2009) et il a été sélectionné pour étre
publié sous forme d’'un article dans les Proceedings du congres. Je signe cet article

en premier auteur.
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Abstract

Background: Suboptimal activation of T lymphocytes by melanoma cells is often due to the defective expression of class |
major histocompatibility antigens (MHC-I) and costimulatory molecules. We have previously shown that geranylgeranyl
transferase inhibition (done with GGTI-298) stimulates anti-melanoma immune response through MHC-I and costimulatory
molecule expression in the B16F10 murine model [1].

Methodology/Principal Findings: In this study, it is shown that vaccination with mIFN-gand GGTI-298 pretreated B16F10
cells induces a protection against untreated tumor growth and pulmonary metastases implantation. Furthermore, using a
human melanoma model (LB1319-MEL), we demonstrated that in vitro treatment with hIFN-y and GGTI-298 led to the up
regulation of MHC-I and a costimulatory molecule CD86 and down regulation of an inhibitory molecule PD-1L. Co-culture
experiments with peripheral blood mononuclear cells (PBMC) revealed that modifications induced by hIFN-y and GGTI-298
on the selected melanoma cells, enables the stimulation of lymphocytes from HLA compatible healthy donors. Indeed, as
compared with untreated melanoma cells, pretreatment with hIFN-y and GGTI-298 together rendered the melanoma cells
more efficient at inducing the: i) activation of CD8 T lymphocytes (CD8+/CD69+); ii) proliferation of tumor-specific CD8 T
cells (MelanA-MART1/TCR+); iii) secretion of hIFN-y; and iv) anti-melanoma specific cytotoxic cells.

Conclusions/Significance: These data indicate that pharmacological treatment of melanoma cell lines with IFN-y and GGTI-
298 stimulates their immunogenicity and could be a novel approach to produce tumor cells suitable for vaccination and for
stimulation of anti-melanoma effector cells.
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Introduction enhance anti-tumor T-cell response is the use of tumor cells

genetically modified to over-express MHC-I and/or costimulatory

Anti-tumor immunotherapies can be roughly subdivided into
two types: passive or active. Passive immunotherapies involve the
use of anti-tumor antibodies [2] or adoptive strategies using the re-
infusion of a patient’s lymphocytes after an i vitro stimulation [3].
Active immunotherapies include the injection of tumor-associated
antigen (TAA) peptides [4] [5], antigen-pulsed dendritic cells (DC)
[6], tumor-DC hybrids [7] or irradiated allogeneic tumor cells [8].
To be really efficient these active immunotherapies should induce
not only effector cells able to immediately kill tumor cells but also
memory effector cells able to prolong the protective response. The
efficiency of irradiated autologous tumor cells in active immuno-
therapy is often limited due to their weak immunogenicity, and in
particular, the frequent down-regulation of membrane class I
MHC (MHC-I) antigens and/or TAA expression [9]. One of

several strategies used to increase tumor immunogenicity and

PLoS ONE | www.plosone.org

molecules [8] [10]. However, these strategies are difficult to adapt
to large-scale human clinical trials.

Instead, pharmacological treatments capable of increasing tumor
immunogenicity have been sought [11] [12]. GGTI-298 is a
pharmacological inhibitor of geranylgeranyl transferase type I
enzyme. This enzyme covalently binds geranylgeranyl pyrophos-
phate, an isoprenoid compound of the mevalonate pathway, to
numerous proteins of the Ras super family including Rho proteins.
This posttranslational binding is required for the activity of a large
scale of proteins [13], and geranylgeranyl transferase type I inhibition
by GGTI-298 is known to inhibit growth [14], cell cycle [15] or
migration in several tumor models [16]. Furthermore, it was recently
shown that a novel GGTT inhibitor (P61A6) significantly suppress in
vivo tumor growth, in a human pancreatic cancer xenograft model in
mice [17]. We previously demonstrated [1] that murine B16F10
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melanoma cells present a modified phenotype following @ vitro
treatment by mIFN-y in association with GGTI-298, characterized
by an up regulation of MHC-I and the GGTI-induced expression of
CD80 and CD86 costimulatory molecules. Moreover, this treatment
enables the T-cell-induced reduction of tumor growth in syngeneic
immunocompetent mice and enhanced levels of BI6F10 specific
CD8 T lymphocytes TRP-2/H-2K"” TCR* [1].

These results may provide the basis for new therapeutic
strategies that would involve the ex vivo pharmacological treatment
of melanoma cells with IFN-y and GG'TI-298 to produce useful
cells for vaccination or adoptive transfer therapies. However, two
essential points remained to be tested. First, in the murine model
whether these pharmacological treatments produce immunogenic
melanoma cells useful for i viwo vaccination. Then, to test in a
suitable model whether these treatments are also efficient with
human melanoma cells. In human models the evaluation of the
increased immunogenicity of the treated melanoma cells have to
be done i vitro. Therefore, it must be tested by co-cultures with
HLA compatible lymphocytes whether these treatments would
sufficiently modify the human melanoma cells to enable the
induction of specific anti-tumor cytotoxic effector cells.

In the present study, we therefore used a human melanoma cell
line (LB1319-MEL) expressing the EAAGIGILTV peptide,
obtained from MelanA/MART-1 proteins, on HLA-A0201
molecules. These cells are particularly suitable for pre-clinical
trials, since: 1) HLA-A0201 is the most frequent MHC-I haplotype
expressed in the Caucasian population; i) MelanA/MART-1
protein is expressed on a large proportion of human melanoma
cells [18]; and iii) the EAAGIGILTYV peptide represents a prime
target for immunotherapeutic protocols [19].

Our results show in the BI6FI0 murine model, that
pharmacologically treated melanoma cells become useful tools
for in vivo vaccination, inducing protection against tumor growth
and pulmonary metastasis implantation. Furthermore, i witro
treatment of LB1319-MEL cells with hIFN-y and GGTI-298
induces modifications in these cells which enable the stimulation i
vitro of co-cultivated HLA-A0201 compatible peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) from healthy donors (HD). This
stimulation induces the enhancement of tumor-specific CD8 T
cells, the production of IFN-y and the enhancement of the
cytotoxic response. These results suggest that our treatments could
be a novel strategy to enhance melanoma immunogenicity and to
produce cells possibly useful for immunotherapies.

Materials and Methods

Tumor Cell Lines and Animals

LB1319-MEL human melanoma cell line was kindly provided
by Professor T. Boon (Ludwig Institute for Cancer Research,
Brussels). Human leukemic Jurkat cells and B16F10 murine
melanoma cell line were purchased from the American Type
Culture Collection. These tumor cell lines were maintained in
culture by serial passages in culture medium composed of RPMI
1640 medium (Gibco-BRL) supplemented with 10% FCS, 1 mM
glutamine, 100 U/mL penicillin, and 100 mg/mL streptomycin
sulfate (Invitrogen Life Technologies). Cell lines were periodically
tested to be mycoplasm-free. Six- to 8-wk-old female C57Bl/6
mice were obtained from Elevages Janvier. Mice were maintained
in pathogen-free conditions, and studies were performed in
accordance with local ethical guidelines.

In Vitro Pharmacological Treatment of Tumor Cells

Melanoma cells (1x10%) were cultivated for 4 days in 6-well
plates (Dutsher) in 2 mL of culture medium. Murine or human
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IFN-y (mIFN-y or hIFN-y) (50 UI/mL) (Roche) and GGTI-298
(10 uM) (Calbiochem) were added alone or in combination.

Vaccination and Analysis of Murine Tumor Growth

Naive C57BL/6 mice were vaccinated by a single sub-cutaneous
(s.c.) injection with 2x10° irradiated (100 Gy) B16F10 cells. Before
irradiation these melanoma cells were i vitro pretreated during 4
days with mIFN-y (50 IU/mL), GGTI-298 (10 uM) or both
products and then washed twice to completely remove the unfixed
products. One month after this vaccination, mice were challenged
and checked for s.c. tumor growth and for pulmonary metastases
implantation. To study the tumor growth, mice received a tumor
challenge with 1x10° live untreated BI16F10 cells injected sub-
cutaneously. Animals were monitored for tumor growth every 3
days by palpation, and diameters of the tumors were measured
using a Vernier caliper. Tumor-bearing animals were sacrificed
when the tumors displayed severe ulceration or reached a size of
400 mm®. In the case of tumor-free mice, experiments were
terminated 9 weeks after tumor challenge. All experiments included
6-8 mice/group. To study pulmonary metastases implantation,
vaccinated mice were injected intravenously with 5x10* live
untreated B16F10 cells and sacrificed 15 days later. Macroscopic
metastases were detected visually and microscopic metastases were
quantified. The lungs were fixed in formalin (24 h), then slidded
vertically and paraffin imbedded. Four um sections were routinely
stained by hemalun and eosin. The number of metastases was
assessed and reported to the lung surfaces. The experiments on mice
have been done in the appropriate conditions of husbandry,
experimentation and care, because our animal house is controlled
by an ethic comity. And our protocols were validated by the Ethic
comity of the Institut Claudius Regaud under the control of the
Regional Comity of Midi-Pyrénées (France). They received the
agreement number : ICR-2009-0019.

Flow Cytometric Analyses

For the flow cytometric analyses, PE-conjugated anti-HLA-
ABC, anti-HLA-A0201, anti-HLA-DPDQDR, anti-TAP1, anti-
TAP2, anti-CD69, anti-CD86, anti-PD-1L. and anti-CD107a
monoclonal antibodies were purchased from BD Pharmingen.
FITC-conjugated anti-CD8 and PE-conjugated MART-1-HLA-
A2 and EBV-HLA-A2 tetramers were purchased from Beckman
Coulter. Stained cells were analyzed on a FACS Calibur (BD
Pharmingen). To evaluate membrane antigen expression, the
index of specific fluorescence (ISF) was determined. This was
calculated using the following formula: (Median Fluorescence
Intensity (MFI) with the specific antibody — MFI with the isotype
control/MFI with the isotype control).

Western Blot Analysis

Protein extracts were prepared by the standard procedure and
then separated (40 ug protein/lane) on SDS-PAGE gels. Proteins
were blotted onto PVDF membranes. The filters were incubated
at 4°C overnight with primary antibodies against TAP1, TAP2,
Tapasin, Pa28f, LMP10 (Santa Cruz Biotech) and LMP2 or
LMP7 (Abcam). Actin was used as a loading control. The
membranes (Bio-Rad) were then incubated with horse radish
peroxidase-labeled secondary antibody (Jackson Immuno Re-
search) for 1 h at room temperature and then detected by
chemiluminescence.

In Vitro Stimulation of PBMC from Healthy Donors

Volunteer healthy donors (HD) were leukapheresed after
informed consent. The purification of PBMC was done by
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Histopaque (Sigma) density gradient centrifugation. PBMC from
HLA-0201+ donors were selected and then twice stimulated i vitro
for 7 days in 24-well plates (Dutsher) at 37°C in a 5% CO,
humidified atmosphere in culture medium. These stimulations
were performed by incubating 2x10° PBMC with 2x10*
irradiated (100 Gy) LB1319-MEL melanoma cells pretreated with
hIFN-y (50 IU/mL) and/or GGTI-298 (10 uM). Before co-
culture, the pretreated tumor cells were washed twice to
completely remove the hIFN-y and GGTI-298. During the
second stimulation and after 3 days of co-culture, 50 IU/mL of
human IL-2 (hIL-2r, Proleukin, Chiron) was added.

Analysis of Cytokine Secretion during In Vitro Stimulation
of PBMC

Concentrations of cytokines (IL-2, IFN-v, IL-4 and IL-10) were
assayed in culture supernatant using the Bio-Plex suspension array
system (Bio-Rad). Cytokine levels were measured using Bio-Plex
human cytokine assays according to the manufacturer’s instruc-
tions. Data were analyzed using the Bio-Plex Manager software
version 2.0. Analyses were performed in triplicate and the results
expressed in pg of cytokines/mL of supernatant.

Analysis of Cytotoxic Activity by Cytofluorometry

3x10° LB1319-MEL or Jurkat target cells were stained green
(FL-1) with PKH67 (Sigma-Aldrich) and then washed twice to
completely remove the fluorescent reagent. Stained target cells
were then diluted at 5x10° cells per 50 uL of culture medium.
The effector cells (E) were incubated with the stained target cells
(T) for 4 h at 37°C at different E/T ratios: 0,2:1; 0,6:1; 6:1; 20:1
and 60:1 in 96—well plates (Dutsher) in triplicate. The supernatant
of each well was then discarded and 150 pL. of culture medium
containing propidium iodine (PI, FL-3) at 50 pg/mlL was added.
Cytotoxicity was analyzed immediately on a FACS Calibur (BD
Pharmingen). The percentage of cytotoxicity was calculated as the
total number of dead target cells, stained both green (FL-1+) and
red (FL-3+), divided by the total number of target cells (all green
cells). The following equation was used:

%(FL—1+4and FL—3+)

9 totoxicity =100
Vo eytotoxieity =100 e N AFL —3+) + %(FL— 1 +and FL—3)

Results

Vaccination of Syngeneic Mice with mIFN-y and GGTI-298
Pretreated B16F10 Cells Induces Resistance to Untreated
Tumor Growth

To test whether pharmacological treatment of melanoma cells
with IFN-y and GGTI-298 could produce suitable cells for
vaccination a murine model was used: BI16F10 cell line, a poorly
immunogenic and MHC-I negative melanoma of spontaneous
origin, was injected in the syngeneic C57Bl/6 mice. These
melanoma cells were chosen because we have previously shown
that pretreatment of BI6F10 cells with mIFN-y associated with
GGTI-298 stimulates their immunogenicity through MHC-I and
costimulatory molecules expression and thereby their ability to
generate specific CD8 T lymphocytes [1]. To evaluate whether
this pharmacologically pretreated B16F10 cells were able to elicit
resistance to challenge with untreated tumor cells, mice were
vaccinated once s. c. with 2x10° irradiated (100 Gy) and
pretreated cells and challenged s.c. with 1x10° BI6F10 cells one
month later. The efficiency of vaccination by BI6IF10 cells
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pretreated with medium alone (NT), mIFN-y (50 Ul/mL) (IFN),
GGTI-298 (10 uM) (GGTI) or mIFN-y (50 UI/mL) associated
with GGTI-298 (10 uM) (IFN+GGTT) were compared. The mice
of these 4 groups were monitored every 3 days after tumor
challenge, and the tumor surfaces were measured. The results
showed that vaccination with pretreated B16F10 cells, induce
protection against tumor growth in all groups but that the
vaccination with mIFN-y plus GGTI-298 was much more efficient
as 60% of mice in this group remained tumor free two months
after challenge (Figure 1B). Furthermore, tumors grow significant-
ly slower in this group as compared to tumors in the other groups
(Figure 1A). These results show that @ vitro pretreatment of
B16F10 melanoma cells with mIFN-y and GGTI-298 render them

immunogenic cells usable for vaccination protocols.

Vaccination with mIFN-y and GGTI-298 Pretreated
B16F10 Cells Induces Resistance to Pulmonary
Metastases Implantation

We next tested the ability of these pharmacologically pretreated
B16F10 cells to induce, through vaccination, a protection against
pulmonary metastases implantation. Again syngeneic mice were
vaccinated as previously described and challenged intra-venously
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Figure 1. Vaccination of syngeneic mice with mIFN-y+GGTI-298
pretreated B16F10 cells induces resistance to untreated tumor
growth. C57BL/6 mice were vaccinated with untreated B16F10 cells ;
mIFN-y (50 IU/mL); GGTI-298 (10 uM); or mIFN-y (50 IU/mL) and GGTI-
298 (10 uM) pretreated B16F10 cells. (A) One month after vaccination
tumor growth was measured after s.c. injection of 1x10° live B16F10
cells, by Vernier caliper every 3 days. Groups of 6 or 7 C57BI/6 mice were
tested. Data are representative of three independent experiments. (B)
The number of tumor free mice were calculated for each kind of
vaccination. Results are pooled for the three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0009043.g001

February 2010 | Volume 5 | Issue 2 | 9043



with 5x10* B16F10 cells one month later. Four groups of mice
were vaccinated with BI6F10 cells either untreated, or pretreated
with mIFN-y (50 Ul/mL), GGTI-298 (10 uM), or mIFN-y
(50 UI/mL) plus GGTI-298 (10 pM). All mice were sacrificed
15 days after tumor challenge and pulmonary macro- and micro-
metastases were quantified as illustrated in Figure 2A and B. The
results showed that vaccination with mIFN-y plus GGTI-298
pretreated B16F10 cells is by far more efficient to protect against
pulmonary metastases implantation (Figure 2B).

Altogether, these results show that pretreatment of B16F10
melanoma cells with a combination of mIFN-y and GGTI-298
induces modifications of these cells such that they become
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Figure 2. Syngeneic mice vaccination with mIFN-y+GGTI-298
pretreated B16F10 cells induces resistance to pulmonary
metastases implantation. Four groups of C57BI/6 mice were
vaccinated with untreated B16F10 cells (NT); mIFN-y (50 1U/mL) (IFN);
GGTI-298 (10 uM) (GGTI); or mIFN-y (50 IU/mL) and GGTI-298 (10 uM)
(IFN+GGTI). One month later, they were challenged intravenously with
untreated B16F10 cells. (A) Metastases were screened macroscopically
and microscopically as illustrated. (B) Lungs from the 4 groups of mice
were slidded vertically and micro-metastases were counted and
reported to the lung surfaces (mm?3).
doi:10.1371/journal.pone.0009043.9002
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immunogenic cells able to induce by vaccination protection
against tumor growth and pulmonary metastases implantation.

GGTI-298 Enhances hIFN-y-Induced Expression of MHC-
but Not MHC-Il in Human Melanoma Cells

MHC molecules present peptides derived from TAA on tumor
cell membranes. MHC-I presents peptides from cytoplasmic
proteins that are recognized by cytotoxic T CD8+ lymphocytes,
with responses leading to clinical tumor regression [3] [5] [6].
Thus, strong expression of MHC-I on tumor cell membranes
favors tumor immune rejection. We tested the ability of i vitro
treatment of human melanoma cells with hIFN-y and GGT1-298
to enhance membrane MHC-I expression, and in particular the
MHC-I allele able to present an immunodominant TAA peptide.
For this purpose, we cultivated LB1319-MEL cells, which are
spontaneously HLA-ABC positive and express HLA-A0201
molecules, for 4 days with GGTI-298 (10 uM), either alone or
with hIFN-y (50 IU/mL). A concentration of 10 uM of GGTI-298
prevented protein isoprenylation and was only weakly toxic in our
culture conditions (data not shown). Higher concentrations were
not used due to their cellular toxicity. As shown in Figure 3,
despite a strong constitutive expression of MHC-I and HLA-
A0201, GGTI-298 treatment enhanced significantly the hIFN-y-
induced membrane expression of these molecules in LB1319-MEL
cells (p<0,001). In this cell line expression of HLA-ABC and
HLA-A0201 increased in a dose-dependent manner in hIFN-y-
treated cells, reaching a steady-state level at 50 IU/mL, but these
expressions were further significantly enhanced by addition of
GGTI-298 (10 uM). However, GGTI-298 alone (10 uM) did not
significantly modify expression of MHC-I and in particular HLA-
A0201 (Figures 3A and 3B).

MHC-II molecules present peptides derived primarily from
extra-cellular proteins, and these are recognized by auxiliary CD4+
T lymphocytes. Some of these CD4+ T cells “help” CD8+ T
lymphocytes via cytokine production. With few exceptions, tumor
cells do not express MHC-II molecules. We tested the ability of in
vitro treatment with hIFN-y alone or with GGTI-298, to induce
membrane MHC-II (HLA-DP,-DQ,-DR) expression in MHC-II-
negative LB1319-MEL cells. As shown in Figure 3A and 3B,
treatment with hIFN-y (50 IU/mL) for 4 days did not induce HLA-
DP,-DQ),-DR expression; nor did higher concentrations up to 100
IU/mL or 500 IU/mL (data not shown). Moreover addition of
GGTI-298 (10 uM) did not modify MHC-II expression.

Overall, these results show that GGTase I inhibition further
enhanced hIFN-y—induced MHC-I membrane expression in these
MHC-I positive human melanoma cell lines. In contrast, these
cells remained MHC-II-negative after such treatments.

GGTI-298 Enhances hIFN-y-Induced TAP1 and TAP2 in
LB1319-MEL Cells

Peptide presentation by MHGC-I antigens is linked to the
coordinated activity of multiple components of the MHC-I antigen
processing pathway (APP), including the peptide transporters TAP1
and TAP2 [2], the chaperon protein tapasin, and the subunits of the
multicatalytic proteasome (PA28, LMP2, LMP7, and LMPI0).
Seliger et al. [20] demonstrated that the defect in MHC-I expression
in the B16F10 murine tumor model was linked to downregulation of
proteins in the MHC-I APP, which could be corrected by mIFN-y
administration. We previously demonstrated in the same murine
model that treatment with GGTI-298 enhances mIFN-y-induced
TAPI1 expression [1]. In the current study we used the LB1319-
MEL human melanoma model to investigate the effects of 4 days of
i wvitro treatment with hIFN-y (50 IU/mL) and/or GGTI-298
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Figure 3. GGTI-298 enhances hIFN-y-induced MHC-I expression on human melanoma cells. LB1319-MEL cells were grown for 4 days in
culture medium (filled profiles) or in the presence of hIFN-y alone (50 IU/ml) (thin lines) or GGTI-298 alone (10 uM) (dotted lines) or IFN-y and GGTI-
298 (thick lines). A) HLA-A,B,C ; HLA-A0201; HLA-DP,DQ,DR and isotypic controls expressions were measured by flow cytometry after staining with PE-
conjugated mAbs. B) HLA-A0201 (White Column) HLA-A,B,C (Grey Column) and HLA-DP,DQ,DR (Black Column) membrane expressions were tested by
cytofluorometry on LB1319-MEL cells after 4 days treatment with either increasing doses of hIFN-vy (0, 25, 50 and 100 1U/ml) or with the combination
of hIFN-y (50 1U/ml) and GGTI-298 (10 uM). Results are expressed in ISF, related to isotype controls, as indicated in Material and Methods. Data are

representative of 3 independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0009043.g003

(10 uM) on the expression of TAP1, TAP2, tapasin, PA28, LMP2,
LMP7, and LMP10 proteins (Figure 4).

As observed in the murine model, treatment with hIFN-y alone
up-regulated the expression of all measured proteins of the MHC-I
APP, while treatment with GGTI-298 alone had no significant effect
(Figure 4A). When LB1319-MEL cells were jointly treated with
GGTI-298 and hIFN-y, TAP1 and TAP2 expression underwent a 3-
fold and 1,5 fold increase, respectively, relative to expression
following treatment with hIFN-y alone (Figure 4A). Addition of
GGTI-298 had no significant effect on the hIFN-y-induced
expression of the other tested proteins of the MHC-I APP (Figure 4A).
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The results obtained by western blotting of TAP1 and TAP2
were confirmed by flow cytometry in LB1319-MEL cells treated
with hIFN-y and GGTI-298, permeabilized, and stained with
anti-TAP1 or anti-TAP-2 antibodies (Figure 4B). As shown in
Fig.4C, TAP1 expression increased dose-dependently in hIFN-y-
treated cells, reaching a steady-state level at 50 IU/mL; addition
of GGTI-298 (10 uM) further increased expression. This increase
is statistically significant with a p<<0,05.

Collectively, these results show that GGTase I inhibition
enhances hIFN-y-induced TAP1 and TAP2 expression in this
human melanoma cell line.
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Figure 4. On LB1319-MEL cells, GGTI-298 enhances hIFN-y-
induced TAP1 and TAP2 expressions. LB1319-MEL cells were
cultivated for 4 days in the presence or in the absence of hIFN-y (50 U/
ml) and/or GGTI-298 (10 uM) as indicated. A) The expression of molecules
implicated in the MHC-1 Ag processing pathway were tested in these
treated tumor cells. B-actin was used as protein loaded control. The
expressions were quantified by calculating the ratio between the protein of
interest and the B-actin. We defined the ratio of relevant protein over -
actin for untreated cells equal to 1. B) Expressions of TAP1 and TAP2
proteins in these in vitro treated and permeabilized LB1319-MEL were
tested by flow cytometry using TAP1 and TAP2 specific mAbs and a PE-
conjugated secondary Ab. C) TAPT membrane expression was also tested
by cytofluorometry on LB1319-MEL cells after 4 days treatment with either
increasing doses of hIFN-y (0, 25, 50 and 100 IU/ml) or with the
combination of hIFN-y (50 IU/ml) and GGTI-298 (10 uM). Results are
expressed in ISF, related to isotype controls, as indicated in Material and
Methods. Data illustrated are representative of 3 independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0009043.9g004

In the LB1319-MEL Cells, GGTI-298 Enhances the
Expression of a Stimulatory Molecule CD86 and Down
Regulates the IFN-y-Induced Expression of an Inhibitory
Molecule PD-1L

There are two families of costimulatory molecules expressed in
antigen presenting cells (APCs) and some tumor cells: B7 and
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TNF/TNF receptor (TNF-R). Previously [1] we reported that i
vitro treatment with GGTI-298 induces a dose-dependent increase
in the membrane expression of CD80 and CD86 costimulatory
molecules in the murine melanoma cells B16F10 and an increase
in CD86 in two human melanoma cell lines, including LB1319-
MEL. Here we confirmed that LB1319-MEL cells spontaneously
express the costimulatory molecule CD86, and that this expression
1s unaffected by hIFN-y treatment alone but strongly enhanced
following treatment with GGTI-298 alone or in combination with
hIFN-y (Figure 5A). CD86 expression increased dose-dependently
in GGTI-298-treated cells, reaching a steady-state level at 10 pM.
Addition of hIFN-y (50 IU/mL) did not induce further increased
expression (Figure 5C).

Furthermore, FACS analysis showed that LB1319-MEL cells
spontaneously express in their membrane the inhibitory molecule
PD-1L [21]. Its expression was up regulated by hIFN-y treatment
and significantly (p<<0,05) down regulated by GGTI-298 addition
(Figure 5D).

Altogether, these results show that GGTI-298 treatment
modifies the level of expression of costimulatory molecules which
are spontaneously expressed on the membrane of LB1319-MEL
melanoma cells. Interestingly, it appears that this pharmacological
treatment increases the immunogenicity of the tumor cells because
it enhances the expression of the stimulatory CD86 molecules and
it down regulates the IFN-y-induced expression of the inhibitory
molecule PD-1L.

In Vitro Stimulation of PBMC from Healthy Donors Using
LB1319-MEL Cells Pretreated with hIFN-y and GGTI-298
Induces CD8 T Lymphocyte Activation

We next wished to test the ability of this combined treatment to
convert LB1319-MEL melanoma cells into stimulator cells able to
induce an enhanced i witro activation of lymphocytes and
particularly of CD8 T lymphocytes. For this, we twice stimulated
PBMC from 3 healthy HLA-A0201 donors (HD) i vitro with
LB1319-MEL melanoma cells which had been pretreated with
hIFN-y and/or GGTI-298, washed twice and then irradiated as
described in Materials and Methods. Activation of different
lymphocytes subpopulations was analyzed by flow cytometry.
Stimulation with hIFN-y and especially hIFN-y associated with
GGTI-298 pretreated tumor cells enhanced the activation of CD8+
lymphocytes. These activated cells expressed the activation marker
CD69, which is expressed rapidly upon activation [22]. In these
conditions CD4+ and NK cells activation remains unchanged (data
not shown). But we detected a 2-fold increase in CD8+/CD69+ cells
following stimulation of the PBMC with LB1319-MEL cells
pretreated with hIFN-y and GGTI-298 versus hIFN-y alone
(Figure 6). This shows that pretreatment of LB1319-MEL cells
with hIFN-y and GGTI-298 increases their efficiency to activate
CD8 T lymphocytes from PBMC of HLA-A0201 HD i vitro.

In Vitro Stimulation of PBMC from HD Using hIFN-y and
GGTI-298-Treated LB1319-MEL Melanoma Cells Induces
IFN-y Release

In an effort to determine whether LB1319-MEL cells pretreated
with hIFN-y and GGTI-298 can become stimulatory cells capable
of inducing the functional activation of co-cultivated lymphocytes,
we analyzed the cytokine production in the co-cultures. By
multiplex analysis for IL-2, IL-4, IL-10, and IFN-y (Linco
Multiplex), we investigated the TH1/TH2 profile of cytokines
released by the stimulated cells. IL-2 and IFN-y secretion is
representative of the TH1 profile, mainly implicated in cellular
immune responses, whereas IL-4 and IL-10 secretion is associated
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Figure 5. On LB1319-MEL cells, GGTI-298 induces enhance-
ment of CD86 and reduction of IFN-y-induced PD-1L expres-
sion. Membrane expression of CD86 (A) and its isotype control (B) was
determined by flow cytometry with PE-conjugated specific antibodies
on LB1319-MEL cells after 4 days in vitro treatment with medium alone
(filled profiles); hIFN-y (50 IU/mL) alone (thin lines); GGTI-298 (10 uM)
alone (dotted lines); or the combination of both (thick lines). Data are
representative of three independent experiments. C) CD86 membrane
expression was also tested by cytofluorometry on LB1319-MEL cells
after 4 days treatment with either increasing doses of GGTI-298 (0, 5,10,
15 and 20 uM) or with the combination of hIFN-y (50 IU/ml) and GGTI-
298 (10 uM). Results are expressed in percentage of CD86 positive cells.
D) Membrane expression of inhibitory molecule PD-1L was determined
by flow cytometry with PE-conjugated specific Ab on LB1319-MEL cells
after 4 days in vitro treatment with or without hIFN-y (50 1U/ml) and/or
GGTI-298 (10 uM). Results are expressed in ISF, related to isotype
controls, as indicated in Material and Methods. Data are representative
of 3 independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0009043.g005
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Figure 6. Enhanced activation of CD8+ T lymphocytes in PBMC
co-cultivated with LB1319-MEL cells pre-treated with hIFN-
v+GGTI-298. PBMC from HD HLA-A0201 were stimulated twice with
LB1319-MEL cells either untreated; or pretreated with hIFN-y (50 IU/mL);
GGTI-298 (10 uM); or hIFN-y (50 IU/mL) plus GGTI-298 (10 uM). CD8+
activation was evaluated by CD69 membrane expression. Experiments
were performed in triplicate with PBMC from one healthy donor
representative of one other giving comparable results.
doi:10.1371/journal.pone.0009043.9g006

with the TH2 profile, mainly implicated in the humoral immune
response and/or negative regulation of the immune response [23].
Secretion levels were examined in the supernatants of co-cultures
24 h after the second stimulation of the PBMC with the pretreated
tumor cells.

A significant increase in hIFN-y secretion was observed when
the LB1319-MEL melanoma stimulatory cells were pretreated
with hIFN-y alone, which was further enhanced following
pretreatment with a combination of hIFN-y and GGTI-298
(Table 1). These stimulations also induced an increased secretion
of hIL-2, the concentration of which only reached moderate levels
in the supernatants, perhaps due to autocrine consumption by
proliferating T lymphocytes (Table 1). These results suggest a TH1
cytokine secretion in our culture conditions.

However, pretreatment of the LB1319-MEL stimulatory cells
with hIFN-y alone also induced an increase in hIL-4 secretion by

Table 1. Enhanced IFN-y secretion by PBMC co-cultivated with
LB1319-MEL cells pre-treated in vitro with hIFN-y+GGTI-298.

Cytokines concentration (+/- SD)

IL-2 IFN-y IL-4 IL-10
NT 1,5 (+—/1) 71,1 (+/-5) 598 (+/—3) 37,6 (+/—6)
IFN 3,9 (+/-2) 206 (+/—24) 42,7 (+/-3) 38,8 (+/—2)
GGTI 1,7 (+/-1) 148 (+/—-19) 183 (+/—6) 39,3 (+/—7)
IFN+GGTI 4,2 (+/-1) 418 (+/-4) 36,3 (+/—1) 37,7 (+/=7)

PBMC from 3 HLA-A0201 HD were stimulated twice in vitro with LB1319-MEL
cells untreated (NT); or pretreated with 50 Ul/mL hIFN-y (IFN); 10 uM GGTI-298
(GGTI); or the combination of 50 UI/mL hIFN-y and 10 uM GGTI-298 (IFN+GGTI)
as indicated. 24h after the second in vitro stimulation, cytokine secretions in the
culture supernatants were measured by Multi-Plex human cytokine assays.
Results are illustrated in pg/mL for secretions of IFN-v, IL-2, IL-4 and IL-10. Data
are shown as mean (+/— standard deviation) of duplicate values and were
obtained from one donor representative of the two others giving comparable
results.

doi:10.1371/journal.pone.0009043.t001
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the co-cultivated cells, whereas the combination with GGTI-298
showed no enhancement (Table 1). Moreover, no significant
changes in IL-10 levels were observed in the different co-culture
conditions (Table 1).

Altogether, these results do not reveal a strict TH1 or TH2
profile of cytokine secretion, but they do show that the
pretreatment of LB1319-MEL cells with hIFN-y and GGTI-298
induces modifications of these cells such that they induce increased
hIFN-y secretion by the cells present in the co-culture.

LB1319-MEL Cells Pre-Treated In Vitro with hIFN-y and
GGTI-298 Enhance Specific Anti-Melanoma Cytotoxic
Activity of Co-Cultivated PBMC

IFN-y can be secreted by NK cells or CD8 T effector
lymphocytes and is linked to efficient cytotoxic activity. We next

IFN-y+GGTIl Melanoma Treatment

wished to determine whether pretreated LB1319-MEL cells
become stimulatory cells capable of inducing anti-melanoma
cytotoxic effector cells from the co-cultivated PBMC of HLA-
A0201 compatible HD. The cytotoxic activity of these stimulated
PBMC was then tested. As cytotoxic cells express the lysosomal
membrane protein (CD107a) [24], the expression of this molecule
was analyzed among the CD8 positive cells present in these
stimulated PBMC. As shown in Figure 7A, CD107a positive cells
are significantly increased in the co-culture stimulated by LB1319-
MEL cells pretreated by IFN-y and GGTI-298. Moreover the
cytotoxic activity of these stimulated PBMC was also tested
directly by their killing capacity on both an unspecific target cell
line Jurkat and on the specific one LB1319-MEL. The effector
cells obtained after the co-culture had similar non-specific
cytotoxic capacity whatever the pretreatment of the stimulator
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Figure 7. Enhanced specific cytotoxic activity in PBMC co-cultivated with LB1319-MEL cells pre-treated with hIFN-y+GGTI-298.
Cytotoxic activities of in vitro stimulated PBMC were tested after two stimulations with LB1319-MEL cells either untreated or pretreated with hIFN-y
(50 IU/mL); GGTI-298 (10 uM); or hIFN-y (50 1U/mL) plus GGTI-298 (10 uM). A) Cytotoxicity was evaluated by CD107a expression on CD8+ gated T
lymphocytes. Cytotoxic activity was also tested on an unspecific target cell: B) Jurkat and the specific one: C) LB1319-MEL. Experiments were
performed in triplicate with PBMC from one healthy donor representative of one other giving comparable results.

doi:10.1371/journal.pone.0009043.9g007
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LB1319-MEL melanoma cells (Figure 7B). On the contrary, the 4
different pretreatments induced different levels of specific cytotoxic
activity detected on untreated LB1319-MEL target cells
(Figure 7C). Indeed we found a significantly increased cytotoxicity
following the stimulation of PBMC by the combined hIFN-y plus
GGTI-298 pretreated melanoma cells. The pretreatment with
hIFN-y or GGTI-298 alone induced intermediate lytic activity
and untreated melanoma cells induced very low specific
cytotoxicity (Figure 7C).

These results show that pretreatment of LB1319-MEL mela-
noma cells with a combination of hIFN-y and GGTI-298 induces
modifications of these cells such that they become stimulator cells
able to enhance specific anti-melanoma cytotoxic effectors in co-
cultivated HLA-compatible PBMC from HD.

In Vitro Stimulation of PBMC from HD Using hIFN-y and
GGTI-298-Pretreated LB1319-MEL Cells Increases the
Proliferation of Tumor-Specific CD8 T Lymphocytes
Labeled with MART-1/HLA-A2 Tetramers

The specific cytotoxicity observed after co-cultivating PBMC
with LB1319-MEL cells pretreated with the combination of hIFN-
v and GGTI-298, suggests that these melanoma cells develop the
ability to induce a specific anti-tumor immune response & vitro,
likely linked to the increased proliferation of specific CD8 T
lymphocytes. To test this hypothesis, PBMC from 3 HLA-A0201
HD were twice stimulated @ wvitro with LB1319-MEL cells
pretreated with hIFN-y and/or GGTI-298 as before. The T
lymphocyte subpopulations present in the co-culture were then
analyzed by flow cytometry. The LB1319-MEL melanoma cell
line expresses peptides on the membrane, obtained from MelanA/
MART-1 proteins and associated with HLA-A0201 molecules, in
particular the immunodominant peptide EAAGIGILTV [19].
LB1319-MEL specific CD8 T lymphocytes should therefore
express TCR specific for this HLA-A0201-presented peptide,
which can be labeled with MART-1/HLA-A0201 tetramers. We
observed a significant increase of the CD8 subpopulation labeled
with these tetramers in the 3 tested donors (Table 2 and illustrated
for one HD in Figure 8A). On the contrary, these stimulated
PBMC have similar levels of non-specific TCR, detected with
EBV/HLA0201 tetramers, whatever the pretreatment of the
stimulator LB1319-MEL cells as illustrated in Figure 8B. How-
ever, the control PBMC cultures stimulated by an HLA-A0201
EBV immortalized lymphoblastoid cell line (L1-EBV) were
strongly positive with these EBV/HLA0201 tetramers (Iigure 8B).

cells proliferation.

IFN-y+GGTIl Melanoma Treatment

These results show that i vitro stimulation of PBMC from HLA-
A0201 HD, with hIFN-y and GGTI-298 pretreated LB1319-MEL
cells, induces the enhancement of the specific anti-tumor CD8 T
lymphocyte subpopulation.

Discussion

Melanoma is a highly lethal cutaneous tumor, killing affected
patients through multiple, poorly immunogenic metastases.
Several previous studies have investigated vaccine-based and
curative approaches for inducing an immune response against
melanoma cells. Different protocols have been investigated for
obtaining cellular tools necessary for vaccination or curative
adoptive transfer, with the intent of stimulating PBMC or tumor
infiltrating lymphocytes (TIL) from the patients i vitro before re-
effusion [3] [19]. The use of pulsed DC [6] or tumor-DC hybrids
[7] is very attractive however the development of highly
immunogenic melanoma cell lines also represents another
interesting approach. We recently reported that a combination
of GGTI-298 and mIFN-y increased the immunogenicity of a
murine melanoma cell line[1]. Using the melanoma cell line
B16F10, we showed that treatment with GGTI-298 and mIFN-y
inhibited tumor growth @ wviwo by a mechanism involving the
activation of specific CD8 T lymphocytes.

Furthermore, in the present study, we showed that vaccination
with IFN-y and GGTI-298 pretreated B16F10 melanoma cells
reduces tumor recurrence and also exert an anti-metastatic effect.
Indeed, i vivo vaccination of syngeneic mice with pharmacolog-
ically pretreated melanoma cells induces tumor growth slowing
down and reduction of pulmonary metastases implantation.

Moreover, we have demonstrated here that the same treatment
applied to a cutanecous metastatic human melanoma cell lines,
modifies the expression of molecules in the cellular membrane in a
manner favoring a specific anti-tumor immune response. Our
results indicate that GGTI-298 treatment inhibits the activity of a
geranylgeranylated protein involved in hIFN-y induced HLA-
A0201 expression. As previously observed in the murine
melanoma model, the GGTase I inhibition enhances IFN-y-
induced MHC class I expression through a mechanism involving
TAP1 and TAP2 over-expression.

The human melanoma cell line used is obtained from a
cutaneous metastasis and it express spontancously the costimula-
tory molecule CD86 on its membrane, which is in agreement with
findings of Hersey et al. showing that few melanoma metastases

cells express CD80 or CD86 [25]. So, our results show that GGT1I-

Table 2. PBMC stimulation with hIFN-y+GGTI-298 pretreated LB1319-MEL cells induces CD8+ and MART-1/HLA-A0201+ specific

Percentage (%) of cells CD8+ and MART1/HLA-A2+

Fold Induction (Fl) of cells CD8+ and MART1/HLA-A2+

HD1 HD2 HD3 HD1 HD2 HD3
NT 1.5 0,29 0,07 1 1 1
IFN 2,7 0,39 0,11 1.8 1,34 1,57
GGTI 1,03 0,65 0,03 0,68 2,24 0,42
IFN+GGTI 4,8 1,13 0,35 32 39 5

culture conditions.
doi:10.1371/journal.pone.0009043.t002
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PBMC from 3 HLA-A0201 HD were stimulated twice in vitro with LB1319-MEL cells untreated (NT); or pretreated with 50 UlI/mL hIFN-y (IFN); 10 uM GGTI-298 (GGTI); or
with a combination of 50 UI/mL hIFN-y and 10 uM GGTI-298 (IFN+GGTI) as indicated. At the end of the culture period, PBMC were stained with FITC-conjugated anti-
CD8 monoclonal antibody and with PE-conjugated MART-1/HLA-A2 tetramers. Percentages of double positive CD8+ and MART-1/HLA-A2 tetramers+ PBMC are shown.
Fold induction between double positive CD8+ and MART-1/HLA-A2+ cells obtained after co-culture with untreated or pre-treated LB1319-MEL cells is shown. We

defined the percentage of double positive cells obtained with the untreated melanoma cells (NT) as equal to 1 and compared this to the values obtained in the other
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Figure 8. PBMC stimulation with hIFN-y+GGTI-298 pretreated LB1319-MEL cells induces specific cells proliferation, labeled with
MART-1/HLA-A2 tetramers. A) HLA-A0201 positive PBMC from one representative HD were stimulated twice in vitro with LB1319-MEL cells either
untreated (NT) or pretreated with 50 Ul/mL hIFN-y (IFN), or 10 uM GGTI-298 (GGTI), or with both hIFN-y and GGTI-298 (IFN+GGTI). At the end of the
culture period, specific TCR MelanA / HLA-A2 expression was evaluated on CD8+ gated T lymphocytes. B) HLA-A0201 positive PBMC from the same
HD were stimulated twice in vitro with LB1319-MEL cells either untreated (NT) or pretreated with 50 Ul/mL hIFN-y (IFN), or 10 uM GGTI-298 (GGTI), or
with both hIFN-y and GGTI-298 (IFN+GGTI) or with irradiated (HLA-A0201) L1-EBV cells. At the end of the culture period, specific TCR EBV/HLA-A2

expression was evaluated on CD8+ gated T lymphocytes.
doi:10.1371/journal.pone.0009043.g008

298 treatment does not induce but increases CD86 expression on
melanoma cell membranes. This suggests that GGTI-298 may
increase the membrane localization rather than expression levels
of CD86, as we recently demonstrated with FasL protein on the
murine melanoma cell line BI6F10 [26].

Due to its expression of an HLA-I haplotype (HLA-A0201) and
a TAA (MelanA/MART-1), both expressed on a large proportion
of human melanoma cells [27], the LB1319-MEL melanoma cell
line is an interesting and representative cell line. DC are the most
potent and efficient APC in the immune system. They express high
levels of MHC-I- and MHC-II-encoded gene products and
costimulatory molecules on their membrane. By triggering the
over-expression of MHC-I molecules and costimulatory molecules,
i vitro treatment with a combination of hIFN-y and GGTI-298
modifies LB1319-MEL melanoma cells such that they acquire
some characteristics of stimulatory APC and become more
efficient stimulator cells able to activate CD8 T lymphocytes from
PBMC of HLA-compatible HD.

Our results show that the modifications induced by the
pretreatment of LB1319-MEL melanoma cells with hIFN-y and
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Article soumis a PNAS

L'incidence du mélanome a triplé ces 20 dernieres années. Le traitement par
exérese chirurgicale est efficace dans 80% des cas, lorsque la tumeur primaire est
complétement enlevée et que le mélanome est pris a temps. Dans les 20% restants,
les mélanomes sont métastatiques et les traitements actuels montrent des efficacités
modérées. La recherche de marqueurs qui permettraient de déterminer le devenir
métastatique des cellules de mélanome est donc absolument nécessaire.

CD70 (CD27L) est une molécule de costimulation de la famille du TNF. Elle est
exprimée sous forme homotrimérique sur les LT, LB, et CD activés (Denoeud and
Moser, 2011; Nolte et al.,, 2009) mais aussi sur certaines tumeurs comme les
glioblastomes et les carcinomes rénaux ou son rdle immunologique fait I'objet de
controverses (Aulwurm et al., 2006; Diegmann et al., 2006; Wischhusen et al., 2002).
CD27 est le récepteur de CD70, il est exprimé sur les LT naifs. L'expression de
CD27 est augmentée aprés activation et disparait apres plusieurs cycles de division
et de différenciation. Comme nous avions précédemment montré ['intérét de
I'expression ou de la sécrétion de CD70 par des cellules de carcinome mammaire
murin dans la mise en place d’'une RI anti-tumorale protectrice (Cormary et al., 2004;
Cormary et al., 2005), nous avons voulu déterminer si les mélanomes exprimaient la
molécule CD70 et quel était son role dans ces tumeurs.

Nous mettons en évidence pour la 1% fois I'expression membranaire de CD70
sur des cellules de mélanome (environ 30%) et ceci aux stades de mélanomes
primitifs, de métastases cutanées et cérébrales. Certains mélanomes expriment
CD70 sur toutes les cellules tumorales alors que d’autres tumeurs sont hétérogénes
avec des cellules CD70+ et des cellules CD70-. Nous avons étudié cette expression
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de CD70 sur des échantillons de patients atteints de mélanome a différents stades
par immunohistochimie en distinguant visuellement les cellules tumorales des
cellules immunes infiltrant les tumeurs. De plus, nous disposons de neuf lignées
tumorales obtenues a partir de métastases de mélanome qui nous ont été fournies
par le Pr. Boon (LICR, Bruxelles, Belgique). Nous avons trouvé l'expression
membranaire de CD70 sur trois de ces lignées, par des analyses de cytométrie en
flux. Toutes les cellules de la lignée LB1319-MEL expriment CD70, alors que la
lignée LB33-MEL.A possede 50% de cellules CD70+ et la lignée LB39-MEL en
possede 20%. Pour I'étude de la fonction de CD70, nous avons cloné la lignée LB39-
MEL pour obtenir des clones CD70+ et CD70-.

Nous avons étudié la régulation de I'expression de CD70 sur les mélanomes et
nous montrons qu’elle est régulée par la GTPase RhoA. Nous avons déterminé que
cette régulation positive se fait au niveau transcriptionnel grace a l'analyse de
I'expression des ARNm de CD70 par des expériences de RT-gPCR et de I'activité du
promoteur de CD70 par luminescence.

Surtout, au niveau fonctionnel, nous montrons que l'expression de CD70 est
corrélée avec une diminution des capacités d’'implantation métastatique pulmonaire
(testées in vivo) via une diminution des capacités invasives (testées in vitro). Nous
avons commencé par étudier le role de CD70 in vivo a l'aide de cellules de
mélanome murin B16F10 transfectées stablement soit avec un plasmide codant pour
la protéine CD70 soit avec son contrdle neo. Nous avons injecté ces cellules en
intra-veineux dans des souris immunocompétentes C57BL/6 wt, ou
immunodéprimées C57BL/6 IFNy-KO et NMRI nu/nu. Les analyses macro- et
microscopiques des poumons des souris ont permis de conclure que I'expression de
CD70 limite I'implantation pulmonaire des cellules de mélanome. Cette propriété de
CD70 est indépendante de sa fonction immunologique puisqu’elle est retrouvée
aussi bien chez les souris immunocompétentes que chez les souris
immunodéprimées.

Ensuite, des analyses in vitro par des tests de migration 2D sur collagene | ou en
transwells et d’invasion en chambres de Boyden et en sphéroides 3D, nous ont
permis de montrer que I'expression de CD70 diminue les capacités de migration et
d’'invasion des cellules de mélanomes. Pour approfondir I'étude des capacités
invasives des mélanomes CD70+, nous avons utilisé un anticorps anti-CD70

fonctionnel qui nous a été fourni par le Pr. Lopez-Botet (UPF, Barcelona, Espagne).
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L'ajout de cet anticorps in vitro favorise la migration et l'invasion des mélanomes
CD70+. En présence de I'anticorps, les capacités invasives des mélanomes CD70+
se rapprochent de celles des mélanomes CD70-. Ces résultats suggérent que
'expression de CD70 est associée a une inhibition des voies métaboliques
responsables des capacités invasives des cellules de mélanome et que la fixation de
'anticorps anti-CD70 libére ces voies. Nous avons déterminé que I'anticorps anti-
CD70 induit la diminution de I'expression membranaire des molécules CD70 sous
leur forme fonctionnelle, c’est-a-dire homotrimérique. En paralléle de la diminution de
la forme CD70 trimérique, nous avons observé une activation de la voie
BRAF/MEK/ERK, une surexpression de la GTPase RhoE et une inhibition des fibres
de stress d'actine et des points focaux d’adhésion. La voie des MAPK et de la
GTPase RhoE ainsi que les fibres de stress et les points focaux sont connus pour
intervenir dans les mécanismes de mobilité cellulaire et de métastases des
mélanomes. Ces résultats indiqguent que CD70 sous forme homotrimérique induit une
signalisation qui limite I'activation des BRAF/MEK/ERK, ce qui va également limiter
'expression de RhoE et activer la formation des fibres de stress d’actine et des
points focaux d’adhésion.

De plus, d'une fagon trés intéressante, nous avons constaté que sur trois
métastases successives d'un méme mélanome (cutanée, ganglionnaire et
intestinale) I'expression de CD70 diminue au cours de I'évolution de la maladie, ce
qui semble confirmer un réle anti-invasif de CD70.

Nos travaux montrent I'expression de CD70 sur des mélanomes humains et sa
régulation par la GTPase RhoA. Surtout ils décrivent un rble nouveau non-
immunologique de CD70 qui serait un marqueur de sous-populations de mélanome
présentant un pouvoir métastatique diminué, car I'expression de CD70 est liee a la
motilité cellulaire via la régulation de la voie BRAF/RhoE.
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Abstract

CD70 is a costimulatory molecule of the TNF family that is expressed on activated
immune cells. Its ectopic expression has also been described in several tumor types,
including glioblastomas, lymphomas, and carcinomas, but its role in these cancer
cells remains uncertain. Here, we show that CD70 is also expressed on human
melanoma cell lines and tumor cells from biopsies of melanoma patients, and is
transcriptionally regulated by RhoA GTPase. In vivo and in vitro experiments
demonstrate that CD70 expression impairs the formation of melanoma pulmonary
metastases through inhibition of migration and invasion, independently of its
immunological function. In CD70-positive melanoma cells, binding of anti-CD70 mAb
restores migration and invasion abilities by inducing MAPK pathway activation, RhoE
enhancement, and disappearance of actin stress fibers and focal adhesions points.
This study presents the first description of ectopic CD70 protein expression in human
melanoma cells, in which it has a new non-immunological function involved in

metastatic development, linked to MAPK pathway activation.
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Introduction

Melanomas arise from melanocytes and are the most aggressive form of skin cancer,
often killing affected patients through multiple pulmonary, liver, and brain metastases.
Melanoma progression is believed to depend on a series of sequential molecular
alterations that generate more malignant phenotypes. Consequently, melanoma is
now considered a heterogeneous disease, and is grouped into different subtypes
based on clinicopathologic features and molecular differences. Activating mutations
in the serine/threonine kinase BRAF, particularly the BRAFV600E mutation, occur in
about 60% of melanomas and are detected throughout various stages (1). BRAF
mutations induce activation of the mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway,
which is implicated in crucial cellular processes, such as proliferation, differentiation,
and invasion (2) (3). Once metastasis occurs, there are few treatment options for
melanoma. The use of pharmacological inhibitors only seems promising for patients
with mutated BRAF (2). Therefore, there is a need to identify new biomarkers of
melanoma sub-populations that could predict clinical outcome and suggest new
molecular treatment approaches.

The CD70 costimulatory molecule is a member of the TNF superfamily; its
expression is normally restricted to activated T- and B-lymphocytes on which it plays
an important role in priming, effector functions, differentiation, and memory formation
through binding to its receptor, CD27 (4). In previous studies, we demonstrated that
CD70 ectopic expression induced by genetic modifications in murine tumor cells
favored an anti-tumor immune response (5). CD70 expression has also been
documented in glioblastoma (6), renal cell carcinoma (7), and several types of
lymphomas and carcinomas, but until now, it had never been clearly demonstrated in
melanoma cells. In the present study, we show that CD70 is ectopically expressed on
melanoma cells.

We also previously showed that inhibition of Rho GTPases induced up-
regulation of several immune-interacting molecules in melanoma cells, including
MHC class-I, FasL, and CD80 and CD86 costimulatory molecules (8) (9) (10); thus,
we here investigated the role of Rho GTPases in CD70 expression in human
melanoma cell lines. Rho GTPases regulate essential cellular functions, like cell
growth, apoptosis, cytoskeleton dynamics involved in cell motility, invasion, and
metastasis (11). Three highly related Rho isoforms, RhoA, B, and C, share some

effector proteins, but also show clear functional differences.
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Here, using clinical samples obtained from patients and in vitro established
cell lines, we demonstrated that a sub-population of melanoma cells expresses
CD70, which is positively and transcriptionally regulated by RhoA. CD70 expression
unexpectedly resulted in a reduction of pulmonary metastasis implantation, linked to
decreased migration and invasion abilities. Furthermore, in CD70-positive melanoma,
the binding of CD70-specific mAb restored cell mobility by inducing MAPK pathway
overactivation, RhoE overexpression, and the disappearance of actin stress fibers
and focal adhesion points. These findings show that CD70 is a novel surface marker
of a melanoma sub-population, and is implicated in metastatic ability of tumor cells.

Results

CD70 ectopic expression in melanoma cells

To directly assess the CD70 expression on melanoma cells, human melanoma
specimens corresponding to different stages of the disease were screened using
immunohistochemical techniques; CD70-positive cells were detected among tumor
cells based on morphological characteristics (Fig. 1A). About 40% of primary tumors
and skin and lymph node metastases contained a fraction of CD70-positive tumor
cells (Table 1). The level of expression was quite variable among the different
specimens irrespective of their origin (Table 1 and Fig. 1A).

This CD70 ectopic expression was confirmed by analysis of nine human
melanoma cell lines derived from tumor metastases. Among them, only LB1319-MEL
was strongly and homogenously CD70+ (Fig. 1B and S1). Three other cell lines,
(LB39-MEL, LB33-MEL.A, and LB33-MEL.B) expressed CD70 on a fraction of the
population (Figs. 1B, 1C, and S1); 20% of LB39-MEL cells were CD70+, and we
selected CD70+ and CD70- clones from this cell line (Fig. 1B). CD70 expression
remained stable in these clones for more than 10 passages, suggesting that the
original LB39-MEL cell line was heterogeneous.

We also analyzed tumor cell lines that were derived at different times and
different localizations from the same patient (LB33) (12). The LB33-MEL.A cell line
was derived from a cutaneous metastasis, while LB33-MEL.B was obtained 5 years
later from an intestinal metastasis, and LB33-MEL.D was obtained 11 years later
from a lymph node metastasis. Interestingly, the levels of CD70 expression in these
three cell lines decreased with time and disease progression (Fig. 1C), suggesting
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that CD70+ tumor cells may be less able to proliferate or metastasize, or that these
cells are counter-selected by the immune system.

CD70 expression was detected on melanoma cell membranes by FACS (Figs.
1B and 1C) and by western blot (Fig. 1D). The functional form of the CD70 ligand is a
membrane-expressed homotrimeric type Il molecule that, upon engagement, induces
trimerization of CD27 receptor and initiation of intracellular signaling (13). CD70
molecules were present in melanoma cells as monomeric and trimeric forms,
indicating that they were functional. These two forms of CD70 were also detected in
the genetically modified murine melanoma cells (B16F10-CD70) that we used as a
positive control (5).

Our data describe CD70 expression, under monomeric and trimeric forms, in
human melanoma cell lines and in about 40% of melanoma biopsies from primary
and metastatic locations. In these biopsies CD70 is expressed in tumor cells but the
proportion of CD70+ and the intensity of labeling is highly variable.

RhoA inhibition decreases CD70 expression

We next addressed the mechanism regulating CD70 expression in melanoma. Since
we had previously shown that RhoA regulates FasL expression in B16F10
melanoma, and CD70 belongs to the same TNF-superfamily, we tested for a
potential role of Rho GTPases in regulating the membrane expression of CD70.

We used a siRNA strategy to reduce RhoA, RhoB, or RhoC expression.
Transfection of two RhoA-specific sSiRNAs in LB1319-MEL cells significantly reduced
CD70 expression, compared to cells transfected with RhoB, RhoC, or control siRNAs
(Fig. 2A and S2A). On the contrary, infection of these cells with RhoA-encoding
adenoviruses induced RhoA over-expression and increased CD70 expression (Fig.
2B and S2B). Similar results were obtained with the CD70+ clone of the LB39-MEL
cell line (Fig. 2C and S2C). Transfections with both RhoA-specific siRNAs
significantly reduced CD70 membrane expression, as detected by FACS (Fig. 2A).
siRhoAl induced an 80% reduction of RhoA expression, associated with a 60%
decrease of CD70 expression, whereas siRhoA2 induced a 90% reduction of RhoA
and 80% of CD70 expression (Fig. 2D). As siRhoA2 was the most efficient RhoA
inhibitor, it was used in all subsequent experiments. CD70 protein amount and CD70
coding mRNA present in the tumor cells were also significantly reduced after siRhoA
transfection, as evaluated by western blot (Fig. 2D) and by gRT-PCR (Fig. 2E),
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respectively. Furthermore, using the pCD70FL reporter plasmid (14) and siRhoA2,
we showed that RhoA positively regulated the CD70 promoter (Fig. 2F).
Altogether, these data show that RhoA is a positive transcriptional regulator of

CD70 ectopic expression in human melanoma cells.

CD70 expression diminishes metastatic ability of melanoma cells

The genetically modified murine cell lines B16F10-wt and B16F10-CD70 were used
to investigate the in vivo function of CD70 in melanoma cells. These cells were s.c.
injected into three murine models (C57BL/6, C57BL/6 IFN-yKO, and NMRI nu/nu
mice), after which they grew locally at similar rates (S3A). However, after i.v.
injections of these melanoma cells, lung examination revealed strongly decreased
metastatic colonization by CD70+ melanoma cells as compared to CD70- cells; the
B16F10-CD70 cells induced significantly fewer pulmonary metastases than the
B16F10-wt cells in all three murine models (Figs. 3A, 3B, 3C, and 3D). The number
of metastases in immunocompetent mice was much lower than in immunodepressed
mice (Fig. 3A, 3B, 3C, and S4B), confirming that the immune system partly controlled
lung colonization by melanoma cells, as previously described (15). However, strong
and proportional reductions in the number of pulmonary metastases were obtained
with CD70+ melanoma cells both in immunocompetent and immunodepressed mice;
therefore, we hypothesized that these reductions were due to an intrinsic property of
the CD70+ cells. This finding indicates that CD70 expression appears to be involved

in a new non-immune mechanism controlling melanoma metastases.

CD70 expression decreases in vitro migration and invasion through MAPK
pathway, RhoE, and cytoskeleton modifications

In order to elucidate the mechanisms involved in this CD70-induced inhibition of lung
metastases, B16F10-wt versus B16F10-CD70 cells and CD70+ versus CD70-
human melanoma cells were used to study in vitro migration and invasion, which are
known to be involved in metastasis. Wound-healing assays showed that murine
CD70+ melanoma cells migrated into the cleared section much more slowly than
CD70- cells (Fig. S4A). Similarly, transwell experiments confirmed that CD70
expression significantly inhibited migration (Fig. 4A). Interestingly, addition of CD70-
specific mAb (QA32) to the culture medium reversed this CD70-dependent inhibition

of migration ability (Fig. 4A). We also used invasion chambers to test the involvement
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of CD70 in melanoma invasion; CD70 expression significantly inhibited the invasion
abilities of melanoma cells and, again, addition of QA32 mAb reversed this effect
(Fig. 4B).

These results showed that CD70 ectopic expression on melanoma cells
correlated with poor migration and invasion abilities, while binding of anti-CD70 mAb
on CD70+ melanoma cells significantly restored these abilities. Interestingly, addition
of QA32 mAb in the culture medium of CD70+ melanoma cells significantly
decreased functional CD70 trimeric forms without changing the level of inactive
monomeric forms (Fig. AC and S4B). We hypothesized that the active trimeric form
of CD70 negatively regulated a signaling pathway involved in migration and invasion.
Several previous findings suggested that this signaling pathway could be the MAPK
pathway; QA32 anti-CD70 mAb binding on CD70+ lymphocytes induces MAPK
phosphorylation (16), and proteins of the MAPK pathway regulate migration,
invasion, and metastasis in several tumor models (17) including melanomas (11) (3).
We confirmed this hypothesis by 3-dimensional spheroid invasion experiments,
which revealed that invasion ability of CD70+ melanoma cells was enhanced by
QA32 mAb, and reduced in presence of two different MAPK inhibitors (U0126 and
PD98059) (Fig. 4D). Furthermore, the binding of QA32 mAb on CD70+ melanoma
cells induced MAPK pathway activation, as revealed by 8-fold increases in ERK1 and
ERK2 phosphorylation (Fig. 4E).

Cell invasion is also influenced by the actin cytoskeleton and focal adhesion
points, which are essential for cell movement and are positively regulated by Rho
GTPases (RhoA, B, and C) via multiple effectors, including the Rho kinase (ROCK)
1/2. RhoE (Rnd3, Rho8) antagonizes Rho/ROCK signaling and disrupts actin stress
fibers and focal adhesions points (18). Consequently, RhoE could promote tumor
invasion through its effect on actin cytoskeleton (19). In human melanoma cells, it
has been shown that RhoE activity is under the control of BRAF and when BRAF is
inhibited, RhoE is also decreased; this leads to enhanced actin stress fibers and
focal adhesion points, which inhibits cell invasion (20). Therefore, we evaluated the
effect of QA32 mAb binding to CD70+ melanoma cells on RhoE and ROCK1/2
expressions and on actin stress fibers and focal adhesion points. The results showed
2-fold RhoE enhancement after QA32 mAb binding (Fig. 4E), whereas ROCK1/2 was
not modified (Fig. S4C). As expected, QA32 mAb binding also decreased stress
fibers and focal points after 24 h (Fig. S4D) and 48 h of culture (Fig. 4F).
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Altogether, the present data provide evidence that CD70 ectopic expression
on melanoma cells inhibits migration and invasion, and that anti-CD70 Ab binding
activates MEK/ERK1/2 and BRAF/RhoE signaling pathways, leading to decreased
actin stress fibers and focal adhesions points that are involved in cell mobility.

Discussion

In recent studies, CD70 has been detected on thymic carcinoma, renal cell
carcinoma, glioblastoma, astrocytoma and ovarian cancer (21), but to our knowledge,
this is the first clear description of CD70 protein expression on melanoma cells. Our
work brings two other novel and major information: the positive and transcriptional
regulation of CD70 expression by RhoA GTPase in human melanoma cells and
above all the CD70 intrinsic non immunological function in melanoma invasion and
metastasis.

Several authors reported in different tumor models, including melanomas, the
implication of RhoA GTPase in tumor growth, cell motility and metastatic
development (8-10, 22, 23). In these studies RhoA favored the tumorigenesis and its
inhibition could slow-down tumor progression. In our CD70+ melanoma cell lines
RhoA positively and transcriptionally regulates CD70 expression and its inhibition
induced CD70 decrease. As we also demonstrated that the decrease of CD70
favored melanoma invasion and metastasis, our data suggest that on the contrary
RhoA inhibition could favor melanoma progression at least in CD70+ tumors. These
results argue for the systematic analysis of CD70 expression in melanomas because
treatments for cardiac or CVA problems of patients bearing CD70+ melanoma with
drugs, which inhibit the mevalonate pathway like statins, inhibitors of isoprenylation
like Tipilifarnib and Lonafarnib (Farnesyltransferase Inhibitors) or inhibitors of Rho
effectors like Fasudil (ROCK inhibitor) could be deleterious by favoring tumor
development.

The in vivo experiments, done with immunocompetent and immunodepressed
mice injected intravenously with wt versus CD70 expressing B16F10 melanoma cells
confirmed that immune effector cells, T lymphocytes and other IFN-y secreting cells,
controlled metastatic lung colonization (15, 24), because the number of metastases
is strongly reduced in the immunocompetent mice. But in the three mice models the
ratio between the number of metastases obtained with wt tumor cells on the number

of metastases obtained with CD70 expressing tumor cells is similar, 7-fold more wt
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metastases, which exclude the involvement of the immune effector cells in the CD70-
induced decrease of lung metastatic implantations. The reduction of metastasis
obtained with CD70+ melanoma cells is therefore due to an intrinsic ability of these
CD70+ tumor cells. We then tested whether CD70-inhibition of metastasis could be
due to interactions between melanoma cells expressing CD70 and its receptor CD27.
This hypothesis was excluded because no melanoma cells expressed CD27, which
could not be induce neither by treatments with RhoA or MAPK inhibitors nor by anti-
CD70 mAb binding (data not shown). Moreover, it would be interesting to evaluate in
vivo the impact of CD70 melanoma expression on previous steps of metastasis.
Because intravenous injections of tumor cells followed by the quantification of
pulmonary metastases, as we did, allowed to test only the last step of metastasis: the
colonization of a distant organ. The use of another murine melanoma model: B16BL6
(25), which produces lymph node metastases upon intradermic injections, could be
informative.

Our in vitro experiments showed that the active trimeric form of CD70
negatively regulated the pro-invasive and pro-metastatic MAPK pathway in the
CD70+ melanomas. And the 3D migration experiments, which were done with
LB1319-MEL CD70+ cells, in presence of anti-CD70 mAb and mutated BRAF or
MAPK pathway inhibitors showed that CD70 exerts its action upstream BRAF in this
metabolic pathway. Moreover, using specific siRNAs, we could exclude the
involvement of NF-Kb and AKT (AKT 1,2,3) pathways in the indirect interaction
between CD70 and BRAF (data not shown).

The inhibition of CD70 expression, induced by anti-CD70 mAb binding,
enhanced RhoE expression and inhibited actin stress fibers and focal adhesion
points. It has been previously shown in melanoma models, that RhoE antagonizes
RhoA/ROCK signaling, which favored tumor invasion via inhibition of actin fibers and
focal points (20). However, we could not demonstrate ROCK1/2 inhibition after anti-
CD70 mADb binding, which suggests either that another effector is involved or that our
experimental conditions have not allowed us to visualize the ROCK inhibition.

Once melanoma metastasizes, it is notoriously resistant to diverse
chemotherapeutic agents, and prognosis is poor for the large majority of patients.
Consequently, this description of CD70 as a new marker of melanoma cells that are
less able to migrate and to induce metastasis is of great interest, as is the fact that

CD70 expression is related to the regulation of cell movement by the BRAF / RhoE
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pathway, because mutated BRAF and MAPK pathway inhibitors are widely used for

metastatic melanoma treatment.

Materials and Methods

Tumor cell lines and animals

Human melanoma cell lines: LB1319-MEL, LB39-MEL, and LB33-MEL.A, B, and D,
were kindly provided by Pr. T. Boon (Ludwig Institute for Cancer Research,
Brussels). The B16F10 murine melanoma cell line was purchased from the American
Type Culture Collection. The melanoma cell line B16F10-CD70 and its control cell
line B16F10-wt were produced in the laboratory by genetic modification of B16F10
(5). All tumor cell line cultures were maintained by serial passages in RPMI 1640
medium (Lonza) supplemented with 10% FCS, 1 mM glutamine, and 1% penicillin-
streptomycin-amphotericinB (Lonza). Cultures were tested monthly to ensure that
they were mycoplasm-free. Six- to eight-wk-old female C57BL/6 and NMRI nu/nu
mice were obtained from Elevages Janvier. Six- to nine-wk-old female C57BL/6 IFN-
yKO mice were produced in our animal facility (Agreement n°B.31.555.26). All
experiments involving mice were done using appropriate husbandry conditions,
experimentation, and care, supervised by the ethics committee of the Institut
Claudius Regaud under the guidelines of the Regional Committee of Midi-Pyrénées
(France). Our protocols were validated and assigned agreement numbers: ICR-2009-
0011, ICR-2009-0020, and ICR-2010-003.

FACS analyses

For FACS analyses, PE-conjugated anti-CD70 mAb and isotype control were
purchased from BD Pharmingen. Stained cells were analyzed on a FACS Calibur
(BD) and results were analyzed with FlowJo software (Tree Star). To evaluate
membrane antigen expression, the index of specific fluorescence (ISF) was
calculated using the following formula: (median fluorescence intensity (MFI) with the
specific antibody — MFI with the isotype control) / MFI with the isotype control x 100.

Immunohistochemistry

Staining was performed on cryostat sections of frozen melanoma tumor specimens
with neighboring normal tissue. Cryostat sections were fixed and dried before
incubation with anti-CD70 mAb (BD Biosciences) diluted 1:50 in TBS plus 5% BSA
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overnight at 4°C and then with secondary biotinylated goat anti-mouse antibody (KIT
Dako) at a 1:200 dilution for 30 min. Bound antibody was detected with a
streptavidin-alkaline phosphatase-kit (VECTOR) at room temperature in humidified
chamber. Slides were subsequently counterstained with hemalaun; magnified fields
(400x magnification) are shown in Figure 1A, which are representative of the whole

tumor section.

Transfection of siRNAs and transduction with adenoviral vectors

Cells were transiently transfected with siRNAs, as previously described
(Sarrabayrouse et al., 2007). Briefly, 5 x 10° cells were transfected with 20 nM siRNA
using Oligofectamine (Invitrogen). The following siRNA duplexes, purchased from
Eurogentec, were used: siRhoAl (GAAGUCAAGCAUUUCUGUC-TT); siRhoA2
(GCAGGUAGAGUUGGCUUUG-TT); siRhoBl1 (CUAUGUGGGCCGACAUUGAG-
TT); siRhoB2 (CCGUCUUCGAGAACUAUGU-TT); siRhoC1
(UAAGAAGGACCUGAGGCAA-TT); siRhoC2 (GACUAUGAUCGACUGCGGC-TT);
and a non-targeting siControl (siCtrl) (GACGUGGGACUGAAGGGGU-TT).

Cells (6 x 10°) were transiently transduced with adenoviral vectors at a
multiplicity of infection of 50:1. Adenoviral vectors expressing RhoA (AdRhoA) under
the transcriptional control of CMV promoter were constructed with the AdEasy
System (MP Biomedical), according to the manufacturer’s instructions.

Western blot analyses

Cells were lysed in lysis buffer (20 mM Tris pH 7.6, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.1%
SDS, 0.5% NP-40, 1% proteases, and phosphatase inhibitor cocktail), and protein
extracts were prepared by the standard procedure and then separated on SDS-
PAGE gels (40 pg protein/lane). Proteins were blotted onto polyvinylidendifluoride
membranes. The filters were incubated at 4°C overnight with primary antibodies
against CD70, MEK, P-MEK, ERK, P-ERK, RhoA, RhoE or ROCK (Santa Cruz and
Cell Signaling). Actin was used as a loading control (Chemicon). The membranes
(Hybond-p, Amersham Biosciences) were then incubated with HRP-labeled
secondary antibody (R&D System, BioRad) for 1 h at room temperature and then
detected with a chemiluminescence detection kit (ECL, Pierce). Band intensities
were quantified using ImageJ software (National Institute of Health).
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Quantitative real-time reverse transcription-PCR

Total RNA was isolated using the RNeasy kit (QIAGEN) according to the
manufacturer's instructions, then reverse-transcribed using the iScript cDNA
synthesis kit (Bio-Rad). Quantitative real-time PCR was performed with an iQreal-
time PCR detection system (Bio-Rad) using iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad).

Transfection and luciferase assays

The pCD70-FL plasmid reporting CD70 promoter activity with firefly luciferase (FL)
was kindly given by Dr. B. Richardson (University of Michigan) (14). The pCMV-RL
plasmid expressing renilia luciferase (RL) was co-transfected as an internal control.
Cells were first transfected with siRhoA2 for 48 h, as described above. Cells were
then plated in 24-well plates and transiently transfected with pCD70-FL and pCMV-
RL plasmids using JetPEI (Invitrogen) according to the manufacturer’'s instructions.
Twenty-four hours after plasmid transfection, luciferase activities were measured

using the Dual Luciferase Assay System (Promega).

Pulmonary metastases implantation

C57BL/6 mice (either wt or IFN-y KO) and NMRI nude mice were injected i.v. with 1 x
10° B16F10-wt or B16F10-CD70. Mice were sacrificed 10 d later. Macroscopic
metastases were detected visually and quantified. Examination for tumor colonization
of the lungs after i.v. injection of melanoma cells in the tail vein allowed controlled
and quantitative analysis of the last step of metastasis: organ colonization. The lungs
were fixed in formalin (24 h) and paraffin embedded to visualize microscopic
metastases. The experiments included 3 or 4 mice/group and were repeated three

times.

In vitro assays for cell migration and invasion

The migration assay was performed with a transwell system (8-um pore size, BD
Biosciences). Cells (2.5 x 10* per well) were added with serum-free medium in the
upper compartment of the filter. The bottom chamber was filled with complete
medium. After 24 h, cells on the bottom surface of the filter were stained and counted
under a Nikon inverted microscope (objective 20x) in three randomized fields of 505

mm?>.
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For invasion assay, invasion chambers (BD Biosciences) were used, and cells
were counted 48 h later.

Three-Dimensional spheroid invasion

Cells (1 x 10° per well) were added to a 96-well plate coated with 1% agarose
(Interchim). Formation of 3D spheroids occurred after 72 h at 37°C, and cells were
treated with anti-CD70 mAb (QA32) for 24 h. Spheroids were then embedded into a
bovine collagen | gel containing EMEM, L-glutamin, and 2% FBS with or without
QA32 plus 5 uM U0126 (Calbiochem) or 50 yuM PD98059 (Calbiochem). After 72 h,
spheroids were treated with calcein for 1 h at 37°C. Photos were taken using a Nikon
inverted microscope (objective 4x).

Immunofluorescence

Cells (2 x 10°) were plated onto glass coverslips precoated with PolyLysine (Sigma-
Aldrich). Anti-CD70 mAb (QA32) was added in the culture medium for 24 h and 48 h.
Cells were then fixed and permeabilized with cold Cristal for 10 min, and then
incubated with phalloidin-Alexa594 (Invitrogen), anti-vinculin mAb (Sigma-Aldrich),
and subsequently with Alexa488-conjugated goat anti-mouse IgG (Invitrogen). Nuclei
were detected with Prolong/DAPI (Invitrogen). Fluorescent cells were analyzed using
a Nikon direct microscope (objective 60x).
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Figure legends

Figure 1: CD70 ectopic expression in human melanoma samples and cell lines

(A) Representative immunohistochemistry images after staining human melanoma
biopsies with anti-CD70 Ab. (B,C) CD70 expression measured by flow cytometry
after staining with PE-conjugated anti-CD70 Ab. (B) Melanoma cell lines derived from
cutaneous metastases of two different patients (LB1319-MEL and LB39-MEL) and
CD70+ (red) versus CD70- (blue) clones selected with BD FACSAria Il SORP and
cellular cloning from the LB39-MEL cell line. (C) Three melanoma cell lines derived
from the same patient (LB33-MEL) at different times and from different localizations:
LB33-MEL.A (cutaneous metastasis), LB33-MEL.B (lymph node metastasis), and
LB33-MEL.D (intestinal metastasis). (D) Monomeric and trimeric forms of CD70
detected by western blot in LB1319-MEL cells. B16F10-wt and B16F10-CD70 cells

were used as negative and positive controls, respectively.

Table 1: CD70 expression in different melanoma biopsies
CD70 expression was detected by immunohistochemistry in various proportions of
melanoma cells in samples originating from different locations; expression varied

from weak to strong.

Figure 2: RhoA GTPase positively and transcriptionally controls CD70

expression

(A) LB1319-MEL cells were transfected with control siRNA (siCtrl) (blue), two RhoA-
specific siRNAs (siRhoAl, siRhoA2) (red), two RhoB-specific siRNAs (siRhoB1,
siRhoB2) (black), or two RhoC-specific siRNAs (siRhoC1, siRhoC2) (black). Cells
were analyzed by flow cytometry 72 h later for membrane CD70 expression. RhoB-
and RhoC-specific siRNAs had no effect on CD70 expression. Transfection with
RhoA-specific siRNAs induced a significant decrease in CD70 expression. (B) RhoA
over-expression was induced in LB1319-MEL cells by infection with AdenoRhoA
(AdRhoA). After 36 h, increased membrane CD70 expression was detected by flow
cytometry. (C) Similar results were obtained with the most efficient RhoA-specific
SiRNA (siRhoA2) on the CD70-positive melanoma cells LB39-MEL CD70+. (D)

Western blot analyses showed RhoA inhibition and decreased CD70 expression in
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LB1319-MEL cells, 72 h after transfection with siRhoA1 and siRhoA2. Actin was used
as a loading control. (E) siRhoA2 transfection in LB1319-MEL cells resulted in
decreased expression of CD70 mRNA, as detected by RT-PCR. (F) Luciferase assay
showed that inhibition of RhoA activity was induced with siRhoA2 in LB1319-MEL
cells, which down-regulated the activity of the CD70 promoter. Results are expressed

as mean £ SD (error bars, N = 3 experiments). *P < 0.01; **P < 0.001 versus

control siRNA using t-test (E-F).

Figure 3: CD70 expression is associated with decreased in vivo metastatic
ability of B16F10 cells

lv. injections of B16F10-CD70 (red) versus B16F10-wt (blue) (1 x 10° cells)
profoundly reduced the development of pulmonary metastases. Data are
representative of 3 independent experiments with 3 or 4 mice per group (N = 10
mice). Lung metastases were screened macroscopically and counted visually in (A)
C57BL/6, (B) C57BL/6 IFN-y KO, and (C) NMRI nu/nu mice. Horizontal bars indicate
mean values. ***P < 0.001 for the number of metastases induced by B16F10-CD70
versus B16F10-wt cells, according to the t-test. (D) Lung photomicrographs (left) and
enlargement of a metastatic area (right) are shown for one representative
experiment done with C57BL/6 mice i.v. injected with B16F10-wt (top) or B16F10-
CD70 (bottom) cells.

Figure 4: CD70 expression is associated with decreased in vitro migration and
invasion through MAPK, RhoE, and cytoskeleton modifications

(A) Migration was analyzed in transwell dishes; 2.5 x 10* cells of the LB39-MEL
CD70- (blue) and CD70+ (red) clones, or of the LB1319-MEL (black) cell line were
put in the upper chamber with medium supplemented with control Ig (Ctrl 1g) or anti-
CD70 mAb (QA32). Twenty-four hours later, the cells present in the lower chamber
were counted. The number of LB39-MEL CD70- cells in the lower chamber in
absence of QA32 mAb was considered as 100%. Comparison of CD70+ and C70-
cells demonstrated that CD70 expression reduced migratory ability, which was
significantly restored by anti-CD70 Ab. (B) Invasion was similarly analyzed using
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invasion chambers. Comparison of CD70+ and C70- cells demonstrated that CD70
expression reduced invasion ability, which was also significantly restored by anti-
CD70 Ab. Results are expressed as mean (N = 7 experiments). *P < 0.05; *P <
0.01; **P < 0.001 compared with LB39-MEL CD70- clones or compared with the
cells incubated with Ctrl Ig, using the Tukey ANOVA test (A,B). (C) Western blot
analysis of monomeric and trimeric forms of CD70 in LB1319-MEL cells incubated
with Ctrl Ig or QA32 Ab. Anti-CD70 Ab significantly decreased expression of the
CD70 active trimeric form. (D) 3D invasion using LB1319-MEL spheroids treated or
not treated with anti-CD70 Ab (QA32) and with or without MAPK pathway inhibitors
(U0126 or PD98059). Anti-CD70 Ab favored 3D invasion that was inhibited by both
MAPK inhibitors. (E) Western blot analysis of the MEK/ERK pathway activation and
RhoE expression in LB1319-MEL cells after 48 h incubation with QA32 Ab or Ctrl Ig.
The anti-CD70 Ab induced strong phosphorylation of components of the MAPK
pathway (p-MEK1/2 and p-ERK1/2) and over-expression of the RhoE GTPase, which
is known to regulate actin stress fibers and adhesion focal points. (F) Analysis of
actin stress fibers and adhesion focal points on LB1319-MEL cells treated with QA32
Ab or Ctrl Ig for 48 h. The anti-CD70 Ab inhibited stress fibers and focal adhesion

points involved in cell motility.

Legend of supplemental information:

Figure S1: Immunofluorescent detection of CD70 proteins in LB1319-MEL and
LB39-MEL CD70+ cells.

No CD70 expression was observed in LB39-MEL CD70- cells.

Figure S2: Efficiency of ARN interference and membrane expression of CD70
after RhoA expression modifications

S2A: Flow cytometry quantification of the CD70 membrane expression on LB1319-
MEL cells after transfection with RhoA (red), RhoB, RhoC, or control (Ctrl) (blue)
SsiRNAs. siRhoA-dependent CD70 down-regulation was statistically significant. To
evaluate membrane antigen expression, the index of specific fluorescence (ISF) was
determined. This was calculated using the following formula: (median fluorescence
intensity (MFI) with the specific antibody — MFI with the isotype control) / MFI with the
isotype control x 100.
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S2B: Flow cytometry quantification of the CD70 membrane expression on LB1319-
MEL cells infected with AdenoRhoA (AdRhoA). RhoA over-expression induced
statistically significant CD70 over-expression.

S2C: Similar results as in S2A but with LB39-MEL CD70+ cells.

Figure S3: Tumor growth in mice and metastasis comparison between
immunocompetent and immunodepressed mice

S3A: CD70 expression did not significantly decrease local tumor growth. C57BL/6,
C57BL/6 IFNy KO, and NMRI nu/nu mice were injected s.c. with 1 x 10°> B16F10-wt
cells (blue) or B16F10-CD70 cells (red), and tumor growth was followed by vernier
caliper measurements. Two groups of 3 and 4 mice were tested, and the experiment
was repeated twice. Results are expressed as surface +/- SD (error bars, n = 7
mice). Statistical analysis was performed using a two-way ANOVA test.

S3B: Pulmonary metastatic implantation is controlled by the immune response.
C57BL/6, C57BL/6 IFNy KO, and NMRI nu/nu mice were injected i.v. with 1 x 10°
B16F10-wt cells (left panel) or B16F10-CD70 cells (right panel), and pulmonary
metastases were counted 10 days after injection. Significantly higher numbers of
metastases were obtained in immunodepressed mice (either IFNy KO or nu/nu).
CD70 expression on murine melanoma cells significantly decreased the number of

pulmonary metastases observed, independently of the in vivo immune context.

Figure S4: CD70 expression is associated with decreased in vitro migration
through cytoskeleton modifications but not ROCK expression

S4A: Wound-healing experiment demonstrating that CD70 expression also strongly
inhibited cell migration in murine melanoma cells (B16F10-wt (blue) versus B16F10-
CD70 (red)).

S4B: Western blot quantification of the CD70 trimeric form in LB1319-MEL cells
treated for 48 h with control (Ctrl) Ig or QA32 Ab. Anti-CD70 Ab-dependent down-
regulation of the CD70 trimeric form was statistically significant.

S4C: Forty-eight hour treatment of LB1319-MEL cells with anti-CD70 (QA32) Ab did
not modify ROCK1 nor ROCK2 expression, as detected by western blot. Actin was
used as a loading control.
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S4D: Analysis of actin stress fibers and adhesion focal points on LB1319-MEL cells
treated with QA32 Ab or control (Ctrl) Ig for 24 h. The anti-CD70 Ab inhibited stress

fibers and focal adhesion points involved in cell motility.

Tablel: CD70 ectopic expression in melanoma cells of tumor specimens

Melanomas Cutaneous | Cutaneous | Lymph node
primitives | metastases | metastases
Total 14 11 11
samples
CD70+ 5 5 4
samples (36%) (45%) (36%)
Low 4 2 3
staining
Moc!e_rate 1 3 0
staining
Strong
staining 0 0 1
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Figure 1: CD70 ectopic expression in human melanoma samples and cell lines
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Figure 3: CD70 expression is associated with decreased in vivo metastatic

ability of B16F10 cells
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Figure S1: Immunofluorescent detection of CD70 proteins in LB1319-MEL and
LB39-MEL CD70+ cells
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Figure S3: Tumor growth in mice and metastasis comparison between
immunocompetent and immunodepressed mice
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Commentaire de |'article Il :

Nos résultats obtenus en cytométrie et en WB montrent que linhibition de la
GTPase RhoA n’éteint pas compléetement I'expression de CD70. Nous avons donc
étudié I'implication d’'une autre voie importante dans la progression des mélanomes :
la voie des MAPK BRAF/MEK/ERK (Gray-Schopfer et al., 2005). Cette voie de
signalisation est souvent constitutivement active dans les mélanomes (pres de 90%)
et le plus souvent a cause des mutations de BRAF en position V600OE (environ 60%
des cas). Nous avons inhibé la voie des MAPK avec des inhibiteurs spécifiques de
MEK (PD98059 et U0126) ou avec des siRNA spécifiques de BRAF. Nous montrons
gue la voie des MAPK régule positivement la transcription de CD70 dans les cellules
de mélanome LB1319-MEL (Figure Al.1). La régulation positive de CD70 par la voie
BRAF/MEK/ERK est aussi retrouvée dans les clones LB39-MEL CD70+ (Figure 1G).
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Figure Al1.1 : La voie BRAF/MEK/ERK contrble positivement I'expression de CD70
dans les mélanomes.

Dans la lignée cellulaire LB1319-MEL, les expressions membranaire (A et C) et
totale (B et D) de CD70, sa quantité d’ARNm (E) et I'activé de son promoteur (F)
sont fortement diminuées sous inhibition de BRAF (SIBRAF) ou de MEK1/2 (U0126 a
5 uM). Le traitement par le U0126 (5 uyM) inhibe aussi I'expression de CD70 dans la
lignée LB39-MEL CD70+ (G).
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Comme nous avions déja montré que la GTPase RhoA régule aussi positivement
et transcriptionnellement I'expression de CD70, nous avons cherché a savoir si les
régulations de I'expression de CD70 par RhoA et BRAF sont liées. Pour cela, nous
avons analysé I'expression et l'activation de RhoA sous inhibition de la voie des
MAPK (Figure A1.2A), et inversement I'expression et I'activation de ERK apres
inhibition de RhoA (Figure A1.2B). Nous avons déterminé que ces deux voies de
régulation de CD70 sont indépendantes. De plus, lors de I'inhibition simultanée des
voies RhoA et MAPK, nous avons observé que I'expression membranaire de CD70
était encore plus diminuée, les deux voies de signalisation sont donc additives
(Figure A1.2C).
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Figure Al.2 : Dans les mélanomes, les voies RhoA et MAPK sont indépendantes et
additives.

L’expression et I'activation de ERK ne sont pas modifiées suite a I'inhibition de RhoA
par le SiRhoA2 (A). L'expression et l'activité de la GTPase RhoA ne sont pas
modifiées sous inhibition de MEK1/2 par le U0126 (5 uM) (B).

L’inhibition simultanée des voies RhoA (SiRhoA2) et MAPK (U0126 5 uM ou
SIBRAF) induit une plus forte diminution de I'expression membranaire de CD70 que
lorsqu’une seule voie est inhibée (C).

Par ailleurs, nous avons également analysé I'expression de CD70 sur des lignées
humaines de glioblastomes (Demuth et al., 2008). D’'apres les résultats obtenus par
cytométrie en flux, CD70 est fortement exprimé sur les cellules qui ont le plus fort
potentiel migratoire, et n’est pas exprimé sur les cellules qui migrent le moins (Figure
A1.3A) ce qui est l'inverse de ce que nous avons décrit pour les mélanomes. Les
cellules U87 CD70+ migrent in vitro plus rapidement que les cellules SF763 CD70-
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(Figures A1.3B et A1.3C). De plus, I'ajout de I'anticorps anti-CD70 (QA32 mAb) induit
un ralentissement de la migration des cellules U87 CD70+. Les capacités de
migration des cellules U87 en présence du QA32 se rapprochent ainsi de celles des
cellules SF763 CD70- (Figures A1.3B et A1.3C). Ces résultats sont contraires a ceux
que nous avons obtenus pour les cellules de mélanome. Ainsi dans le modéle des
glioblastomes, I'expression de CD70 est positivement corrélée au potentiel migratoire
des cellules. Toutefois, on observe que l'ajout de l'anticorps anti-CD70 diminue la
migration et ce qui est en accord avec la migration plus faible des cellules de
glioblastome CD70-.

A

SF-763 SF-767

Figure A1.3 : Contrairement aux meélanomes, CD70 est exprimée sur les lignées
cellulaires de glioblastomes les plus migrantes, et I'ajout d’anticorps anti-CD70 limite
la migration cellulaire in vitro.

L’expression de CD70 est analysée par cytométrie en flux sur des lignées humaines
de glioblastomes connues pour avoir des potentiels migratoires différents (A). Des
tests de migration 2D sur du collagene | montre que I'ajout d’anticorps anti-CD70
(QA32 mAD) ralentit la migration des cellules U87 CD70+ (B) qui se rapproche de la
migration observée avec les cellules SF673 CD70- (C).

Avant de commencer I'étude du réle de CD70 dans la migration, nous avons tenté
de déterminer le réle immunologique de CD70 dans le développement des
mélanomes ; ceci d’autant plus que dans les glioblastomes et les carcinomes rénaux,
CD70 avait été déecrit comme favorisant I'échappement des tumeurs au systeme
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immunitaire. Pour tester la capacité des mélanomes CD70+ a interagir avec des
lymphocytes CD27+ et a modifier leur activitt immune ou induire leur apoptose,
nous avons utilisé les lignées de lymphocytes tumoraux Jurkat qui expriment
faiblement CD27 (17,4%) et MOLT-4 qui I'expriment fortement CD27 (Figure Al1.4A),
et des PBL de donneurs sains. Les PBL ont été soit Non Traités (NT) et expriment
peu de CD27, soit traités avec de la PhytoHaemAgglutinine (PHA), soit avec une
combinaison PHA+IL-2. Le traitement a la PHA seule permet d’'induire l'activation
des PBL et ainsi d’augmenter I'expression membranaire de CD27. La combinaison
PHA+IL-2 induit I'activation et la prolifération des PBL ce qui conduit & la diminution
de I'expression de CD27. Nous avons cocultivé les lymphomes et les PBL avec des
cellules de mélanome LB1319-MEL CD70+ ou CD70- irradiées a 120 Gray. Les
cellules LB1319-MEL CD70- sont obtenues apres transfection avec un siRNA dirigé
contre CD70 (SiCD70) et les cellules CD70+ apres transfection avec le siRNA control
(SiCtrl). Nous avons analysé la proliferation des lymphomes et des PBL, pour cela de
la *"Thy est ajoutée aprés 48h de coculture. 24h plus tard, les cellules sont lysées et
la radioactivité est comptée. On n'observe pas de différence significative de
prolifération des lymphocytes cocultivés avec les cellules LB1319-MEL CD70+
(transfectées avec le siCtrl) ou avec les cellules LB1319-MEL CD70- (transfectées
avec le siCD70) (Figures Al1.4B et Al1.4C). Dans nos conditions, il semble que
l'interaction entre le CD70 exprimé sur les cellules de mélanome et les récepteurs
CD27 exprimés sur les lymphocytes n’induisent pas leur prolifération. De plus, nous
avons recherché l'induction d'une apoptose de ces lymphocytes CD27+ par les
cellules de mélanome CD70+. Pour cela, nous avons analysé par cytomeétrie en flux
la coexpression des marqueurs lymphocytaires CD3 ou CD4 avec un marquage
d’apoptose Apo2.7. Nous n'avons pas observé de différence d’apoptose significative
entre les deux lymphomes CD27+ et CD27-, et les PBL (Figures Al1.4D et A1.4E).
Ces résultats ne nous permettent pas de mettre en évidence un réle d’échappement
de CD70 dans les mélanomes, méme si la présence de CD70 sur les cellules
LB1319-MEL entraine une Iégére augmentation, mais non significative, de I'apoptose
des lymphomes MOLT-4 CD27+.
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Figure Al.4 : L’expression de CD70 sur les mélanomes n’induit pas la prolifération
ou l'apoptose de lymphocytes ou de lymphomes CD27+ ou CD27- dans nos
conditions.

L'expression de CD27 est analysée sur les lymphomes Jurkat (<20%) et MOLT-4
(>80%) (A). Les cellules LB1319-MEL sont transfectées par un SiCD70 ( ) ou un
SICtrl ( ). Les PBL sont non traités (NT) ou traités a la PHA (pour induire leur
activation) ou traités avec une combinaison PHA+IL-2 (pour induire leur activation et
stimuler leur prolifération). Les cellules LB1319-MEL sont cocultivées avec les
lymphomes MOLT-4 et Jurkat (B et D) ou les PBL (C et E). La détection de
lincorporation de *'Thy indique que la présence de CD70 ne modifie par la
prolifération des lymphomes Jurkat et MOLT-4 (B), ni celle des PBL (C). L'apoptose
induite par les cellules de mélanome sur les lymphomes Jurkat et MOLT-4 (D) et les
PBL (E) n’est pas modifiée par I'expression CD70 sur les cellules tumorales.
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Résultats Il

GTPases-independent statin-induced MICA overexpression

reduces melanoma development and metastasis

Christine Pich, Teiti lotefa, Philippe Rochaix, Gilles Favre, and Anne-Francoise

Tilkin-Mariamé

Article en préparation pour une soumission a Frontiers in immunology

L'incidence du mélanome a été multipliée par trois ces 20 derniéres années.
L’efficacité modérée des traitements classiques dans les cas métastatiques motive la
recherche de molécules pharmacologiques qui amplifieraient les réponses immunes
et amélioreraient les thérapies du mélanome. Les cellules NK jouent un role essentiel
dans les réponses immunes grace a leur capacité a lyser les cellules tumorales et a
fournir des antigenes tumoraux et des cytokines (Trapani and Smyth, 2002; Vivier et
al., 2011). Le réle essentiel du récepteur activateur NKG2D a été mis en évidence in
vivo chez des souris déficientes en NKG2D qui meurent précocement de cancers
(Guerra et al., 2008). L'un de ses ligands humains est la protéine MICA, dont
'expression peut étre régulée aux niveaux transcriptionnel et post-traductionnel
(Nausch and Cerwenka, 2008).

Les statines sont des inhibiteurs pharmacologiques de la HMG-CoA réductase qui
permet la synthése du mévalonate. Ces médicaments sont particulierement utilisés
dans le traitement des maladies cardiovasculaires et cérébrovasculaires car le
mévalonate est un précurseur du cholestérol (Boudreau et al., 2010; Demierre et al.,
2005). Il est également le précurseur des composés isoprénylés, farnésyl-
pyrophosphate et génarylgéranyl-pyrophosphate, nécessaires a I|'ancrage
membranaire des protéines prénylées telles que les GTPases Ras et Rho. Nous
avons montré préecédemment que des inhibiteurs de prénylation, le GGTI-298, en
combinaison avec de [I'IlFNy permettaient d’induire une réponse adaptatrice
protectrice mémoire anti-mélanome (Tilkin-Mariame et al., 2005). Nous souhaitons
déterminer si des inhibiteurs de la voie du mévalonate pourrait aussi induire une
réponse innée qui participerait a la mise en place de la réponse immune anti-

mélanome.
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Au cours de ce travail, nous avons étudié la régulation par les statines de
I'expression de la protéine MICA sur des lignées de mélanomes humains et 'effet de
cette régulation sur la réponse NK. Nous avons utilisé une statine synthétique,
l'atorvastatine (Kearney et al., 1993) et une statine naturelle, la lovastatine (Endo,
1980). MICA est un ligand humain qui est aussi bien reconnu par le récepteur
activateur NKG2D des cellules NK humaines que murines, et permet leur activation
dans les deux modeles (Fuertes et al., 2008). Nous montrons qu’un traitement avec
de l'atorvastatine permet la surexpression de la protéine MICA totale et de sa forme
membranaire sur les cellules de mélanome métastatique LB1319-MEL. Le traitement
n'est pas toxique en lui-méme car les cellules prétraitées ou non présentent une
prolifération in vitro similaire. La surexpression de MICA est fonctionnelle car elle
induit in vitro une augmentation de la sensibilité a la lyse par les cellules NK
humaines et murines. Nous avons également obtenu la surexpression membranaire
de MICA suite au traitement & la lovastatine.

Pour déterminer si des protéines prénylées sont impliquées dans la régulation de
I'expression de MICA, nous avons étudié les réles respectifs de RhoA, B, et C, Racl
et Cdc42, en les inhibant par des siRNAs. Les résultats montrent que RhoA ne
régule pas l'expression de MICA, alors que Racl, RhoB et RhoC seraient des
régulateurs positifs. Nous nous sommes ensuite intéressés aux GTPases Ras. Nous
avons bloqué leurs activités par [linhibiteur spécifique l'acide S-
FarnesylThioSialicylique (FTS) et analysé I'expression de MICA. Comme les
GTPases Rho et les protéines Ras régulent positivement I'expression de MICA, nous
n'‘avons pas pu déterminer quel(s) est(sont) le(s) régulateur(s) négatif(s) de
I'expression de MICA responsable(s) de l'action de I'atorvastatine. Nous comptons
étudier d’autres voies métaboliques qui sont, comme les GTPases, inhibées par les
statines et qui pourraient contribuer a I'augmentation de MICA sous traitement par
les statines. Nous allons étudié la voie de production des espéces réactives
oxygénées (Balakumar et al., 2012) et celle de PPARy (Balakumar and Mahadevan,
2012).

Enfin nous avons étudié I'impact du traitement a I'atorvastatine des cellules
LB1319-MEL sur le développement des tumeurs et des métastases in vivo en souris
NMRI nu/nu. Nous avons injecté en sous-cutanée les cellules LB1319-MEL
prétraitées ou non et avons suivi la croissance tumorale sous-cutanée. Nous avons

observé un ralentissement significatif de la croissance tumorale des cellules
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prétraitées a l'atorvastatine. Ce ralentissement suggéere que la surexpression
membranaire de MICA induite par le traitement a 'atorvastatine favorise l'induction
d’'une réponse innée anti-tumorale. En effet, nos résultats in vitro montrent que ces
traitements a la statine ne sont pas toxiques mais ils augmentent la sensibilité des
cellules tumorales a la lyse par les cellules NK. Ces résultats montrent que la
régulation de MICA par les statines est essentielle pour la réponse immune innée
anti-mélanome et pour le contréle du développement tumoral. De plus, nous avons
injecté en intra-veineux des cellules LB1319-MEL prétraitées ou non a I'atorvastatine
dans la veine caudale de souris NMRI nu/nu pour étudier I'effet du traitement par les
statines sur I'implantation métastatique des cellules tumorales dans les poumons des
souris. Grace a un marquage des cellules tumorales avec de l'Intregrisense, nous
avons pu déterminer que le traitement permettait de réduire I'implantation des
cellules LB1319-MEL dans les poumons des souris.

L’ensemble de ce travail suggére que I'atorvastatine pourrait étre utilisée dans le

traitement des mélanomes, et qu’elle semble limiter la formation des métastases.
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Abstract:

Metastatic melanomas are currently the major problem for physicians because patient survival
after metastases detection is short. Several clinical trials have shown moderate efficiency in
improving patient survival, thus the search for pharmacological agents that could enhance the
immune response to reduce melanoma metastases is still necessary. Statins are widely used as
hypocholesterolemic agents in cardiovascular diseases. Moreover, several studies have shown
that statins could also have a protective effect against cancers, because statins block the
mevalonate pathway and consequently GTPases isoprenylation and activity.

We have previously shown that melanoma cells treatments, with inhibitors of the mevalonate
pathway such as statins, induce a protective adaptive immune response against tumors. In the
present study, we tested statins impact on the setting of an innate immune response against
human metastatic melanoma cells. Our data show that statins enhanced MICA membrane
expression, without cytotoxic effect and independently of the Ras and Rho GTPases signaling
pathways. This statin-induced MICA overexpression enhanced in vitro melanoma cells
sensitivity to NK cells lysis. The impact of the statin-treatment on in vivo metastatic
melanoma development was investigated in Nude mice. The results demonstrated that both
local tumor growth and pulmonary metastases were strongly decreased in mice injected by the
statin-treated melanoma cells. These results suggest that statins could become new drugs for
metastatic melanoma treatment.

Keywords: Statins, Melanoma, MICA, NK cells
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Introduction

Cutaneous melanomas are skin cancers characterized as the most aggressive ones. They arise
from melanocytes and after horizontal and vertical growth, they extravade into the draining
lymph nodes and the blood vessels from which they can metastase. Patient survival after
metastatic detection is strongly decreased. Treatments are currently developed to limit
metastases growth and improve patient survival. Inhibitors of BRAF mutated V600E were
validated by several clinical trials but their efficiency is mostly restricted to BRAF V600E
mutated tumors (Flaherty et al., 2010). Other tested treatments with antibodies directed
against CTLA-4 molecule have proven important efficiency in metastatic melanoma (Hodi et
al., 2010). But they induce a deleterious inflammation (Berman et al., 2010). The search of
pharmacological agents that could enhance the immune response to reduce melanoma
metastases is necessary.

Statins are HMG-CoA reductase inhibitors, which block the mevalonate synthesis pathway.
Therefore statins are widely used as hypocholesterolemic agents in cardiovascular and
cerebrovascular diseases. By inhibiting this metabolic pathway, statins also inhibit the activity
of numerous GTPases of the Ras superfamily because they need the isoprenoid chains,
synthesized from the mevalonate, for their function and their location (Rikitake and Hirata,
2009).

Statins are used by millions of people and retrospective studies have shown that besides their
hypocholesterolemic activity they would have a protective effect on the development of
cancers, particularly in melanomas (Boudreau et al., 2010; Demierre et al., 2005).

We have previously shown that melanoma treatments with mevalonate pathway
pharmacological inhibitors, notably statins, in combination with IFNg, favor the anti-tumor
adaptive Immune Response (IR) by inducing MHC class | and costimulatory (CD80/CD86)
molecules overexpression (Sarrabayrouse et al., 2010; Tilkin-Mariame et al., 2005). In this
study, we wondered if these pharmacological inhibitors could also favor anti-melanoma
innate immune response.

NK cells are ones of the most efficient effectors of the innate immune system, which
recognize several molecules expressed on the surface of stressed or tumor cells. A critical
receptor expressed in NK cells is the NKG2D activating receptor. On tumor or stressed cells,
this type Il trans-membrane receptor recognize ligands such as UL-Binding Proteins (ULBPS)
and MHC class | Chain-related protein A (MICA) and B (MICB), all related to the MHC
class I molecule (Lanier, 2008). NKG2D expression is essential for NK cell control of tumor
development because NKG2D-KO mice develop numerous tumors and die prematurely
(Guerra et al., 2008).

In the present study, we analyzed the statins ability to regulate MICA expression in human
melanoma cells and the consequences of this treatment on melanoma development. We
demonstrated that atorvastatin treatment of LB1319-MEL melanoma cells induced MICA
overexpression, which enhanced melanoma cells sensitivity to NK cells lysis. Moreover, in
vivo, we observed that statin pretreatment of melanoma cells was efficient to reduce
melanoma growth after sub-cutaneous injections and pulmonary metastases implantation after
intravenous injections. These data suggest that statins could be pharmacological inhibitors
interesting for melanoma immunotherapy favoring the innate immune response against tumor.

Results
1. Statin treatment induces MICA overexpression and increases NK-cells dependent
cytotoxicity
We tested whether pharmacological treatment of human melanoma cells with statin could
produce cells more immunogenic and more sensitive to NK cells destruction. LB1319-MEL
human melanoma cells were treated for 48 h with 5 uM atorvastatin. This treatment was
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efficient (Fig S1A) and induced a 2,2-fold MICA protein enhancement (Fig 1A). This
atorvastatin treatment similarly enhanced MICA membrane expression (Fig 1B), but not the
deleterious cleavage of membrane expressed MICA (Fig 1C). We controlled that this
atorvastatin treatment is not toxic for the LB1319-MEL cells because they keep growing in
vitro at similar rate after this treatment (Fig 1D).

In a recent study, it had been shown that the increase of MICA and MICB expression on
target tumor cells induced an increase in sensitivity to lysis by NK cells (Chaves-Blanco
2011). We tested for a potential role of atorvastatin in increasing the sensitivity of melanoma
cells to NK killing. We used fresh NK cells, obtained from C57BL/6 splenocytes and isolated
by magnetic cell separation (Miltenyi Biotec) and we cocultivated them for 1 h with LB1319-
MEL target cells either untreated or pretreated with atorvastatin. FACS analysis of tumor
cells lysis showed that atorvastatin treatment allowed a two-fold increase in LB1319-MEL
cells killing, compared to untreated target cells (Fig 1E). In this experiment murine NK cells
were able to kill human melanoma target cells because, as previously shown, murine NK cells
are able to recognize and kill human target cells by interaction of their NKG2D receptor with
specific ligands expressed on human target cells such as MICA, MICB and ULBP (Cerwenka,
Lanier 2001 ; Fuertes 2008).

To test wheter another statin could also induce MICA membrane overexpression, LB1319-
MEL cells were treated with 1 uM lovastatin for 48h, and MICA expression was analyzed by
flow cytometry. Lovastatin, like atorvastatin, induces MICA membrane overexpression (Fig
1F).

Figure 1: Statin treatment induces MICA overexpression and increases NK-dependent
cytotoxicity
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Overall, these data showed that atorvastatin treatment of LB1319-MEL human melanoma
cells enhanced MICA protein and membrane expression and that this treatment is not toxic
but it increased the sensitivity of the tumor cells to NK-dependent killing.

2. Inhibition of Rho subfamily proteins reduces MICA expression

Proteins of the RAS superfamily play regulatory roles on essential cellular functions. Their
activity can be blocked by statin treatment because the statins block mevalonate production
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by HMG-CoA reductase and consequently they also block the production of isoprenyl-PP,
geranyl-PP and farnesyl-PP, which are the precursor molecules necessary to produce the
isoprenyl chains. These isoprenyl chains bind to carboxy-terminal end of Ras superfamily
proteins and allow their adequate cellular localization and their activity. To explain why statin
treatment induced MICA overexpression, we hypothesized that statin block a negative
regulation of MICA expression. And consequently it should exist in melanoma cells
regulatory proteins able to inhibit MICA expression and which are sensitive to statin
blockage. These negative regulatory proteins, blocked by statin treatment, could be
isoprenylated proteins of the RAS superfamily.

We first tested the involvement of proteins oh Rho GTPases subfamily. The three highly
related Rho isoforms, RhoA, B and C share some effector proteins, but also show clear
functional differences. To determine whether these Rho GTPases are involved in the
regulation of MICA membrane expression, a bacterial inhibitor of RhoA, B and C (Tat-C3
exoenzyme) that inhibits the Rho proteins activity by inducing ADP-ribosylation of the three
GTPases was first used. Tat-C3 inhibition was so efficient that it reduced RhoA expression
(Fig S1B). The results showed that these Rho proteins regulate MICA expression but in a
positive way, because their inhibition by Tat-C3 treatment induced a MICA decreased
expression (Fig 2A). Then we tested by a SIRNA strategy that allows the specific inhibition of
RhoA, RhoB or RhoC, if one of them could behave differently and could be a negative
regulator of MICA expression. We first verify that these sSiRNAs were efficient in reducing
RhoA, RhoB or RhoC protein expression (Fig S1B, S1C and S1D) and then we tested their
impact on MICA expression. Transfection of two RhoA-specific siRNAs in LB1319-MEL
cells induced no modification in the level of membrane expressed MICA (Fig 2B). On the
contrary, cells transfected with RhoB- or RhoC- siRNAs significantly reduced MICA
expression, compared to siCtrl (Fig 2C and 2D). Consequently these Rho proteins cannot be
responsible for the increased expression of MICA induced by statin treatment.

We then tested the impact of siRNA-induced reduction of the two other essential members of
the Rho proteins subfamily: Racl and Cdc42 which are known to be involved in the
regulation of several cellular functions including migration and gene transcription. Si-RNA
transfections were efficient to reduce Racl and Cdc42 expressions (Fig S1F and S1G). We
observed that Racl, but not Cdc42, inhibitions also reduce MICA expression in LB1319-
MEL cells (Fig 2E and 2F), even if siRacl.2 showed less efficiency in reducing MICA
expression. These results indicate that Racl is a weak positive regulator of MICA expression.
Altogether these results show that Rho subfamily proteins are not responsible for the positive
regulation of MICA expression induced by statin treatment.

Figure S1: Treatments and transfections were efficient in LB1319-MEL cells
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122  Figure 2: Inhibition of Rho GTPases proteins reduce MICA membrane expression
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125 3. Inhibition of Ras proteins activity reduces MICA expression

126  As Rho subfamily proteins are not responsible for MICA overexpression by statin-treatment,
127  we investigated the role of the well characterized Ras proteins. These proteins belong to the
128 Ras subfamily and are farnesyled in their C-terminal end for membrane anchorage and
129  activity.

130  To determine whether Ras proteins are involved in MICA overexpression, a biochemical
131 inhibitor of Ras protein activity (FTS) was used. The results showed that inhibition of Ras
132  proteins activity by FTS (50 uM to 100 uM for 24 h) induced a decrease in MICA expression
133 in LB1319-MEL cells (Fig 3A and 3B).

134
135  Figure 3: Inhibition of RAS proteins activity reduces MICA expression
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138  The results show that like the Rho GTPases, Ras proteins are positive regulators of MICA
139  expression and consequently they are not responsible for the statin-induced MICA
140  overexpression.

141
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4. Statin treatment of LB1319-MEL cells induces tumor growth slowing-down and

reduction of metastatic pulmonary implantation
To test whether atorvastatin treatment of LB1319-MEL cells was able to increase the anti-
tumor innate immune response in vivo, we subcutaneously injected LB1319-MEL cells
untreated or pre-treated with 5 uM atorvastatin for 48 h in the flank of NMRI nu/nu mice.
Animals were then monitored for tumor growth every 2 days. The follow-up of tumor growth
showed that LB1319-MEL cells pre-treated with atorvastatin grew statistically (p<0,005)
slower than untreated cells (Fig 4A). Interestingly, two mice among the six injected with pre-
treated LB1319-MEL cells rejected their tumor, whereas none of the untreated LB1319-MEL
injected mice did it (Fig 4B). These results are consistent with the statin-induced MICA
overexpression and in vitro NK cells tumor killing enhancement.
NK cells play an important role in the control of metastatic processes (Mehlen and Puisieux,
2006). We investigated if MICA overexpression induced by statin treatment, could be able to
sufficiently enhance favor the innate immune response to reduce metastasis process and in
particular its last step: the pulmonary implantation. LB1319-MEL cells untreated or pre-
treated with 5 uM atorvastatin were intraveinously injected into the vein tail of NMRI nu/nu
mice and the animals were sacrificed 14 days later. Thirty-hours before the mice sacrifice, the
tumor sensor integrisense was injected intraveinously (Shan, 2004). This fluorescent reagent
allowed the visualization of tumor implantations into the lungs (Fig 4C) and also the
quantification of the signal (Fig 4D). We observed that untreated LB1319-MEL cells strongly
colonized the lungs, while atorvastatin-treated LB1319-MEL cells were statistically less
invasive.

Figure 4: Statin treatment inhibits melanoma in vivo development and metastasis
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Discussion

Melanomas are immunogenic tumors which express tumor antigens and other molecules
recognized by the effectors of innate and adaptive immune responses. Current approaches of
melanoma immunotherapy have limited efficiency, therefore new molecules able to enhance
these immune responses are searched. Statins are widely used because of their
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hypocholesterolomic effect but retrospective studies have shown that statins also have a
protective effect against melanoma development (Boudreau et al., 2010). We previously
showed that inhibitors of mevalonate pathway, notably statins, favored anti-melanoma
adaptive immune response (Sarrabayrouse et al., 2010; Sarrabayrouse et al., 2007; Tilkin-
Mariame et al., 2005). So, here we tested the efficiency of statin-treatment to enhance NK-
induced innate immune response against melanomas. Particularly because these innate
immune responses are essential in the control of metastases, which are the challenging step of
melanoma therapy.

In melanoma cells we showed that statins treatment upregulated MICA expression, a critical
molecule in NK cells anti-tumor immune response. This MICA-induced overexpression leads
to an enhanced melanoma cells sensitivity to NK cells lysis, without any intrinsic cytototic
effects. This increased anti-tumor effect of statin treatment was also found with in vivo
experiments. Indeed, subcutaneous tumor growth from statin pre-treated human melanoma
cells was decreased compared to the untreated tumor cells in immunodepressed NK bearing
mice. Above all, statin pre-treatment induced a decrease in the lung implantation of
melanoma cells. Experiments with bacterial or biochemical inhibitors and siRNA allow us to
show that Ras and Rho proteins are not involved in the regulation of MICA expression by
statin. The involvement of other Rho GTPases like RhoE is unlikely because they are weakly
expressed. On the other hand, the implication of ROS or PPARa signaling on statin-induced
MICA overexpression and melanoma development reduction should be evaluated, because
statins are known to disturb these signaling pathways (Balakumar et al., 2012; Balakumar and
Mahadevan, 2012).

Therefore statins, alone or in combination with other agents used in melanoma therapies,
could be very useful.

Material and Methods

Tumor cell line and animals

The human melanoma cell line LB1319-MEL was kindly provided by Pr. T. Boon (Ludwig
Institute for Cancer Research, Brussels). It was maintained in culture by serial passages in
culture medium composed of RPMI 1640 medium (Lonza) supplemented with 10% FCS, 1
mM glutamine, 1% penicillin-streptomycin-amphotericinB (Lonza) and it was monthly tested
to be mycoplasm-free. Six- to 8-wk-old female NMRI nu/nu mice were obtained from
Elevages Janvier. The experiments in mice have been done in the appropriate conditions of
husbandry, experimentation and care, controlled by the Ethic Comity of the Institut Claudius
Regaud under the control of the Regional Comity of Midi-Pyrénées (France). Our protocol
was validated and received the agreement number ICR-2009-0011.

Treatment of melanoma cells

Melanoma cells were treated with a synthetic statin, atorvastatin (Pfizer) 5 uM for 48h, or a
RhoA, B and C inhibitor, Tat-C3 exoenzyme 10 ug/mL for 24 h, or with a Ras inhibitor, FTS
(Interchim) 25 uM to 100 uM for 24 h.

Transfection of sSiRNAs

Melanoma cells were transiently transfected with siRNAs as previously described (Neoplasia
FasL). Briefly, 5x10° cells were transfected with 20 nM of siRNAs using Oligofectamine
(Invitrogen). The following siRNA duplexes, purchased from Eurogentec were used:

SIRNA Sequences
non-targeting siControl (siCtrl) | GACGUGGGACUGAAGGGGU-TT
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siRhoAl GAAGUCAAGCAUUUCUGUC-TT
SiRhoA2 GCAGGUAGAGUUGGCUUUG-TT
siRhoB1 CUAUGUGGGCCGACAUUGAG-TT
siRhoB2 CCGUCUUCGAGAACUAUGU-TT
siRhoC1 UAAGAAGGACCUGAGGCAA-TT
siRhoC2 GACUAUGAUCGACUGCGGC-TT
siRacl.1 CACCACUGUCCCAACACUC-TT
siRacl.2 AAGGAGAUUGGUGCUGUAA-TT
siCdc42.1 GAUAACUCACCACUGUCCA-TT
siCdc42.2 GACUCCUUUCUUGCUUGUU-TT
FACS analyses

PE-conjugated anti-MICA mAb and isotype control were purchased from R&D Systems.
Stained cells were analyzed on a FACS Calibur (BD) and results were analyzed with FlowJo
software (Tree Star). To evaluate membrane antigen expression, the index of specific
fluorescence (ISF) was determined. This was calculated using the following formula:
(Specific antibody Median Fluorescence Intensity (MFI) — Isotype control MFI) x 100
Isotype control MFI

Western blot analyses

Cells were lysed in lysis buffer (20 mM Tris pH 7,6, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,1%
SDS, 0,5% NP-40, 1% proteases and phosphatases inhibitors cocktails) and protein extracts
were prepared by the standard procedure and then separated (200 ug protein/lane) on SDS-
PAGE gels. Proteins were blotted onto polyvinylidendifluoride membranes. The filters were
incubated at 4°C overnight with primary antibodies against MICA (R&D Systems). Actin was
used as a loading control (Chemicon). The membranes (Hybond-p, Amersham Biosciences)
were then incubated with HRP-labeled secondary antibody (Immunotech) for 1h at room
temperature and then detected by chemiluminescence detection kit (ECL, Pierce). Band
intensities were quantified using ImageJ software (National Institute of Health).

ELISA assay

ELISA assays were performed using MICA DuoSet ELISA from R&D Systems. Briefly,
capture antibodies were coated into 96-wells plates overnight. Wells were washed and
incubated with blocking reagent for 1 h at RT. 100 uL of each supernatant were added in
triplicate for 2 h and detection antibody in 2% goat serum (Lonza) was next incubated for 2 h
at RT. 100 uL of Streptavidin-HRP were incubated for 20 min in the dark at RT and the
reaction was revealed by TBM (Thermo-Scientific) after 20 min in the dark at RT. The
reaction was stopped by addition of sulphuric acid 1N. Optical density was measured on a
Labtech spectrophotometer at 450 nm.

NK cells isolation

NK cells isolations were performed using CD49b (DX5) MicroBeads (Miltenyi Biotec).
Briefly, lymphocytes were isolated from three C57BL/6 spleens. Lymphocytes were then
labeled with CD49b antibody coated with magnetic MicroBeads and applied onto a column
placed on a magnetic support. The column was washed and unlabelled cells were collected.
The CD49b-labeled NK cells were collected with PBS after the column removal from the
magnetic support. NK cells purification was evaluated using FITC-conjugated CD49b
antibody (>90%).
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Analysis of NK cells cytotoxic activity

We used Cytoxilux kit (Onco-immumin, Interchim) to investigate NK cells cytotoxic activity
by flow cytometry. Briefly 1x10° LB1319-MEL cells either untreated or pretreated with 5 uM
atorvastatin for 48h were stained with targets marker TFL-4 (FL-4) for 20 min at 37°C and
then washed with PBS to completely remove the unfixed fluorescent reagent. Stained target
cells were then diluted at 8x10” cells per 100 puL of culture medium. The effector NK cells (E)
were incubated with the stained target cells (T) for 1 h at 37°C at 5:1 E/T ratio in 96—well
plates (Dutsher) in triplicate. The supernatant of each well was then discarded and 75 uL of
caspase substrate, which is FITC fluorescent when cleaved (FL-1) or 75 uL of Wash Buffer
for control conditions were added. Cells were finally washed with 150 pL of Wash Buffer and
resuspended in PBS for analysis on a FACS Calibur (BD Pharmingen). The percentage of
cytotoxicity was calculated as the percentage of dead target cells, stained both green (FL-1+)
and blue (FL-4+), among the total number of target cells (all FL-4 cells).

Subcutaneous tumor growth

To study the tumor growth, NMRI nu/nu mice were injected sub-cutaneously with 5 x 10°
LB1319-MEL cells either untreated or pretreated with 5 pM atorvastatin for 48h. Animals
were monitored for tumor growth every 2-3 days by palpation and diameters of the tumors
were measured using a Vernier caliper. Tumor-bearing animals were sacrificed when the
tumors displayed severe ulceration or reached a size of 280 mm?. For the mice which had
rejected the tumor cells, experiments were terminated 9 wk after tumor implantation. Two
groups of 3 mice were tested and the experiment was done twice. Results are expressed as
surface +/- SD (error bars, n=6 mice). Statistical analysis was performed using a two-way
ANOVA test.

Pulmonary metastases implantation

To study pulmonary metastases implantation NMRI nu/nu mice were injected i.v. with 1x10°
LB1319-MEL cells either untreated or pretreated 48h with 5 uM atorvastatin. Mice were
sacrificed 16 d later. Macroscopic metastases were detected visually and quantified. These i.v.
injections in the tail vein of melanoma cells followed by lungs examination for tumor
colonization allows controlled and quantitative experimentation of the last step of metastasis:
the organ colonization. Mice were i.v injected with 100 pL of Integrisense (Perkin-Elmer)
30 h before sacrifice. The fluorescent lungs were analyzed by Fluobeam® camera (690-700
nm) for 120 msec exposition and the fluorescent signals were quantified using ImageJ
software (National Institute of Health). The experiments included 3 mice/group and were
done twice.
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Legends

Figure 1: Statin treatment induces MICA overexpression and increases NK-dependent
cytotoxicity

LB1319-MEL were treated with 5 uM atorvastatin for 48 h (Ator) or untreated (NT). MICA
total expression was analyzed by western-blot (A), membrane expression by flow cytometry
(B) and cleavage by ELISA (C). Every 2-3 days pre-treated (Ator) and untreated (NT)
LB1319-MEL cells were counted to evaluate the in vitro proliferation (D). Percentage of
lysed LB1319-MEL cells pre-treated (Ator) or untreated (NT) after coculture with murine NK
cells was evaluated with Cytoxilux kit (Onco-immumin, Interchim) (E). Murine NK cells
were first isolated from three C57BL/6 spleens with CD49b MicroBeads (Miltenyi Biotec).
LB1319-MEL cells were treated with 1 uM lovastatin for 48 h, and MICA expression was
analyzed by flow cytometry (F).

Figure S1: Treatments and transfections were efficient in LB1319-MEL cells

Treatments and transfections efficiencies were analyzed by western-blot, and actin was used
as a control of uniform loading. The atorvastatin treatment efficiency was controled by the
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analyze of Rap1A unprenylation (RaplA u.p) compared to the total protein (RaplA total) (A).
RhoA expression was analyzed to control Tat-C3 treatment (B) and the two RhoA-specific
SiIRNA (C) efficiencies. RhoB, RhoC, Racl and Cdc42 expressions were analyzed to test their
respective-specific SIRNA efficiencies (D-G).

Figure 2: Inhibition of Rho GTPases proteins reduce MICA membrane expression
LB1319-MEL cells were untreated (NT) or treated with TatC3 exoenzyme (TatC3) 10 pg/mL
for 24 h (A). LB1319-MEL cells were transfected with control siRNA (siCtrl) (B-F), two
RhoA-specific siRNAs (siRhoAl, siRhoA2) (B), two RhoB-specific siRNAs (siRhoB1,
siRhoB2) (C), two RhoC-specific siRNAs (siRhoC1, siRhoC2) (D), two Racl-specific
siRNAs (siRacl.1, siRacl.2) (E) or two Cdc42-specific sSiRNAs (siCdc42.1, siCdc42.2) (F).
MICA membrane expression was analyzed by flow cytometry 72 h after transfection. RhoA-
specific siRNAs had no effect on MICA expression. Treatment with TatC3 exoenzyme and
transfection with RhoB-, RhoC-, Racl-specific siRNAs induced a significant decrease in
MICA expression. To evaluate membrane antigen expression, the index of specific
fluorescence (ISF) was calculated as indicated in the Materiel & Methods section. Results are
expressed as mean x SD (error bars, n = 3 experiments). *P < 0.5; **P < 0.01; ***P < 0.001
versus control condition using the Student t-test (A) or the Tukey ANOVA test (B-F).

Figure 3: Inhibition of RAS proteins activity reduces MICA expression

LB1319-MEL cells were treated or not with a Ras inhibitor, FTS, 50 uM to 100 uM for 24 h,
then cells were analyzed by flow cytometry for membrane MICA expression. A
representative illustration for untreated cells (black) and for cells treated with FTS 100uM
(red) (A). To evaluate membrane antigen expression, the index of specific fluorescence (ISF)
was determined by using the following formula: (median fluorescence intensity (MFI) with
the specific antibody — MFI with the isotype control) / MFI with the isotype control x 100.
Results are expressed as mean = SD (error bars, n = 3 experiments) (B). **P < 0.01 versus
control condition using the Tukey ANOVA test.

Figure 4: Statin treatment inhibits melanoma in vivo development and metastasis
LB1319-MEL cells untreated (NT) or pre-treated with atorvastatin 5 uM for 48h (Ator) were
sub-cutaneously injected in the flank of six NMRI nu/nu mice. Tumor growth was measured
every 2-3 days (A). Tumor growth for each mice are represented (B,C). Integrisens
fluorescent signal was analyzed by Fluobeam® camera and quantified (D,E).
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Commentaire de 'article lll :

Nous avons également analysé I'expression de MICA sur d'autres lignées de
mélanomes : BB74-MEL et LB39-MEL (Brasseur, 2002). Nous avons tout d’abord
déterminé que l'atorvastatine a 10 uyM pendant 48 h induit une modification de
'expression membranaire de MICA dans les deux lignées. Dans la lignée BB74-
MEL, l'atorvastatine permet I'augmentation de MICA, comme pour la lignée LB1319-
MEL (Figure A2.1A). Mais dans cette lignée seul le transport de MICA a la
membrane plasmique est augmenté car nous n'avons pas observé de modification
de la quantité totale de protéine (Figure A2.1B), ni du clivage de MICA (Figure
A2.1C). Nous avons veérifié que le traitement des cellules BB74-MEL avec 10 uM
d’atorvastatine n’était pas toxique en suivant la prolifération des cellules (Figure
A2.1D). Nous avons ensuite déterminé si I'augmentation de MICA pouvait favoriser
la lyse par les cellules NK. Nous avons cocultivé des cellules BB74-MEL prétraitées
ou non avec de l'atorvastatine a 10 uM avec des cellules NK murines triées a partir
des rates de souris C57BL/6. Aprés 4h de coculture, nous avons analysé le
pourcentage de cellules BB74-MEL mortes avec le kit Cytoxilux (Oncolmmun,
Interchim). Nous mettons en évidence une augmentation significative de la lyse
lorsque MICA est surexprimée suite au traitement des cellules a l'atorvastatine
(Figure A2.1E). Ces résultats confirment qu’une surexpression membranaire de
MICA suite a un traitement a l'atorvastatine permet d’'induire une augmentation de la

sensibilité a la lyse par les cellules NK.
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Figure A2.1 : Le traitement des cellules BB74-MEL par l'atorvastatine induit la
surexpression membranaire de MICA et augmente la cytotoxicité dépendante des
cellules NK.

Le traitement a I'atorvastatine a 10 uM entraine une augmentation de I'expression
membranaire de MICA sur les cellules BB74-MEL (A). Cette augmentation n’est pas
retrouvée au niveau de I'expression totale (B) et du clivage (C). Le traitement n’est
pas toxique par lui-méme (D), mais permet d’augmenter la sensibilité a la lyse par les
cellules NK murines triées a partir des rates de souris C57BL/6 (E).

Nous avons ensuite étudié I'effet de l'atorvastatine sur les cellules LB39-MEL.
Contrairement aux cellules LB1319-MEL et BB74-MEL, nous observons une
diminution de I'expression membranaire de MICA suite au traitement pendant 48 h
des cellules avec 10 pM datorvastatine (Figure A2.2A). Cette modification
membranaire est probablement due a une diminution du transport de MICA a la
membrane plasmique des cellules LB39-MEL, car nous n’observons pas de
modification significative de I'expression totale (Figure A2.2B) ou du clivage (Figure
A2.2C) de MICA. Comme précédemment le traitement en lui-méme n’est pas toxique
car les cellules prétraitées ou non par l'atorvastatine ont une prolifération similaire

(Figure A2.2D). Lorsque nous avons cocultivé les cellules LB39-MEL prétraitées ou
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non & 'atorvastatine avec des clones NK, les cellules NK92, nous avons observé une
Iégére diminution de la sensibilité a la lyse par les cellules NK lorsque I'expression
membranaire de MICA est diminuée.

D’apres les résultats obtenus avec les lignées LB1319-MEL, BB74-MEL et LB39-
MEL, nous pouvons déduire que I'atorvastatine régule I'expression membranaire de
MICA sur les mélanomes et module ainsi la sensibilité a la lyse des tumeurs par les
cellules NK. Le traitement a l'atorvastatine induit une réponse immune innée plus

importante s’il permet 'augmentation de I'expression de MICA.
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Figure A2.2 : Le traitement des cellules LB39-MEL par l'atorvastatine réduit
'expression membranaire de MICA et diminue la cytotoxicité dépendante des
cellules NK.

Le traitement a latorvastatine a 10 yM entraine une diminution de I'expression
membranaire de MICA sur les cellules LB39-MEL (A). Cette régulation n’est pas
retrouvée au niveau de I'expression totale (B) et du clivage (C). Le traitement n’est
pas toxique par lui-méme (D), mais il permet de diminuer la sensibilité a la lyse par
les cellules du clone NK92 (E).

Enfin, pour étudier a la fois les volets inné et adaptatif de l'implication du

récepteur NKG2D dans les réponses immunes, nous avons voulu travailler avec le
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modéle murin B16F10 et les souris C57BL/6. En effet, NKG2D est un récepteur
activateur des cellules NK, mais il permet également la costimulation des LT CD8+.
Nous avons tout d’abord déterminé que les cellules B16F10 exprimaient le ligand
murin de NKG2D : la protéine RAE-1 . Ensuite nous avons traité les cellules B16F10
avec de l'atorvastatine, de la Tat-C3 exoenzyme ou un siRNA spécifique de RhoA
(siRhoA2). D’'apres les résultats obtenus en cytométrie en flux (Figure A2.3A) et en
immunoempreinte (Figure A2.3B), ces traitements permettent daugmenter
'expression membranaire de RAE-1 mais pas son expression totale. Comme nous
disposons des souris syngéniques immunocompétentes C57BL/6 et
immunodéprimées C57BL/6 IFNy-KO et de souris déficients en LT (souris NMRI
nu/nu), nous pourrons utiliser les cellules B16F10 prétraitées par I'atorvastatine pour

étudier les deux volets de I'immunité.
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Figure A2.3 : L’expression de RAE-1 sur les cellules B16F10 est régulée
négativement par la GTPase RhoA et le traitement des cellules par I'atorvastatine
augmente I'expression membranaire de RAE-1.

L’expression membranaire de RAE-1 est augmentée sur les cellules B16F10 suite au
traitement a 'atorvastatine (5 uM et 10 uM), a la Tat-C3 exoenzyme et a l'inhibition
de RhoA par un siRNA spécifique (A). Ces traitements n‘'augmentent pas la quantité
de protéine totale RAE-1 dans les cellules B16F10 (B).
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DISCUSSION

Conclusions et perspectives

Au cours de ma thése, j'ai étudié les roles régulateurs des GTPases Rho dans la
reconnaissance des cellules de mélanomes humains et murins par les cellules du
systeme immunitaire inné et adaptatif. Nous avons commencé par I'étude d'un
traitement combinant I'IFNy et le GGTI-298 qui augmente I'immunogénicité des
tumeurs afin que leur utilisation soit possible dans des protocoles de vaccination et
de transfert adoptif. Nous avons ensuite montré que la molécule de costimulation
CD70, dont I'expression est régulée par RhoA, est exprimée sur les cellules de
mélanome présentant un pouvoir métastatique diminué. Enfin, nous avons mis en
évidence gu’un traitement par des statines induit la surexpression de MICA sur les
mélanomes, ce qui amplifie la réponse NK, et entraine un ralentissement de la
croissance tumorale et une diminution de l'implantation des métastases dans les

poumons.

|. RoOles des GTPases Rho dans la mise en place
d’'une réponse adaptative protectrice

L'équipe a précédemment montré que des cellules de mélanome murin B16F10
étaient plus immunogénes suite a un traitement combinant de I'IFNy et des
inhibiteurs des GTPases Rho (statine, inhibiteur de la géranylgéranyltransférase de
type I, C3 exoenzyme) (Tilkin-Mariame et al., 2005). Ce double traitement induisait la
surexpression membranaire des molécules de CMH-I et de costimulation CD80 et
CD86. Nous avons poursuivi ce travail en évaluant I'intérét de ce traitement dans un
protocole de vaccination. Nous avons mis en évidence que la vaccination avec des
cellules B16F10 traitées par I'association d’'IFNy plus GGTI-298 permet de ralentir la
croissance tumorale de cellules B16F10 non traitées (NT) et surtout que 60% des
souris sont totalement protégées et ne développent pas de tumeurs suite a
limplantation des cellules B16F10 NT. Par ailleurs, cette vaccination est aussi

efficace pour limiter les métastases pulmonaires aprés injection intraveineuse des
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cellules B16F10 NT. Ces résultats sont tres intéressants car ils montrent que grace
au traitement IFNy plus GGTI-298, il est possible d’obtenir des cellules de mélanome
beaucoup plus immunogenes. En effet, I'un des problemes majeurs des
immunothérapies actuelles dans le mélanome est d’avoir des cellules tumorales
suffisamment immunogenes pour induire une forte activation des lymphocytes
effecteurs spécifigues des tumeurs.

Nous avons ensuite utilisé ce méme traitement, par I'lFNy plus le GGTI-298, sur
une lignée de mélanome humain LB1319-MEL pour tenter d’augmenter son potentiel
immunogeéne in vitro. Ces cellules expriment le CMH-1 HLA-A0201 et le TAA MelanA-
MARTL1. Cette lignée est intéressante a utiliser car la majorité (plus de 55%) de la
population caucasienne exprime HLA-A0201. De plus, le TAA le plus exprimé par les
mélanomes est MelanA-MARTL, en effet il est exprimé chez plus de 80% des
patients. Suite au traitement par I'lFNy et le GGTI-298, les cellules LB1319-MEL
surexpriment fortement HLA-A0201 et en plus elles expriment la molécule de
costimulation CD86 en membrane. Par contre, nous n'avons pas observé de
surexpression membranaire de CMH-II liee a la présence du GGTI-298 dans le
traitement in vitro. Nous avons montré que ces cellules traitées et irradiées étaient
plus immunogenes que les mémes cellules irradiées et non traitées, car elles
permettent d’obtenir un plus grand nombre de LT CD8+ cytotoxiques spécifiques de
la tumeur, restreints par HLA-A0201 et reconnaissant MelanA-MART1, a partir de
PBMC naifs. Ainsi, les cellules LB1319-MEL, traitées par IFNy et GGTI-298 puis
irradiées, se comportent comme des CPA qui permettraient damplifier
spécifiquement les Rl adaptatives contre le mélanome. Nous pourrions envisager
d’utiliser ces cellules comme cellules stimulantes dans les cultures in vitro faites avec
les PBMC ou les TIL des patients en vue de les réinjecter a ces malades dans des
protocoles d'immunothérapie adoptive. Comme ces cellules LB1319-MEL présentent
le CMH-I et le TAA les plus communs aux mélanomes des populations
caucasiennes, elles pourraient étre utilisées pour une proportion importante des
patients. En effet, ces cellules pourraient étre utilisées pour amplifier les CTL
spécifiques des tumeurs a partir de PBMC prélevés chez les patients HLA-A0201
atteints de mélanomes présentant le TAA MelanA-MARTL1. Lors de la stimulation in
vitro des PBMC des donneurs sains HLA-A0201 avec les cellules LB1319-MEL, il y a

simultanément une activation des LT spécifiques des antigenes d’histocompatibilité
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allogéniques portés par les cellules tumorales. En effet, les patients et les cellules
LB1319-MEL partagent HLA-A0201 mais ils sont sGrement différents pour une partie
ou la totalité des autres molécules de CMH-I (HLA-A, HLA-B, HLA-C) et de CMH-II,
au vu de leur énorme diversité. Cependant, dans nos conditions expérimentales,
nous avons montré que parmi les effecteurs immuns obtenus une majorité
importante était des CTL spécifiques de MelanA-MART1 et restreints par HLA-
A0201. La présence d'une molécule de CMH-I allogénique n’empéche pas
l'activation de CTL spécifiques anti-tumoraux et méme nous avons précédemment
montré qu’au contraire cette forte activation allogénique favorisait la réponse anti-
tumorale spécifique, probablement a cause d’'une sécrétion massive de cytokines
pro-inflammatoires (Tilkin-Mariame et al.,, 2005). Bien s0r, nous sommes
parfaitement conscients que [lutilisation, en clinigue dans des protocoles
d'immunothérapie, de lignées cellulaires établies pose d’énormes, voire
d’'insurmontables problemes de validation des cellules. Mais le traitement in vitro des
cellules tumorales prélevées chez le patient lui-méme pourrait étre envisagé. En
effet, ces cellules tumorales pourraient étre préalablement traitées par de I'lFNy et
des inhibiteurs des GTPases Rho avant d’étre irradiées et mises en coculture avec
les PBMC ou les TIL des patients, d’autant plus qu’il est facilement imaginable
d’obtenir de I'lFNy et des statines utilisables en clinique.

Il serait également envisageable d'utiliser ces cellules LB1319-MEL traitées, par
IFNy plus du GGTI-298 (ou des statines) et irradiées, dans des protocoles de
vaccination. En effet, il existe des protocoles de vaccination thérapeutique dans
lesquels des lysats de cellules tumorales sont injectés seuls ou avec des CD aux
patients pour stimuler leur systéme immunitaire (Ridolfi et al., 2011). Des essais
cliniques ont également été tentés en utilisant des cellules tumorales entiéres
irradiées comme cellules stimulantes (Chen et al., 2002; Simons et al., 1999). Nos
mélanomes traités seraient trés performants dans ce type de protocole. Nous avons
montré que les cellules LB1319-MEL traitées I'lFNy et du GGTI-298 puis irradiées se
comportaient comme des CPA et nous avons aussi mis en évidence avec les cellules
B16F10 l'induction d’'une mémoire protectrice puisque 60% des souris vaccinées ne
développent pas de tumeur suite a leur réinjection par les cellules B16F10 NT. De
plus, linduction d’'une mémoire immune et plus particulierement d'effecteurs LT

CD8+ mémoires est déterminante pour le devenir des patients, comme l'ont montré
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les travaux du Dr. J Galon (Galon et al., 2006) dans les cancers colorectaux et de
plusieurs équipes dans le mélanome (Clark et al., 1989; Clemente et al., 1996;
Mackensen et al., 1993) ou la survie des patients était directement influencée par
linfiltration des tumeurs par des LT CD8+ mémoires.

Des expériences précliniques seraient nécessaires pour évaluer l'efficacité de nos
cellules B16F10 traitées par I'lFNy et les inhibiteurs des GTPases Rho dans des
protocoles de vaccination thérapeutiques, c’est-a-dire en ayant au préalable implanté
les tumeurs B16F10 NT avant de vacciner les souris avec les cellules traitées et
irradiées. D’autre part, il serait également trés intéressant de tester I'efficacité anti-
tumorale de ce double traitement (IFNy plus inhibiteurs) directement injecté a des
souris porteuses de tumeurs B16F10 NT. L'utilisation de statines, comme inhibiteurs
des GTPases Rho, associées a I'lFNy pourrait étre testée dans ce type de protocole.
Au cours de vaccination avec les cellules LB1319-MEL traitées et irradiées ou avec
des cellules tumorales de patients traités de la méme facon, deux voies de
présentation antigéniques pourraient se mettre en place. D’'une part, la présentation
des TAA par les cellules tumorales elles-mémes, et d’autre part, comme elles ont été
tuées par irradiation, elles pourraient étre phagocytées par des CD, fournir des TAA
et stimuler ainsi la Rl anti-tumorale.

Enfin, l'utilisation des cellules tumorales du patient lui-méme pour le traitement a
'IFNy et aux inhibiteurs des GTPases Rho avant leur utilisation comme cellules
stimulantes dans des protocoles d’'immunothérapie ou de vaccination thérapeutique
permettrait de cibler tous les patients méme ceux qui ne sont pas HLA-A0201 ou qui
n'expriment pas MelanA-MART1.

. Robles des GTPases Rho dans I'expression de
CD70, un marqueur lié aux capacités métastatiques
des mélanomes

Les mélanomes métastatiques sont a I'heure actuelle un probléme majeur de
santé publique du fait de la faible survie des patients a 5 ans. Il est nécessaire de
trouver des marqueurs liés aux capacités métastatiques des cellules de mélanome.

CD70 est une molécule de costimulation qui appartient a la superfamille du TNF.
Plusieurs équipes ont montré I'expression ectopique de CD70 sur des cellules de
glioblastomes et de carcinomes rénaux (Diegmann et al., 2006; Wischhusen et al.,
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2002). Son réle immunologique dans les glioblastomes fait encore l'objet de
controverses (Aulwurm et al., 2006; Wischhusen et al.,, 2002) et il serait lié a
'échappement tumoral dans les cellules de carcinomes rénaux (Diegmann et al.,
2006). Lors de travaux précédents, I'équipe a montré I'intérét de I'expression ou de la
sécrétion de CD70 par des cellules de carcinome mammaire murin dans la mise en
place d’'une réponse immune protectrice (Cormary et al., 2004; Cormary et al., 2005).
Nous avons poursuivi ces travaux en décrivant pour la premiére fois I'expression de
CD70 sur des mélanomes humains. En effet, nous avons montré qu’environ 30% des
biopsies de patients atteints de mélanome a différents stades expriment CD70, et
gue trois lignées de mélanomes métastatiques sur les neuf testées, expriment CD70
a différents degrés. Avec les biopsies des patients, nous n'avons pas obtenu de
différence significative d’expression de CD70 entre les différents stades de la
maladie, alors que nos expériences montrent que la présence de CD70 est corrélée
a une diminution des capacités invasives. Au vu de ces résultats, il aurait été logique
d’observer une diminution de I'expression de CD70 au cours de I'évolution de la
maladie. Ceci n'a pas été observé avec notre collection de biopsies de mélanome,
peut-étre trop restreinte. Par contre, cette diminution a bien été mise en évidence
avec les trois lignées tumorales obtenues a partir d'un méme patient mais a
différents stades de la maladie et a plusieurs années d’intervalle. Pour poursuivre
cette étude, il faudrait d'une part augmenter le nombre de biopsies testées et d’autre
part, comparer non plus I'expression de CD70 avec le stade de la maladie, mais
cette expression avec la survie des patients. Pour élargir le nombre de biopsies
utilisables pour les marquages de CD70, il faudrait disposer d’un anticorps capable
de détecter CD70 sur des lames fixées en paraffine, or actuellement nous ne
disposons que d'un seul anticorps qui détecte CD70 uniguement sur des cellules de
mélanome présentes sur des coupes fixées en congélation. Des études
rétrospectives de marquages avec l'anticorps anti-CD70 de biopsies provenant de
patients dont on connait I'évolution clinique et la survie pourraient permettre de
savoir s’il existe un lien entre I'expression tumorale de CD70 et I'évolution du
mélanome.

Nous avons étudié la régulation de I'expression de CD70 sur les mélanomes.
Nous avons commencé par tester limplication des GTPases Rho en utilisant
linhibiteur Tat-C3 exoenzyme qui bloque l'activité de RhoA, B et C. Puis grace a
I'utilisation de siRNA, nous avons montré que seule la GTPase RhoA régulait
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I'expression de CD70. Nous avons voulu déterminer si cette régulation se faisait via
les effecteurs ROCK en bloquant leur activité avec leur inhibiteur spécifique, le
H1152. Mais comme nous n'avons pas observé de modification de I'expression de
CD70, en présence du H1152, la régulation de CD70 par la GTPase RhoA passe par
un ou plusieurs autres effecteurs. Il semble peu probable que des effecteurs tels que
mDia, Citron ou encore Pkn1,2 soient impliqués dans la régulation de la transcription
de CD70 car ces protéines jouent plutdt des roles dans le modelage du cytosquelette
cellulaire (Bustelo et al., 2007). Par contre d’autres effecteurs de RhoA, tels que
PLCyl1 et PKCa, sont connus pour agir sur la transduction du signal et des seconds
messagers (Bustelo et al., 2007) et ils pourraient donc participer a la régulation de la
transcription de CD70. L'utilisation d’inhibiteurs et de siRNA spécifiques serait
nécessaire pour tester leur implication réelle.

De plus, nous avons montré que d’'une part la GTPase RhoA et d’'autre part la
voie de signalisation des MAPK (BRAF/MEK/ERK) régulent positivement et de fagon
indépendante la transcription de CD70 dans les mélanomes. Cette régulation
exercée par BRAF est d’autant plus intéressante, gu'il existe un inhibiteur de BRAF
efficace en clinique, le PLX-4032. Nous avons fait séquencer par le service de
séquencage de I'ICR, I'exon 15 de BRAF de la lignée LB1319-MEL et des clones
LB39-MEL CD70+ et CD70- pour savoir si ces cellules présentaient la mutation
BRAF V600E. Les résultats obtenus montrent que LB1319-MEL ne présente pas la
mutation V600E, par contre tous les clones LB39-MEL CD70+ sont mutés BRAF
V600E, alors qu'une faible proportion des clones LB39-MEL CD70- ne le sont pas.
Cette mutation BRAF VG600E permet d’activer de fagon constitutive la voie
BRAF/MEK/ERK. Méme si les cellules LB1319-MEL ne sont pas mutées en BRAF
V600E, nous avons mis en évidence que la voie BRAF/MEK/ERK est fortement
activée dans ces cellules. Ceci suggére que soit BRAF porte une autre mutation
activatrice, soit que Ras, en amont de BRAF, porte une mutation qui induit une
activation constitutive de la voie des MAPK. Comme on pouvait s’y attendre,
l'inhibiteur PLX-4032 est efficace pour inhiber I'expression membranaire de CD70 sur
les clones LB39-MEL CD70+ (mutés V600E) et I'est partiellement pour la lignée
LB1319-MEL (non mutée V600E) (Figure S1A). Hatzivassiliou et al. (Hatzivassiliou et
al., 2010) ont montré que dans des cellules qui portent des genes Ras muté et BRAF
wt, I'inhibiteur PLX-4720, analogue du PLX-4032, se fixait sur BRAF wt et entrainait
la dimérisation de BRAF et sa localisation membranaire, ce qui activait fortement la
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voie des MAPK. Dans nos cellules LB1319-MEL, nous avons observé une diminution
de BRAF suite au traitement par le PLX-4032. Ce résultat suggere que ces cellules
ont une mutation activatrice de la MAPKKK BRAF, car si Ras était mutée, nous
aurions observé une augmentation de l'activation de la voie des MAPK. Le
séquencage d’autres exons de BRAF, notamment I'exon 11, est nécessaire pour
confirmer ces hypotheses.

Enfin, nous avons montré, grace a l'utilisation de I'anticorps anti-CD70 (Ac QA32)
(Garcia et al., 2004) que I'expression de CD70 est corrélée a une diminution des
capacités migratoires et invasives des cellules de mélanome. L'équipe du Pr. M.
Lépez-Botet (Garcia et al., 2004) a précédemment montré que dans des LT activés,
exprimant CD70 et son récepteur CD27, la fixation de I'Ac QA32 induisait la
surexpression de CD27 et l'activation des voies MAPK et PI3K/AKT. Nous avons
testé l'effet de la fixation de I'Ac QA32 sur les cellules de mélanome. Nous n’avons
pas observé I'expression du récepteur CD27 ni sur les cellules LB1319-MEL ni sur
les clones LB39-MEL CD70+ (Figure S1B). Par contre, la fixation de 'Ac QA32 induit
bien l'activation de la voie des MAPK. Ce résultat montre que la signalisation induite
par CD70 régule négativement I'activation de la voie BRAF/MEK/ERK/RhOE, car la
fixation de I'Ac QA32 entraine une diminution de la forme homotrimérique de CD70
qui mime son absence, ce qui libére la voie BRAF/MEK/ERK/RhoE. L’activation de
cette voie inhibe la formation des fibres de stress d’actine et des points focaux
d’adhésion, ce qui augmente la migration et l'invasion cellulaire. Pour confirmer
implication de la GTPase RhoE dans la voie métabolique contrdlée par CD70 et
induisant l'invasion des cellules de mélanome, il faudrait inhiber RhoE avec des
siRNA spécifiques et analyser limpact sur la migration et les capacités
métastatiques, mais aussi sur la formation des fibres de stress et des points focaux
d’adhésion. Nous proposons un schéma pour décrire le réle de CD70 dans la
migration/invasion dans les mélanomes (Figure S1C).

Ainsi, de fagon trés surprenante nous avons mis en évidence que la voie
BRAF/MEK/ERK d’'une part est inhibée par la signalisation induite par CD70, et
d’autre part régule positivement I'expression de CD70. L'utilisation d’'inhibiteurs de la
voie BRAF (siRNA et U0126) induit une diminution de I'expression de CD70, et aussi
une réduction de la migration et donc des capacités métastatigues des mélanomes
(Figure S1C).
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Nous avons également étudié dans des modeéles de glioblastomes humains, la
corrélation éventuelle entre I'expression de CD70 et les capacités migratoires de ces
cellules tumorales. Nous avons observé que, contrairement aux mélanomes, CD70
était exprimé par les lignées de glioblastomes décrites comme ayant le plus fort
potentiel de migration (Demuth et al., 2008) et en particulier par la lignée U87. Dans
ce modele tumoral, linhibition de CD70 par la fixation de I'Ac QA32 parait
intéressante et prometteuse car elle limite fortement la migration tumorale.

Ainsi, nous avons mis en évidence des roles opposés de CD70 dans les
capacités migratoires et invasives dans les mélanomes et dans les glioblastomes.
Toutefois, nous avons observé que la fixation de I'Ac QA32 induisait une diminution
de la forme homotrimérique de CD70 dans les deux modéles, et induisait une plus
forte activation de la voie BRAF/MEK/ERK. Ces résultats sont résumés dans le

tableau suivant :

LB1319-MEL u87
mélanome glioblastome
Expression CD70 + +
Expression de Ig Ctrl + +
CD70 Trimérique Ac QA32 N N
Activation voie Ig Ctrl + .-
BRAF/MEK/ERK Ac QA32 /! /!
Capacités Ig Ctrl i +
migratoires et
invasives AB QYR 4 N

Tableau S1 : Expression de CD70 et ses effets dans les lignées de mélanome et de
glioblastome testées.

Il semble donc qu’un autre facteur, peut-étre différent dans les mélanomes et les
glioblastomes, permet d’augmenter ou de diminuer les capacités migratoires et
invasives, a partir de l'activation de la voie BRAF/MEK/ERK. Pour vérifier que ce
facteur intervient bien en aval de la voie BRAF, il faudra utiliser des inhibiteurs de la
voie des MAPK, tels que des siRNA ou l'inhibiteur U0126, et étudier leurs effets sur
la migration et l'invasion des glioblastomes. En fonction de ces résultats, il serait
intéressant d’inclure des inhibiteurs de BRAF dans les thérapies cliniques du
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glioblastome ou au contraire de les éviter. De plus, nous devons analyser
implication de la GTPase RhoE et du remodelage du cytosquelette, en particulier
des fibres de stress d’actine et des points focaux d’adhésion, dans les processus de
migration et d’invasion des glioblastomes.

Nos résultats n‘ont pas permis d’expliquer compléetement la régulation de
l'expression de CD70 sur les mélanomes. En effet, nous avons montré que
I'expression de CD70 sur les mélanomes est régulée au niveau transcriptionnel a la
fois par la GTPase RhoA et par la voie BRAF/MEK/ERK, mais lorsque nous avons
inhibé ces deux voies simultanément, nous avons observé que les cellules LB1319-
MEL exprimaient toujours un peu de CD70 a leur membrane. Ainsi, la GTPase RhoA
et l'activation de la voie BRAF/MEK/ERK ne sont pas suffisantes pour expliquer
I'expression de CD70. D’autant plus qu’en comparant les voies des MAPK et RhoA
entre les clones LB39-MEL CD70+ et CD70-, on constate que la voie des MAPK est
autant activée dans les clones CD70+ que dans les clones CD70-, méme si une
faible proportion des clones LB39-MEL CD70- n’est pas mutée en BRAF V600E. De
plus, I'expression et I'activation de RhoA est la méme dans les deux lignées. Enfin, la
surexpression de RhoA, suite a la transduction d’'un adénovirus codant pour la
protéine, n'entraine pas I'expression de CD70 dans les clones LB39-MEL CD70-.
Ainsi les voies BRAF et RhoA sont nécessaires pour avoir une bonne expression de
CD70, mais ne sont pas suffisantes pour induire son expression. Ces résultats nous
ameénent a la conclusion qu'’il existe un troisieme partenaire qui permet I'expression
de CD70. Malgré plusieurs essais, nous n‘avons pas réussi a déterminer quel était
ce troisieme partenaire. Nous avons éliminé la participation de la voie AKT et du
facteur de transcription NF-xB. Pour cela, nous avons testé I'implication de la voie
AKT en utilisant des siRNA dirigés contre les trois protéines AKT1, 2 et 3, puis nous
avons analysé l'expression de CD70 qui restait inchangée. Pour I'étude de
'implication du facteur de transcription NF-xB, nous avons utilisé un plasmide codant
pour des protéines IkB, qui séquestrent NF-kB dans le cytosol. Cette analyse a
montré que I'expression de CD70 n’est pas modifiée suite a I'inhibition de NF-kB.

Enfin, nous devrions poursuivre I'étude du réle immunologique de CD70 dans les
mélanomes. Méme si nous n'avons pas montré que CD70 participait a I'activation du
systeme immunitaire ou a [I'échappement tumoral dans nos conditions

expérimentales, il faut noter que lors des expériences in vivo dinduction de
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métastases pulmonaires, plus les souris sont immunodéprimées, plus le nombre de
métastases augmente. Ceci confirme que le Sl contrdéle I'implantation métastatique
pulmonaire. Mais comme les rapports entre le nombre de métastases pulmonaires
induites par les cellules B16F10-wt versus les cellules B16F10-CD70 restent les
mémes (environ X7) dans les souris immunocompétentes et dans les souris
immunodéprimées, nous n'avons pas mis en évidence un réle immunologique de la
molécule CD70.

Lors de nos expériences de coculture de mélanome avec des PBL réalisées dans
le but de déterminer si CD70 a un réle immunologique dans les mélanomes, nous
nous sommes placés en condition de compléete allogénicité, car nous n’avions pas
analysé le statut HLA des PLB mis en coculture avec les cellules de mélanome
LB1319-MEL CD70+ ou CD70-. De ce fait, les réponses induites par CD70
pourraient étre masquées par les fortes réponses allogéniques. Pour poursuivre ce
volet immun, il faudrait utiliser des cellules de mélanomes et des PBL du méme

patient, dont nous ne disposons pas actuellement.

A blx4032 —0 UM ——1 uM ——5 M = — Ig ctrl — Ac QA32
LB1319-MEL  LB39-MEL CD70+ LB1319-MEL  LB39-MEL CD70+
A A

= x |

® [ f

£ E| ] (|

()] (] , \

o o

o o |

© @ g - —

X Bt X R
CD70 - CD27 -

Figure S1 : Schéma proposé pour décrire le réle joué par CD70 dans les mélanomes
pour controler la migration/invasion.

(A) L'inhibiteur PLX-4032 réduit fortement I'expression de CD70 sur les clones LB39-
MEL CD70+ (mutée BRAF V600E), et faiblement celle sur la lignée LB1319-MEL
(non mutée BRAF V600E). (B) La fixation de 'Ac QA32 n’entraine pas I'expression
de CD27 sur les cellules LB1319-MEL et LB39-MEL CD70+.
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Figure S1 : Schéma proposé pour décrire le réle joué par CD70 dans les mélanomes
pour controler la migration/invasion.
(C) Schéma récapitulatif de la régulation de CD70 et de sa signalisation liée a la
migration/invasion des meélanomes.

lll. Robles des GTPases Rho dans la mise en place de
la réponse immune innée anti-mélanome

Aprées avoir montré l'intérét potentiel de I'inhibition des GTPases Rho dans la
mise en place de la réponse immune adaptative, nous nous sommes intéressés a
leur possible implication dans I'immunité innée. Nous avons étudié leur role dans
I'expression du ligand activateur MICA. MICA est exprimé sur les cellules tumorales,
et en particulier sur les mélanomes, et sa forme membranaire participe a I'activation
des cellules NK et a la costimulation des LT (Cerwenka and Lanier, 2003; Lanier,
2008). Par contre, sa forme soluble, clivée par des MMP, comme ADAM-10 et
MMP14, participe a I'échappement tumoral (Liu et al., 2010; Waldhauer et al., 2008).
En effet, linteraction entre MICA soluble et le récepteur NKG2D entraine
linternalisation du récepteur qui sera dégradé. Ainsi, les cellules NK et LT qui
arrivent au site tumoral expriment moins de NKG2D, ce qui diminue leur
reconnaissance et leur lyse des tumeurs (Paschen et al., 2009).

Nous avons analysé I'expression de MICA sur les neuf lignées de mélanomes
métastatigues que nous possédons : trois lignées expriment fortement MICA
(LB1319-MEL, BB74-MEL et LB39-MEL), et une sous-population de la lignée MZ2-
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MEL.3.0, représentant 40% des cellules, I'expriment. Nous avons commencé I'étude
de la régulation de MICA en traitant les cellules avec une statine synthétique,
I'atorvastatine. Nous avions précédemment montré que cette statine pouvait induire
sur des cellules de mélanome I'expression de ligands du Sl adaptatif, comme les
molécules de costimulation et le CMH-I, nous avons alors émis I'hypothese qu’elle
pourrait inhiber des protéines régulant I'expression d’autres ligands, tels que MICA.
Nous nous sommes focalisés sur I'étude de MICA dans les trois lignées qui
'expriment fortement et nous avons observé que ces traitements induisaient des
modifications du niveau d’expression de MICA. Mais selon la lignée, le traitement par
atorvastatine entrainait l'augmentation ou la diminution de I'expression
membranaire de MICA. Ainsi, sur les lignées LB1319-MEL et BB74-MEL, MICA
augmente, alors que sur la lignée LB39-MEL, MICA diminue. Nous avons ensuite
voulu savoir a quel niveau de la régulation de I'expression de MICA intervient
I'atorvastatine. En effet, dans la littérature, il est décrit que MICA peut étre régulé au
niveau transcriptionnel (Schwinn et al., 2009; Zhang et al., 2008) mais également au
niveau post-traductionnel par I'inhibition de sa traduction par des miRNA (Yadav et
al., 2009), par sa rétention dans le réticulum endoplasmique (Fuertes et al., 2008) ou
encore son clivage en membrane par des MMP (Salih et al., 2002). Toutes ses
régulations peuvent modifier I'expression membranaire de MICA. Nous avons
commencé par 'étude du clivage de MICA en analysant la quantité de MICA clivée
dans les surnageants de culture. Le traitement & I'atorvastatine n’induit pas
d’augmentation significative du clivage de MICA et ne favorise donc pas
I'échappement tumoral. Nous avons ensuite analysé I'expression totale de MICA par
immunoempreinte. Pour les lignées BB74-MEL et LB39-MEL, son expression totale
n'est pas modifiée par le traitement. Les résultats obtenus sur le clivage de MICA et
les immunoempreintes impliquent que linhibition par l'atorvastatine augmente le
transport de MICA a la membrane des cellules. Par contre, pour la lignée LB1319-
MEL, nous avons observé une augmentation des protéines totales suite au
traitement par I'atorvastatine. Cette augmentation pourrait étre la conséquence d’'une
augmentation de la traduction ou de la transcription de MICA, ou de la stabilité des
protéines ou des ARNm. Nous nous sommes intéressés a la quantit¢ d’ARNm de
MICA présente dans les cellules LB1319-MEL suite au traitement par I'atorvastatine,
mais nos résultats ne sont pas concluants. En effet, nous avons observé une

tendance a 'augmentation de la quantité d’ARNm de MICA, mais les résultats varient
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beaucoup d’'une expérience a une autre et nous n'avons pas réussi a avoir assez de
résultats pour obtenir une valeur statistiquement valable (Figue S2A). Dans la lignée
LB1319-MEL, laugmentation membranaire de MICA, suite au traitement par
I'atorvastatine, pourrait étre liee a une augmentation de la transcription de la quantité
d’ARNm ou par stabilisation des ARNm. Pour trancher, il faudra utiliser des
inhibiteurs de la transcription, tel que I'actinomycine D, combinés au traitement par
'atorvastatine et mesurer la stabilité de 'ARNm par RT-gPCR. On pourrait
également utiliser un plasmide rapporteur de I'activité du promoteur de MICA, aprés
'avoir cloné a partir des cellules LB1319-MEL. L’augmentation de I'expression
membranaire de MICA sur les cellules LB1319-MEL a pu étre obtenue aussi en
utilisant dans les mémes conditions expérimentales, une autre statine : la lovastatine.
Ceci confirme la capacité des statines & moduler I'expression membranaire de MICA
sur les cellules de mélanome.

Nous avons ensuite voulu déterminer pour la lignée LB1319-MEL quelle était la
voie de signalisation impliquée dans la régulation de I'expression de MICA. Nous
avions précédemment montré que dans les cellules LB1319-MEL, la régulation de
I'expression des molécules de CMH-I et CD86 par les statines se faisait via les
GTPases Rho. Nous avons donc commencé par I'étude de [I'expression
membranaire de MICA suite au traitement par des inhibiteurs de ces GTPases,
comme la Tat-C3 exoenzyme qui inhibe spécifiquement RhoA, B et C. De facon
inattendue, nous avons observé non pas une augmentation mais une diminution de
'expression de MICA. Nous avons confirmé ce résultat en utilisant des siRNA
spécifigues de RhoA, RhoB et RhoC. Les résultats obtenus avec ces siRNA
montrent que la GTPase RhoA ne régule pas l'expression de MICA, par contre,
RhoB et RhoC en sont des régulateurs positifs. Ces résultats sont d’autant plus
intéressants qu'il a été montré dans plusieurs tumeurs (Adnane et al., 2002; Forget
et al., 2002; Mazieres et al., 2004; Pan et al., 2004), dont les mélanomes (données
non publiées du labo), que I'expression de RhoB est diminuée au cours de la
progression tumorale. La diminution de RhoB, corrélée a celle de MICA pourrait étre
un mécanisme de défense des cellules tumorales pour limiter leur reconnaissance
par les effecteurs du Sl et échapper au rejet.

Nous avons ensuite étudié le réle de Racl et Cdc42, d’autres GTPases de la
famille Rho. Leur inhibition par des siRNA indique que Racl est aussi un régulateur
positif de MICA. Nous avons alors étudié I'implication, dans I'expression de MICA,
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d'autres GTPases dont l'activité est également bloquée par les statines: les
protéines Ras. Nous avons utilisé leur inhibiteur spécifique, le FTS. Il induit aussi une
diminution de MICA. L'ensemble des résultats montre que dans la lignée LB1319-
MEL, les GTPases Ras, Racl, RhoB et RhoC sont toutes des régulateurs positifs de
'expression membranaire de MICA. Nous allons poursuivre notre étude et
déterminer quelle voie métabolique inhibée par les statines régule négativement
'expression de MICA. Pour cela, nous allons étudier la voie de production des
especes réactives oxygénées (ROS), car les statines sont connues pour réguler
lactivité de la NO synthétase qui inhibe les ROS (Balakumar et al., 2012). Nous
étudierons aussi la voie des PPARs dont l'activité est augmentée par les statines
(Balakumar and Mahadevan, 2012).

Par la suite, nous avons voulu déterminer si les augmentations et les diminutions
de l'expression membranaire de MICA sur les cellules de mélanome avaient un
impact fonctionnel. Nous avons utilisé des cellules NK murines isolées a partir de
rates de souris C57BL/6, ou le clone tumoral de NK humain en culture (NK92).
L'utilisation de ces deux types d’effecteurs NK est possible car MICA est un ligand
reconnu par les récepteurs NKG2D humains et murins et il active les cellules NK
dans les deux modeles (Cerwenka and Lanier, 2001; Fuertes et al., 2008). Nous
avons tout d'abord contrélé que nos traitements des cellules a l'atorvastatine
n'étaient pas toxiques par eux-mémes. Puis aprés cocultures entre les cellules NK et
les cellules de mélanomes prétraitées ou non, nous avons montré que lorsque MICA
est surexprimée, les cellules de mélanome sont plus sensibles a la lyse par les
cellules NK. A Tlinverse, la diminution membranaire de MICA les rend moins
sensibles. Nous avons poursuivi par I'étude de l'effet du prétraitement in vitro des
cellules LB1319-MEL par l'atorvastatine sur la croissance tumorale et le processus
métastatique in vivo dans des souris Nude. Les résultats montrent que ces
traitements induisent un ralentissement significatif de la croissance tumorale sous-
cutanée. De plus, sur les six souris injectées avec les cellules LB1319-MEL
prétraitées par I'atorvastatine, un début de croissance tumorale puis un rejet de la
tumeur est observé chez deux souris. Ces résultats suggerent que les cellules NK
des souris Nude parviennent mieux a controler la croissance des mélanomes lorsque
ceux-ci surexpriment MICA suite au traitement par I'atorvastatine. Nous avons
également injecté des cellules LB1319-MEL prétraitées ou non dans la veine caudale
des souris, et analysé le développement de métastases dans les poumons. Les
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cellules NK sont connues pour contrfler activement les étapes de la métastase
(Mehlen and Puisieux, 2006). Le traitement par l'atorvastatine des cellules de
mélanome réduit leur capacité a induire des métastases pulmonaires. Ces résultats
suggerent que la réduction du nombre de métastases est liée a la surexpression
membranaire de MICA qui favorise I'élimination des cellules tumorales par les
cellules NK. L'injection dans la veine caudale ne permet de mimer que les derniéres
étapes de la métastase : la survie des cellules tumorales dans la circulation
sanguine, I'extravasation et la colonisation d’'un organe a distance. Pour étudier
I'effet des traitements par des statines sur les autres étapes de la métastase, nous
pourrions réaliser des injections intra-auriculaires des cellules de mélanome. Avec
cette technique, les cellules tumorales se développent d’abord sur le site de
l'injection, puis elles métastasent vers les ganglions drainants. Nous avons mis au
point cette technique avec les cellules de mélanome des lignées B16 (Nicolson et al.,
1978). Nous disposons de trois lignées : les cellules B16F0 qui sont issues d’un
mélanome spontané primaire apparu dans une souris C57BL/6, les cellules B16F1
qui proviennent de cellules qui ont colonisé les poumons, aprés une injection des
cellules B16F0 dans la veine caudale de souris C57BL/6 et enfin les cellules B16F10
gui sont issues de colonisations des poumons (comme pour B16F1) mais aprés 10
cycles d’injection/colonisation. Ces cellules B16F0, B16F1 et B16F10 présentent des
potentiels métastatiques croissants. Au cours d’expériences in vivo les cellules
B16F0, injectées en intra-auriculaire, ne métastasent presque pas, alors que les
cellules B16F10 métastasent et envahissent un ou plusieurs ganglions drainants. Les
cellules B16F1 ont un comportement intermédiaire entre les B16F0 et les B16F10
(Figure S2B).

Nous avons montré que le traitement par des statines pouvait réguler I'expression
de MICA et ainsi jouer un role dans la reconnaissance des melanomes par le Sl. Les
résultats suggérent que les statines pourraient ralentir la croissance tumorale et
limplantation des métastases en induisant la surexpression de MICA. De plus,
Kidera et al. (Kidera et al., 2010) ont montré que le traitement par les statines
diminuait I'invasion via l'inhibition des MMP1, 2, 9 et 14 et des intégrines a2, a4 et
ab. Ainsi les statines, par leurs effets combinés sur l'invasion et I'expression de
ligands du S, participent a I'immunosurveillance des tumeurs. Toutefois, il est a
noter que dans certaines lignées de mélanome, le traitement par les statines peut

induire une diminution de MICA et donc une diminution de la lyse par les cellules NK.
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Il faudrait donc tenir compte de la variabilité des mélanomes de chaque patient dans
d’éventuels protocoles de traitement ou de stabilisation des tumeurs par les statines.

Pour finir, il sera intéressant de déterminer s’il y existe une corrélation entre
I'expression de MICA et I'évolution des mélanomes. Ceci sera fait en collaboration
avec le Dr. P. Rochaix du service d’anatomo-pathologie de I'ICR, sur des lames de
mélanome de patients ayant été suivis a l'lnstitut. Les dossiers des malades
pourraient probablement nous révéler aussi si les patients ont consommé des

statines pour leurs propriétés hypocholestérolémiantes.
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Figure S2 : Compléments de la conclusion sur les roles des GTPases Rho dans la
mise en place de la réponse innée.

(A) Mesure de 'ARNm de MICA dans les cellules LB1319-MEL traitées ou non a
latorvastatine & 5 yM pendant 48h. Les résultats sont normalisés par le géne de
référence GAPDH. (B) Induction de métastases ganglionnaires dans des souris
C57BL/6 apres injections intra-auriculaires des cellules B16F0, B16F1 et B16F10.
Les mélanomes B16 sont noirs, donc les ganglions métastasés sont noirs et
facilement détectables. Nous avons déterminé l'atteinte des ganglions drainants et
représenté les résultats par: 0, pas de métastase visible ; 1, une petite métastase
visible ; 2, deux petites métastases visibles ; 3, un ganglion complétement envahi ; 4,
au moins deux ganglions envahis.
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Conclusion génerale

L'ensemble de mes travaux montrent que les inhibiteurs de la voie du
mévalonate, tels que les statines et les inhibiteurs de I'isoprénylation des GTPases
Rho, pourraient étre intéressants dans la mise en place de RI innée et adaptative
protectrices dans des protocoles d'immunothérapie du mélanome.

En effet, un traitement combinant I'IFNy et des inhibiteurs des GTPases Rho
permet d’augmenter I'immunogénicité des tumeurs, grace a la surexpression des
molécules de CMH-I et de costimulation CD80 et CD86 sur les lignées de mélanome
humain LB1319-MEL et murin B16F10. Les cellules B16F10 traitées et irradiées
permettent une protection des souris C57BL/6 injectées avec des cellules B16F10
non traitées, suite a l'induction d'une RI adaptative mémoire. Cette RI mémoire
entraine d’'une part un ralentissement, et chez 60% des souris une inhibition totale de
la croissance tumorale, et d'autre part une réduction du développement des
métastases pulmonaires. Les cellules de mélanome humain LB1319-MEL traitées et
irradiées se comportent comme des CPA et permettent I'obtention d’'un plus grand
nombre de LT CD8+ cytotoxiques spécifiques de la tumeur a partir de PBMC de
donneurs sains.

Ensuite, nous avons décrit pour la premiére fois I'expression de la molécule de
costimulation CD70 sur des mélanomes humains. L'expression de CD70 est régulée
positivement et de fagon transcriptionnelle par la GTPase RhoA et la voie
BRAF/MEK/ERK. CD70 est exprimé sur les cellules de mélanome ayant de faibles
capacités métastatiques. Sa détection est intéressante a cause de son rble non-
immunologique dans le contrdle de la voie BRAF/MEK/ERK/RhoOE et la régulation du
cytosquelette cellulaire.

Enfin, nous avons montré que les statines pourraient devenir des agents
pharmacologiques intéressants dans la thérapie du mélanome, par leur implication
dans la régulation de I'expression du ligand activateur MICA reconnu par les cellules
NK. Cette régulation ne passe ni par les GTPases Ras ni par les GTPases de la
famille Rho. L'utilisation des statines dans le traitement du mélanome serait
intéressant dans les mélanomes qui surexpriment MICA en membrane, apres
traitement par les statines, ce qui induit une lyse plus importante des cellules
tumorales par les cellules NK.
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Liste des abréviations

2/3 Dimensions 2D /3D
Ac Anticorps
ADN Acide DésoxyriboNucléique
ALM Acral Lentiginous Meanoma (mélanome lentigineux)
AMM Autorisation de Mise sur le Marché
ARN Acide RiboNucléique (RNA)
ATU Autorisation Temporaire d'Utilisation
BMK1 Big MAP Kinase 1 (ERK5)
protéine BRAF substituée en position 600 de la valine en acide
BRAF V600E glutamique
Breg Lymphocyte B régulateur
CD Cellule Dendritique
CMH-1 ou -l Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe | ou Il (MHC)
CMV CytoMegaloVirus
CNF Cytotoxic Necrotic Factor
CPA Cellules Présentatrices d'Antigénes
CR Conserved Region
CRD Cystein-Rich Domain
CT Centre de la tumeur
CTL Cytotoxic T Lymphocytes (lymphocytes T cytotoxiques)
CTLA-4 Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4
DAG DiAcylGlycérol
DH Dbl Homology
DNAM-1 DNAX Accessory Molecule-1
EBV Epstein-Barr Virus
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
ERK Extracellular signal-Regulated Kinases
FAK Focal Adhesion Kinase
FasL Fas Ligand
FMNL2 Formin-Like2
FTase FarnésylTransférase
FTI FTase Inhibitor
FTS acide S-FarnesylThioSialicylique
GAP GTPase Activating Protein
GDI GDP Dissociation Inhibitor
GDP Guanosine DiPhosphate
GEF Guanosine Exchange Factor
GGTase GéranylGéranylTransférase
GGTI GGTase Inhibitor
gpl100 glycoprotéine 100
GPI Glycosyl-Phosphatidylinositol
GTP Guanosine TriPhosphate
HLA Human Leucocyte Antigen
IDO Indoleamine 2,3-DiOxygenase
IFNa ou y Interféron alpha ou gamma
Ig Immunoglobulin
IGF1R Insulin-like Growth Factor 1 Receptor
IL InterLeukine
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IM Zone marginale, périphérique

iNKT Invariant NKT

IP3 Inositol 1,4,5-tri-Phosphate

ITAM Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif
ITIM Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif
JNK c-Jun N-terminal Kinase

JNK/SAPK c-Jun N-terminal Kinases/Stress-Activated Protein Kinases
KIR Killer cell Immunoglobulin-like Receptor

KO Knock-Out

LB Lymphocyte B

LICR Ludwig Institut Cancer Research

LIMK LIM Kinases

LMM Lentigo Malignant Melanoma (mélanome sur mélanose de Dubreuil)
LT Lymphocyte T

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase

MAPKK MAPK Kinase

MAPKKK MAPK Kinase Kinase

MDSC Myeloid-Derived Suppressive Cells (cellules myéloides suppressives)
MEC Matrice Extra-Cellulaire

MEK1/2 MAPK/ERK Kinase 1/2

MICA ou B MHC class | Chain-related protein A ou B

MLC Myosin Light Chain

MLCK MLC Kinase

MMP Metallo-Protéinases

MP Membrane Plasmique

MULT 1 Murine ULBP-like Transcript 1

NCR Natural Cytotoxic Receptor

NF-xB Nuclear Factor kappa B

NIK NF-kB Inducing Kinase

NK (cellules) cellules Natural Killer

NKG2A ou D NK Group 2 member A ou D

NKG2D-S ou -L NKG2D-Short ou -Long

NKT (cellules) cellules NK présentant un récepteur des lymphocytes T
NM Nodumar Melanoma (mélanome nodulaire)
PAMP Pathogen-Associated Molecular Patterns

PD-1 Programmed cell Death-1

PD-1L PD-1 Ligand

PDB Protein Data Bank

PDGF Platelet-Derived Growth Factor

PH Plekstrin Homology

PHA PhytoHaemAgglutinine

PI3K Phospholnositide 3 Kinase

PIP2 Phosphatidylinositol 4,5-bisPhosphate

PKC Protein Kinase C

PLCy PhosphoLipase C gamma

PP PyroPhosphate

PTEN Phosphatase and TENsin homolog

RAE-1 Retinoic Acid Early-inducible 1

RAET 11, 1H, 1N, 1E, 1G Retinoic Acid Early-inducible Transcript 11, 1H, 1N, 1E, 1G
Ras Rat Sarcoma virus

RBD Rho ou Ras-Binding Domain
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RGP Radial Phase Growth (phase de prolifération horizontale, radiale)

RI Réponse Immune

Rnd3 RhoE

ROCK Rho Kinases

RTK Récepteur Tyrosine Kinase

SH2 Scr Homology 2

Sl Systéme Immunitaire

SiRNA small interference RNA
Superficial Spreading Melanoma (mélanome a extension

SSM superficielle)

TAA Tumor Associated Antigens (antigénes associés aux tumeurs)
Tumor Associated Macrophages (macrophages associés aux

TAM tumeurs)

TCR T Cell Receptor (récepteur des lymphocytes T)

TEM Transition Epithlio-Mésenchymateuse

TGFB Tumor Growth Factor beta

TIL Tumor Infiltrating Lymphocytes (lymphocytes infiltrant les tumeurs)

TLR Toll-Like Receptor

TMA Transition Mésenchymale-Ameboide

TNFa Tumor Necrosis Factor alpha

TRAIL TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand

Treg Lymphocyte T régulateur

ULBP 1-4 Unique-Long 16 Binding Protein 1 a 4

VEGF Vascular Epithelial Growth Factor

VEGFR VEGF Receptor

VGP Vertical Phase Growth (phase de prolifération verticale)
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