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Résumé 
 
 
Ma thèse porte sur l’étude des rôles régulateurs des GTPases Rho et de leurs effecteurs 
ROCK sur l’expression de ligands du système immunitaire, sur des cellules de mélanomes 
murins et humains ainsi que les conséquences sur le développement tumoral de modulateurs 
de la voie RhoA/ROCK. A l’heure actuelle, les traitements du mélanome métastatique ont une 
efficacité! limitée, c’est pourquoi les nouvelles stratégies s’orientent vers l’immunothérapie 
notamment en recherchant de nouvelles molécules pharmacologiques capables d’amplifier les 
réponses immunes anti mélanome.  
 
Mon travail a porté! sur l’étude de trois ligands de l’immunité modulés par la voie 
RhoA/ROCK:  
- Nous avons étudié! la régulation du ligand MICA qui est exprimé! sur des mélanomes 
humains, mais qui est reconnu par les cellules NK humaines et murines du système immun 
inné. En utilisant des statines, qui sont des inhibiteurs de l’activité!des Rho, nous avons induit  
une surexpression membranaire de MICA sans toxicité! cellulaire. Cette surexpression 
s’accompagne d’une sensibilisation des mélanomes!à! la lyse par les cellules NK. Elle induit !
également un ralentissement de leur croissance tumorale sous-cutanée en  souris NMRI nu/nu 
et une diminution de l’implantation des métastases pulmonaires. Nous avons aussi montré que 
cette régulation de MICA induite par les statines ne dépendait pas de l’inhibition des GTPases 
Ras ou Rho mais de la voie de PPARγ. 
- Nous avons ensuite! étudié! la régulation de la molécule de costimulation CD70 par les 
GTPases Rho sur des mélanomes humains et son rôle dans ces tumeurs. Nous avons montré!
que les mélanomes primitifs expriment CD70, que cette expression diminue au cours de la 
maladie et que la GTPase RhoA et la voie des MAPK contrôlent positivement l’expression de 
CD70 sur nos lignées de mélanome humain. De façon surprenante, nous avons aussi montré 
que CD70 possède une fonction non immunologique dans ces tumeurs. En effet, la 
trimérisation de CD70 favorise l’invasion tumorale et l’apparition de métastases en activant la 
voie de signalisation BRAF/MEK/ERK/RhoE et en inhibant les fibres de stress d’actine et des 
points focaux d’adhésion. 
- Enfin, nous nous sommes intéressés aux conséquences de la modulation de FasL sur le 
développement tumoral du mélanome murin B16F10. Des travaux précédents de l’équipe ont 
montré!que la protéine RhoA et ses effecteurs ROCK régulent de façon négative l’expression 
de FasL à! la membrane des cellules B16F10. Nous avons étudié le rôle in vivo de la 
surexpression de FasL induite par l’inhibition de ROCK par le H1152. Nous avons mis en 
évidence un ralentissement de la croissance tumorale in vivo chez les souris 
immunocompétentes. Ce contrôle du développement tumoral est dépendant de la voie 
Fas/FasL et de l’activité! des lymphocytes TCD8+ et de l’IFN-γ. De plus, l’inhibition de 
ROCK réduit le nombre de métastases pulmonaires sans intervention de la réponse immune 
adaptative. 
 
L’ensemble de mes travaux montre que le ciblage de la voie des GTPases Rho et de leurs 
effecteurs ROCK constitue une approche nouvelle pour amplifier les réponses immunes 
protectrices innées et adaptatives anti mélanome, suggérant que des inhibiteurs de cette voie 
pourraient être envisagés dans de nouveaux protocoles d’immunothérapie du mélanome. 
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Summary 

 
My thesis focuses on the study of the regulatory roles of Rho GTPases and their effectors 
ROCK on the expression of immune system ligands in murine  and human melanoma cell 
lines and the impact on tumor development of modulators of the RhoA/ROCK pathway. 
Current therapies for metastatic melanoma have poor efficiency. It is the reason why new 
immunotherapeutic strategies are developed for to find new pharmacological molecules that 
could improve anti-melanoma immune responses. 
 
My work is based on the study of three immune ligands: 
- We studied the regulation by Rho GTPases of MICA ligand expression in human melanoma 
cell lines and their recognition by NK cells. Using statins, inhibitors of Rho GTPases activity, 
we have induced MICA over-expression without any cell toxicity. This MICA over-
expression enhanced melanoma cells sensitivity to NK cells lysis, then reduced subcutaneous 
tumor growth in NMRI nu/nu mice and also decreased pulmonary metastases implantation. 
We also showed that statins-induced MICA over-expression was not linked to Ras or Rho 
GTPases inhibition but to PPARγ!pathway. 
- Then, we studied the expression and the function of a co-stimulatory molecule, CD70, and 
its regulation by the Rho pathway in human melanomas. We demonstrated that the RhoA 
GTPase and MAPK pathway positively regulate CD70 expression in our melanoma cell lines. 
Surprisingly, we observed a non-immunological function of CD70 in melanoma. Indeed, 
CD70 trimerization enhanced melanomas invasion and metastatic capacities through an 
activation of BRAF/MEK/ERK/RhoE pathway, which inhibited stress fibers and focal 
adhesions. 
- Finally, we analyzed the consequences of FasL over-expression on B16F10 murine 
melanoma development in vivo. Our previous studies have showed that RhoA/ROCK 
pathway negatively regulates membrane FasL expression on B16F10 cells. We studied in vivo 
the role of this FasL over-expression induced by ROCK inhibitor H1152, on melanoma cells. 
We showed tumor growth shrinkage in immunocompetent mice, when B16F10 cells were 
pretreated with H1152. The Fas/FasL pathway and the activity of TCD8+ cells and IFN- γ!
induced this tumor slowing down. Moreover, ROCK inhibition induced a reduction of 
pulmonary metastases implantation independently of T lymphocytes response. 
 
Altogether, my work showed that targeting Rho GTPases/ROCK pathway could be interesting 
in order to improve innate and adaptative anti melanoma immune responses, suggesting that 
inhibitors of this pathway could be envisaged in new melanoma immunotherapy protocols. 
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INTRODUCTION 
 

CHAPITRE 1 – LE MELANOME 
 

I. Généralités 
 
Le mélanome est une tumeur cutanée maligne relativement rare (moins de 5% de l’ensemble des 

cancers de la peau) mais particulièrement agressive car elle est à l’origine de la majorité des décès liés 

aux cancers cutanés (Chen et al, 2013; Rogers et al, 2010). Actuellement, son incidence est en forte 

augmentation : alors qu’elle doublait tous les 15 ans depuis 1950, elle a triplé ces 20 dernières années 

(Belot et al, 2008). Il est, de plus, devenu la première cause de mortalité par cancer chez les jeunes 

adultes (Institut Curie).   

 

Ce cancer concerne tous les âges. Le soleil constitue le premier facteur environnemental impliqué dans 

l’épidémiologie de cette forme de cancer. Toutefois, d’autres facteurs de risque ont été établis : le 

phototype, les facteurs génétiques (10% des mélanomes) liés aux mutations des gènes cdkn2 et cdk4 

ainsi que l’existence d’antécédents personnels et familiaux de mélanome, l’immunodépression et enfin 

le nombre de nævi (20-30% des cas) (de Snoo & Hayward, 2005; Gandini et al, 2005). 

 

Le mélanome cutané se développe à partir de mélanocytes, les cellules productrices de la mélanine. La 

mélanine est le pigment cutané protecteur contre les rayonnements Ultra-Violets (UV) du soleil. Les 

mélanocytes sont localisés dans la couche la plus interne de l’épiderme : la couche basale. Les 

mélanomes peuvent apparaître à partir de mélanocytes isolés ou de nævi. Les nævi, considérés comme 

des tumeurs bénignes, sont constitués d’un amas de mélanocytes.  

La première étape dans le développement d’un mélanome est la transformation des mélanocytes  par 

acquisition de mutations provoquant une prolifération anarchique et incontrôlée. La première phase de 

croissance du mélanome est dite radiale (RGP) car le mélanome s’étend de manière latérale au sein 

même de l’épiderme. La deuxième phase de croissance est dite verticale (VGP) car le mélanome 

devient plus agressif et s’étend verticalement en envahissant les tissus sous-jacents. 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 viscères et le cerveau (Gray-Schopfer et al, 2007) (Figure 1).  
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Figure 1 : Les différentes phases de la progression du mélanome (Gray-Schopfer et al, 2007) 
a) Peau saine : Mélanocytes localisés sur la couche basale de l’épiderme. b) Nævus mélanocytaire 
bénin : Augmentation du nombre de mélanocytes regroupés en amas. c) Mélanome à croissance 
horizontale (RGP melanoma) : prolifération radiale des cellules de mélanome. d) Mélanome à 
croissance verticale (VGP melanoma) : prolifération verticale, derme envahi, infiltration potentielle 
du système vasculaire et lymphatique pour atteindre le stade de mélanome malin métastatique. 
  

II. Classification 
 
Les mélanomes cutanés sont classés en quatre types  (Choi et al, 2011) :  

- Le mélanome de Dubreuilh (Lentigo Malignant Melanoma, LMM). Cette tumeur (10% à 15% des 

mélanomes) apparaît en général chez les personnes âgées à partir d’une mélanose au niveau de la tête. 

La phase de développement intra-dermique de ce mélanome est longue. Mais dès lors qu’il évolue 

vers une forme invasive, son pronostic devient comparable aux autres types de mélanome.  

- Le mélanome nodulaire (Nodular Melanoma, NM). Le NM (10% à 15% des mélanomes) est une 

tumeur agressive, proliférant d’emblée verticalement pour envahir le derme et les ganglions 

lymphatiques.  

- Le mélanome lentigineux des extrémités (Acral Lentiginous Melanoma, ALM). Cette tumeur  (5% 

des mélanomes) 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 à extension superficielle (Superficial Spreading Melanoma, SSM). Il s’agit de la forme 

la plus fréquente de mélanomes (70% des mélanomes). Il est associé à des épisodes répétés de brûlures 

solaires le plus souvent survenues dès le jeune âge. 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 critères dits « ABCDE » : A pour Asymétrie générale des contours et 

du pigment, B pour Bords irréguliers, C pour Couleurs multiples, D pour Diamètre supérieur à 6 mm, 

E pour Érythème persistant périphérique ou pour Evolution (Abbasi et al, 2004). 

 

Le mélanome fait partie des tumeurs qui ont un fort potentiel immunogène. Les cellules tumorales de 

mélanome expriment à leur surface des Antigènes Associés aux Tumeurs (Tumor Associated Antigen, 

TAA) capables d’induire des réponses immunes anti mélanome. Diverses études ont permis de les 

identifier et les décrire (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Les antigènes de tumeurs (adapté de(Vigneron et al, 2013))  

Antigènes tumoraux Cancers 

Antigène de différenciation  
  

Melan-A/MART-1 Mélanome 
gp100 Mélanome 

TRP-1, -2 Mélanome 
Antigènes communs spécifiques 

de tumeurs   
MAGE Mélanome 
BAGE Mélanome 
GAGE Tumeurs variées 

NY-ESO-1   
Antigènes issus de mutations 

ponctuelles   
RasV12 Pancréas 
CDK4 Mélanome 

p53 Tumeurs variées 
Antigènes surexprimés   

HER-2/neu Sein, ovaires, poumons 
Télomérase Tumeurs variées 

P53 Tumeurs variées 
Antigènes viraux   

E6-E7 papillomavirus Col de l'utérus 

LMP1-LMP2 EBV 
Lymphomes, 
nasopharynx 

 
Les antigènes de différentiation, les antigènes communs spécifiques de tumeurs et les antigènes issus 

de mutations ponctuelles ont été identifiés dans le mélanome, par contre les antigènes surexprimés et 

les antigènes viraux ne sont pas retrouvés dans les mélanomes. Ainsi, des antigènes provenant de la  

différenciation des mélanocytes, tels que MelanA-MART1 (Van den Eynde & Boon, 1997), gp100 et 

la tyrosinase TRP-2 (Renkvist et al, 2001) sont très fréquemment retrouvés. Ces antigènes sont 

faiblement exprimés sur les mélanocytes sains et fortement exprimés sur les cellules de mélanome. 

Cette catégorie d’antigènes est la plus souvent ciblée pour les thérapies par transfert adoptif et par 

vaccination. Ensuite, les TAA cancer/testis proviennent du lignage des cellules germinales et sont 

anormalement exprimés sur les cellules somatiques cancéreuses. Parmi les antigènes communs 

spécifiques des tumeurs, les TAA MAGE (MAGE 1, 2 et 3) et NY-ESO- 1 ont notamment été décrits 

dans les mélanomes et ils ont été bien étudiés pour leurs capacités immunogènes (Juretic et al, 2003). 

Les TAA liés aux mutations ponctuelles de gènes apparaissant individuellement chez les patients ont 

également été retrouvés dans différents types de cancer dont les mélanomes (Linard et al, 2002; 

Sharkey et al, 2004; Wolfel et al, 1995). Les deux derniers groupes correspondent à des antigènes 

surexprimés qui sont liés à des mutations communes dans différentes tumeurs ou à des infections 

virales mais qui ne sont pas retrouvés dans les mélanomes. 

 
 



! 12!

III. Traitements actuels 
 

1. Pronostic 
 
Actuellement, le pronostic de survie générale à 5 ans d’un patient porteur de mélanome et ayant subi 

une exérèse chirurgicale se fait grâce à l’indice de Breslow en corrélant épaisseur du mélanome et 

pronostic (Breslow, 1970) (Tableau 2). Il mesure l’épaisseur entre la couche granuleuse de l’épiderme 

et la cellule la plus profonde du mélanome. A ce jour, cet indice reste le critère pronostic principal du 

mélanome primaire (Owen et al, 2001). Il participe à la détermination du stade et permet pour la 

chirurgie de déterminer la taille des marges d’exérèse complémentaires. Il n’est toutefois pas assez 

précis et nécessite des ajustements qui peuvent faire varier le pronostic de survie, notamment si les 

ganglions drainants sont métastasés et si le mélanome est ulcéré. Un autre indice développé par 

Wallace Clark (Clark et al, 1969) distingue 5 stades de mélanome basés sur le niveau d’invasion des 

cellules tumorales dans les tissus sous-jacents (Figure 2). 

 
Tableau 2 : Classification des mélanomes par l’indice de Breslow.  
 
    
  
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 2 : Classification des mélanomes par l’indice de Clark 
 
Des études récentes montrent l’intérêt pour le pronostic de prendre en compte le microenvironnement 

immun tumoral et en particulier la présence et la localisation de lymphocytes en périphérie ou au sein 

des tumeurs. Ces évaluations sont statistiquement plus pertinentes que l’indice de Breslow classique 

pour évaluer la survie générale à 5 ans (Erdag et al, 2012; Galon et al, 2006). Nous reviendrons plus 

en détail sur cet aspect dans le chapitre 2 – Partie V-2 (page 42). 

Indice de Breslow (IB) 
(épaisseur) 

Estimation de la survie 
générale à 5 ans 

IB < 0,75 mm 96% 
IB < 1,5 mm 87% 

1,5 mm ≤ IB < 2,5 mm 75% 
2,5 mm ≤ IB < 4 mm 66% 

IB > 4 mm 44% 



! 13!

2. Chirurgie 
 
L’exérèse complète de la tumeur primaire est le traitement de première ligne du mélanome. L’exérèse 

permet de confirmer le diagnostic effectué. De plus, selon le diagnostic effectué suite à la biopsie, un 

élargissement de l’exérèse des tissus sains entourant la tumeur est nécessaire pour réduire les risques 

de récidive (Bichakjian et al, 2011). La marge entoure la zone tumorale, de 0,5 cm (pour un mélanome 

in situ) jusqu’à 2 à 3 cm (pour un mélanome de plus de 4 mm), et elle est de 1 cm pour un mélanome 

de Dubreuilh (InCA, 2010). Dans 80% des cas, la chirurgie est curative sans récidives ni métastases 

ultérieures. Pour les mélanomes qui sont déjà au stade métastatique, la survie du patient diminue de 

façon importante (15% à 2 ans et 5% à plus de 5 ans) (Mouawad et al, 2010; Thompson et al, 2005).. 

 
3. Chimiothérapie classique 

 
La chimiothérapie est proposée pour les mélanomes métastatiques lors d’envahissements des 

ganglions ou d’organes à distance. Deux drogues sont majoritairement utilisées : la Dacarbazine et la 

Fotémustine.  

La Dacarbazine est le précurseur du Diazométhane, un agent alkylant qui perturbe les divisions 

cellulaires et qui conduit à une mort rapide des cellules en division. Aux USA depuis 1975, la 

Dacarbazine a une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) et elle est le traitement de première 

ligne en monothérapie du mélanome avancé en l’absence de métastases cérébrales. En Europe, la 

Dacarbazine est prescrite pour les mélanomes métastatiques. Néanmoins, cette thérapie n’est que 

faiblement efficace (Mouawad et al, 2010) car les taux de réponses globales sont de 7,2% avec moins 

de 5% de réponses complètes. De plus, ces réponses sont généralement de courtes durées (3 à 6 mois) 

et la survie globale est de 5,6 mois.  

La Fotémustine est utilisée lors de métastases cérébrales. Cette molécule appartient  à la famille des 

nitrosourées, agents alkylants qui passent la barrière céphalo-rachidienne. Le taux de réponse globale 

est de 15,5% avec une survie globale de 7,3 mois (Mouawad et al, 2010). Néanmoins, la Fotémustine 

possède des effets secondaires plus importants que la Dacarbazine (Avril et al, 2004). 

 
4. Radiothérapie 

  
La radiothérapie est globalement peu utilisée dans la thérapie du mélanome. Le principal objectif est 

d’ordre palliatif afin de soulager les souffrances lors de métastases osseuses douloureuses ou 

cérébrales non opérables (HAS, 2012) et d’améliorer la qualité de vie du patient (InCA, 2010). 

Néanmoins, l’utilité de la radiothérapie dans le mélanome peut être reconsidérée en combinaison avec 

une immunothérapie se basant sur un transfert adoptif de lymphocytes. En effet, les travaux de Dudley 

et Rosenberg ont montré qu’une meilleure lymphodéplétion préalable des patients, réalisée par 

irradiation des patients améliorerait l’efficacité des lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL) 
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autologues injectés aux patients atteints d’un mélanome avec de l’InterLeukine-2 (IL-2) (Dudley et al, 

2008; Rosenberg et al, 2008).  

 
5. Immunothérapie 

 
La prédisposition à l’apparition de cancers dans des souris ou des patients en situation 

d’immunodéficience a révélé l’implication des réponses immunitaires dans le développement de 

cancers (Silverberg et al, 2011; Zwald et al, 2010). 

Parmi tous les cancers, le mélanome est l’une des tumeurs les plus immunogènes où le rôle protecteur 

de l’immunité semble considérable. Plusieurs études ont révélé un nombre non négligeable de 

régressions spontanées chez les patients porteurs de mélanome et ceci à différents stades de la maladie 

(Bramhall et al, 2014; Kalialis et al, 2009). De plus, la présence d’un infiltrat de lymphocytes T (LT) 

est un marqueur de bon pronostic attestant qu’un recrutement intra tumoral des effecteurs de 

l’immunité favorise l’élimination de la maladie (Erdag et al, 2012; Nikolaou et al, 2012). De 

nombreuses études portant sur ces réponses immunitaires anti mélanome ont mis en lumière des 

interactions complexes entre diverses cellules immunitaires : les macrophages, les cellules NK, les 

cellules dendritiques et les lymphocytes T cytotoxiques, auxiliaires ou régulateurs. Nous reviendrons 

plus en détail sur ces populations immunes dans le chapitre 2 (page 26). 

A cause de leur immunogénicité, les mélanomes sont devenus des modèles privilégiés pour l’étude des 

interactions entre système immunitaire et tumeurs et pour l’évaluation de stratégies d’immunothérapie. 

Ces stratégies visent à stimuler les réponses immunes du patient afin que ce dernier élimine ou  

contrôle plus efficacement sa propre tumeur. 

L’immunothérapie avec de l’Interféron-α (IFN-α) par administration systémique est proposée aux 

patients en complément de la chirurgie lorsque le mélanome est ulcéré et qu’il dépasse 1,5 mm 

d’épaisseur, ou en cas d’envahissement du ganglion sentinelle (InCA, 2010).  

L’IFN-α a des effets anti-prolifératifs, anti-angiogéniques et immunomodulateurs. Il induit une plus 

forte infiltration des tumeurs par des Lymphocytes T CD4+ et l’augmentation de l’expression 

membranaire tumorale des molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de classe I 

(CMH-I). Malgré toutes ces propriétés, les effets cliniques de l’IFN-α sont très décevants car les 

réponses cliniques observées ne sont que de l’ordre de 15% avec moins de 5% de réponses complètes. 

L’IFN-α semble être plus efficace chez des patients qui n’ont pas eu d’atteintes viscérales (Topalian et 

al, 2011). Globalement, l’efficacité de ces traitements est limitée puisqu’ils permettent une 

augmentation de la survie sans progression mais pas de la survie globale (Thompson et al, 2005). 

 
6. Les essais cliniques 

  
L’efficacité globale faible des traitements classiques par chimiothérapie, immunothérapie et 

radiothérapie a favorisé l’émergence de nouveaux axes thérapeutiques pour le traitement du mélanome 

métastatique.  
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Les principaux essais cliniques pour tenter d’améliorer la survie des patients reposent sur : les 

chimiothérapies avec des inhibiteurs de la protéine BRAF mutée en position V600E (BRAF V600E) ; 

les immunothérapies par transferts adoptifs de lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL) autologues et 

traités in vitro avec de l’InterLeukine-2 (IL-2), ou des stratégies vaccinales (vaccination thérapeutique) 

et les anticorps monoclonaux thérapeutiques. 

 
A. Les inhibiteurs de la voie BRAF/MEK  

 

De nos jours, le développement de chimiothérapies ciblées est en pleine expansion car il est porteur 

d’espoir.  

La mutation activatrice de la kinase BRAF en position 600 (BRAF V600E) est présente dans plus de 

50% des mélanomes cutanés, ce qui en fait une cible privilégiée (Gray-Schopfer et al, 2007). Cette 

mutation active constitutivement la voie BRAF/MEK/ERK (Fecher et al, 2008; Jang & Atkins, 2014) 

(Figure 3) et favorise la prolifération et la survie des cellules tumorales (Wellbrock & Hurlstone, 

2010; Wellbrock et al, 2008).  

 

Figure 3 : Les traitements ciblés de la voie BRAF/MAPK dans le mélanome (adapté de (Jang & 
Atkins, 2014)) 
 

Le premier inhibiteur utilisé a été le Sorafenib (Nexavar, Bayer Schering Pharma Ag). C’est un 

inhibiteur à large spectre de l’activité de tyrosines kinases telles que VEGFR, PDGFR et RAF, mais il 

a été progressivement abandonné car il induit de nombreux effets indésirables (apparition de nævi, 

troubles du développement kératinocytaire) (Bennani-Lahlou et al, 2008; Jantzem et al, 2009). De ce 

fait, le ciblage plus spécifique des protéines BRAF et MEK est apparu plus judicieux.  
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Plusieurs inhibiteurs spécifiques de BRAF V600E tels que le PLX-4720 (Plexxikon) et son dérivé le 

PLX-4032 (Zelboraf, Vemurafenib, Roche Parmaceuticals) ont été testé en phase clinique (Chapman 

et al, 2011; Flaherty et al, 2010; Tsai et al, 2008). Ces inhibiteurs bloquent avec une grande efficacité 

l’activité de la protéine BRAF V600E et inhibent ainsi la voie de signalisation en aval (MEK/ERK). 

Ils semblent prometteurs pour stabiliser la maladie mais pas assez efficaces pour l’éradiquer. Les 

essais cliniques de phase III du PLX-4032 ont montré son efficacité chez l’Homme car 48% des 

patients développent une réponse objective contre 5% pour le groupe traité à la Dacarbazine. La 

médiane de survie sans progression est de 5,7 mois pour le PLX-4032 contre 1,6 mois pour la 

Dacarbazine (Chapman et al, 2011). aCes résultats ont conduit à l’obtention d’une AMM par la Food 

and Drug Administration (FDA) en août 2011, d’une Autorisation Temporaire d’Utilisation (ATU) en 

France à la même date puis d’une AMM européenne en février 2012. Il est important de noter que 

l’utilisation de ces deux inhibiteurs de BRAF est restreinte aux tumeurs  exprimant la protéine BRAF 

V600E car des effets délétères ont été rapportés lors de leur utilisation sur des tumeurs exprimant la 

protéine sauvage (Poulikakos et al, 2011).  

Par ailleurs de façon inattendue et intéressante, des études récentes ont démontré que le Vémurafenib 

avait également des propriétés favorisant les réponses immunes anti mélanome. En effet, il semble 

conduire à la réexpression d’antigènes de mélanome, induire un infiltrat de lymphocytes T CD8+ et 

favoriser la cytotoxicité de ces lymphocytes (Frederick et al, 2013; Sapkota et al, 2013). D’autres 

études ont mis en évidence que le Vémurafénib induit l’émergence d’une population clonale de 

lymphocytes T déjà présente dans des biopsies de patients (Cooper et al, 2013). 

 

Un autre inhibiteur de BRAF V600E, le Dabrafenib développé par les laboratoires GSK, a également 

reçu une AMM en mai 2013. 

Malheureusement, les études cliniques ont mis en évidence des patients résistants d’emblée (résistance 

primaire) mais surtout une majorité de patients répondeurs au PLX-4032 qui devenaient à terme 

résistants (résistance secondaire). Ces résistances proviennent généralement d’une réactivation ou du 

maintien de l’activation de la voie MAPK sous Vemurafenib. De nombreuses études tentent d’élucider 

ces résistances primaires et secondaires (Kugel & Aplin, 2014; Lidsky et al, 2014; Sun et al, 2014a). 

Ces études sont schématisées dans la figure 4, qui présente les sites de mutations ou de surexpression 

qui ont été décrits comme impliqués dans ces résistances. 
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Figure 4 : Les sites de mutation ou de surexpression impliqués dans les mécanismes de résistance 
aux  traitements ciblés de la voie BRAF/MAPK dans le mélanome (adapté de (Hertzman Johansson 
& Egyhazi Brage, 2014; Spagnolo et al, 2015) 
 

Enfin, d’autres inhibiteurs de la voie des MAPK et en particulier de MEK (une kinase en aval de 

BRAF) sont également utilisés dans le traitement du mélanome métastatique (Figure 3). Le Trametinib 

a obtenu une AMM suite à un essai de phase III montrant une amélioration significative de la survie 

sans progression (4,8 versus 1,5 mois) et de la survie globale à 6 mois (81% versus 67%) en 

comparaison avec un traitement à la Dacarbazine (Flaherty et al, 2012b). Le Trametinib associé au 

Dabrafenib améliore la survie sans progression (9,4 versus 5,8  mois) et le taux de réponses objectives 

(76% versus 54%) par rapport au Dabrafenib seul (Flaherty et al, 2012a). Le Selumetinib seul n’a 

montré aucun effet clinique bénéfique (Kirkwood et al, 2011) et associé à la Dacarbazine, il n’y a là 

encore que des effets modestes sur la survie sans progression (5,6 versus 3 mois) (Robert et al, 2013). 

 
 

B. Transferts adoptifs de Lymphocytes Infiltrant les Tumeurs amplifiés et traités in vitro 
par de l’IL-2  

 

Les premières études en matière d’immunothérapie ont été une source d’espoir pour le traitement du 

mélanome mais malheureusement cela a finalement conduit à un scepticisme des cliniciens pour cet 

axe thérapeutique. Les travaux du Pr. Rosenberg sur la stimulation par l’IL-2 de TIL de patients suivi 

de leur réinjection ont apporté de grandes perspectives (Mule et al, 1986; Rosenberg et al, 1990), mais 

n’ont pas été suivis d’effets favorables et immédiats (Rosenberg et al, 1990). Des injections 

systémiques d’IL-2 seule ont aussi été expérimentées, mais elles se sont révélées beaucoup trop 
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toxiques. Ces résultats décevants ont conduit à la nécessité de mettre en place des traitements 

immunologiques beaucoup plus spécifiques.  

Les thérapies de transferts adoptifs avec des TIL autologues amplifiés et traités in vitro avec de l’IL-2 

se sont aussi révélées globalement décevantes (Besser et al, 2010; Gattinoni et al, 2006) (Figure 5). 

L’équipe du Pr. B Dréno a procédé à plusieurs essais cliniques sur des patients atteints de mélanome 

de stade III (avec envahissement des ganglions lymphatiques et sans autres métastases détectées). 

Après résection des ganglions lymphatiques, les patients sont infusés avec des TIL additionnés d’IL-2 

ou de l’IL-2 seule pendant deux mois. Ils 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, 2014; Khammari et al, 2007).  

L’inefficacité partielle, détectée lors de ces essais, s’avère être liée au microenvironnement 

immunosuppresseur de la tumeur notamment par la détection du marqueur prédictif Foxp3 

caractérisant les lymphocytes T régulateurs (Treg). Cette immunosuppression rend inefficace les TIL 

injectés aux patients et cela même si leur activité anti mélanome a été vérifiée ex vivo (Disis, 2010). 

Par conséquent, l’utilisation de thérapies bloquant les populations immunosuppressives devrait 

améliorer l’efficacité des transferts adoptifs de TIL et apporter des bénéfices cliniques pour ces 

patients.  

 
Figure 5 : Transfert adoptif de TIL autologues (adapté de (Rosenberg et al, 2008) 
 
   



! 19!

C. Les stratégies vaccinales avec les cellules dendritiques  
 

Différentes stratégies vaccinales ont aussi été évaluées. Ces vaccins reposent sur des peptides 

antigéniques spécifiques des mélanomes, injectés seuls ou présentés par des Cellules Dendritiques 

(CD). Ces protocoles sont difficiles à mettre en place car ils nécessitent des moyens logistiques 

conséquents mais ils apportent des succès certains (Aarntzen et al, 2013; O'Neill et al, 2004) (Figure 

6). En effet, un essai clinique de phase III 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 

clinique de 10% par rapport à des injections d’IL-2 seule (Schwartzentruber et al, 2011). La survie 

sans progression est améliorée (2,2 mois versus 1,6 mois) ainsi que la survie globale qui montre une 

tendance en faveur du vaccin combiné à l’IL-2 (17,8 mois) en comparaison à l’IL-2 seul (11,1 mois). 

De plus, un essai clinique de phase I/II montre que des injections de CD pulsées avec le lysat tumoral 

autologue et du KLH (keyhole limpet hémocyanine), combinées à des injections sous-cutanées d’IL-2 

à faibles doses ont permis d’obtenir des réponses cliniques à la vaccination. (Ridolfi et al, 2011). 

Ainsi sur les 24 patients inclus dans l’essai clinique, deux ont fait une rémission complète, deux des 

rémissions mixtes, cinq des rémissions partielles et enfin cinq patients ont stabilisé leur maladie. De 

plus pour les 14 patients qui ont répondu à la vaccination en développant une hypersensibilité différée 

au KLH la médiane de survie générale est de 21 mois, alors que celle des autres patients n’est que de 7 

mois. Cette étude a aussi montré que la toxicité de la vaccination associée à l’IL-2 était faible et 

qu’elle favorise la réponse des patients à des traitements classiques qui leur sont faits après la 

vaccination. 

 

 
Figure 6 : Protocoles de vaccination par les cellules dendritiques (CD) (adapté de (Tacken et al, 
2007)  
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D. Les immunothérapies avec des anticorps anti-CTLA-4 et PD-1 
 

Une autre voie d’immunothérapie réalisée sur les patients porteurs de mélanomes repose sur le ciblage 

du volet immunosuppresseur de la réponse immune. En effet, des études ont montré que le 

microenvironnement du mélanome peut  inhiber les réponses immunes anti mélanome notamment par 

l’intermédiaire de lymphocytes T régulateurs  ou de molécules membranaires immunosuppressives 

(Bruchard & Ghiringhelli, 2014). 

Des essais cliniques d’immunothérapie réalisés avec deux anticorps monoclonaux anti-CTLA-4, 

l’Ipilimumab (Bristol-Myers Squibb) et le Tremelimumab (Pfizer), sont très prometteurs. CTLA-4 

(Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) est un récepteur membranaire qui se trouve sur les 

cellules du système immunitaire et qui se lie aux ligands de costimulation CD80/CD86 exprimés sur 

les cellules présentatrices d’antigène et sur certaines cellules tumorales (Olive et al, 2011) (Figure 7). 

CD28 est un autre récepteur membranaire exprimé sur ces cellules du système immunitaire 

interagissant avec CD80/CD86 et agissant comme récepteur activateur de la réponse immune.  CTLA-

4 entre en compétition avec CD28 et contrairement à ce dernier, la liaison de CTLA-4 sur CD80/CD86  

entraîne l’inactivation de ces cellules immunes effectrices, CTLA-4 est donc un récepteur 

coinhibiteur.  Ainsi, les anticorps monoclonaux anti-CTLA-4 inhibent le volet inhibiteur de la réponse 

immune et permettent donc une activation optimale des LT (Figure 7). L’Ipilimumab a été utilisé en 

essai clinique de phase III en première ligne de traitement du mélanome métastatique seul ou en 

combinaison avec une vaccination contre le peptide gp100. Cet essai a montré une supériorité en terme 

de survie globale de l’Ipilimumab par rapport au vaccin seul (10,0 mois pour l’Ipilimumab et 6,4 mois 

pour la vaccination) (Hodi et al, 2010). Les résultats prometteurs de cette étude pilote ont été 

confirmés dans une seconde étude de phase III comparant l’Ipilimumab à la Dacarbazine (Phan et al, 

2008; Robert et al, 2011). Depuis juin 2010 en Europe, l’Ipilimumab a obtenu une ATU, et depuis 

mars 2011 aux USA une AMM. Néanmoins, des études récentes mettent en évidence une forte 

induction de l’inflammation, potentiellement délétère, après traitement avec de l’Ipilimumab (Cheng 

et al, 2015).  

 

Le deuxième anticorps anti-CTLA4, le Tremelimumab, n’a pas montré de bénéfice clinique dans un 

essai clinique de phase III chez des patients atteints de mélanomes avancés (Ribas et al, 2013). Par 

contre, il a été testé en combinaison avec de l’IFN-α et cette combinaison se montre prometteuse car 

elle entraine une amélioration de 24% de taux objectifs de réponse (Tarhini et al, 2012). 
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Figure 7 : Ciblage de la voie CTLA-4 par l’anticorps thérapeutique Ipilimumab (adapté de Lebbé et 
al., EMSO, 2008) 
 
 

La protéine PD-1 (Programmed Death-1) est un autre récepteur coinhibiteur de l’activité des  LT. Il 

possède deux ligands PD-L1 et PD-L2 qui sont souvent exprimés par les tumeurs ou par des cellules 

présentes dans leur microenvironnement (Mamalis et al, 2014) (Figure 8. Le Nivolumab est un 

anticorps monoclonal spécifique de PD-1 qui inhibe l’interaction PD-1/PD-L1.  

Les essais cliniques de phase I ont montré des résultats bénéfiques importants du Nivolumab dans le 

mélanome. Le taux de réponse était de 31% avec des effets durables chez la plupart des patients après 

un an de traitement (Topalian et al, 2014). Les taux de survie à 1 an et 2 ans sont de 62% et 43% 

respectivement, avec une médiane de survie globale de 16,8 mois. 27% des patients restent sans 

progression de la maladie 2 ans après le traitement. Cependant 22% des patients ont subis des effets 

secondaires de grade 3/4. Le Nivolumab a bénéficié d’une procédure accélérée d’autorisation de mise 

sur le marché (moins de 3 mois après le dépôt du dossier) du fait des résultats significatifs en termes 

d’efficacité et de sécurité. 

Un large essai clinique de phase III a comparé les bénéfices du Nivolumab par rapport à ceux de la  

Dacarbazine chez des patients atteints de mélanome ne possédant aucune mutation pour BRAF. La 

survie globale à 1 an est de 72,9% pour le Nivolumab contre 42,1% pour la Dacarbazine. La médiane 

de survie sans progression est de 5,1 mois pour le Nivolumab contre 2,2 mois pour la Dacarbazine. Le 

taux de réponse objective est de 40% pour la Nivolumab contre 13,9% pour la Dacarbazine. Des effets 

secondaires de grade 3/4 ont eu lieu dans 11,7% des patients traités au Nivolumab contre 17,6% pour 

la Dacarbazine.  Les résultats préliminaires de cet essai clinique ont montré un bénéfice du Nivolumab 

tellement évident et supérieur à celui de la Dacarbazine que l’essai clinique a été écourté et modifié de 



! 22!

façon à orienter les patients vers un traitement au Nivolumab. Ainsi, le Nivolumab a reçu une AMM 

de la FDA en décembre 2014 et une ATU en France qui a pris effet le 5 janvier 2015 pour des patients 

atteints d’un mélanome de stade III ou IV.  

Un autre essai clinique de phase III a montré que le Nivolumab apportait un bénéfice clinique chez les 

patients ayant rechuté après un traitement à l’Ipilimumab ou aux inhibiteurs de BRAF (WEBER 

2015). Ces résultats ont orientés l’administration du Nivolumab comment thérapie de seconde ligne. 

Le Pembrolizumab est un autre anticorps monoclonal dirigé contre PD-1. Il a aussi reçu une AMM de 

la FDA et une ATU en France en 2014 pour les patients atteints d’un mélanome préalablement traités 

à l’Ipilimumab ou aux inhibiteurs de BRAF. 

 

 
Figure 8 : Ciblage de la voie PD-1 par l’anticorps monoclonal Nivolumab (Mamalis et al, 2014) 
 
Une étude récente de preuve-de-concept (Wolchok et al, 2013) a démontré que l’utilisation combinée 

des anticorps monoclonaux Ipilimumab et Nivolumab induit une réduction tumorale rapide chez 50% 

des patients atteints de mélanome avancé. Ces travaux apportent un rationnel solide pour la mise en 

place d’une thérapie anti mélanome combinée. Des résultats préliminaires et encourageants d’un essai 

clinique de phase II concernant la combinaison des deux anticorps ont été récemment annoncés au 

congrès ESMO de 2014. Sur une cohorte de 41 patients, la combinaison du Nivolumab et de 

l’Ipilimumab montre des effets bénéfiques précoces et durables avec des taux de survie globale de 

80% à 2 ans. Ces résultats sont d’ailleurs sans précédent dans les essais cliniques sur le mélanome à 

cohorte et durée équivalente. 

 

Le mélanome pose un vrai problème de santé publique à cause de son incidence croissante et de 

l’inefficacité globale des traitements lorsqu’il est métastatique c’est pourquoi de nombreuses études 

sont effectuées à l’heure actuelle pour améliorer de façon significative la survie des patients. Deux 

principales voies sont étudiées : les thérapies ciblées de la protéine BRAF mutée en position V600E et 

les immunothérapies avec les anticorps dirigés contre le volet inhibiteur de la réponse immune anti 

tumorale (anti-CTLA-4, anti-PD-1). Ces thérapies sont prometteuses, en particulier les 

immunothérapies car les chimiothérapies ciblées sont restreintes à certains patients. A l’avenir, pour 
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avoir une amélioration significative de la survie des patients, il faudra certainement faire des 

combinaisons de différentes thérapies (immunothérapie et chimiothérapie ou immunothérapie et 

radiothérapie), mais il faudra aussi trouver de nouvelles voies thérapeutiques.  
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CHAPITRE 2 – LES REPONSES IMMUNES 
 

I. Généralités 
 
De nos jours, il est reconnu que le microenvironnement tumoral joue un rôle majeur en contrôlant le 

développement des cellules cancéreuses. Divers types cellulaires coexistent dans ce 

microenvironnement tumoral. Les cellules tumorales sont entourées essentiellement de vaisseaux 

sanguins, de matrice extracellulaire, de fibroblastes et de diverses cellules immunes (Junttila & de 

Sauvage, 2013) (Figure 9).  

 

 
Figure  9 : Le microenvironnement tumoral (Junttila & de Sauvage, 2013) 
 
Je me suis intéressé au cours de ma thèse à la composante immune de ce microenvironnement. De 

nombreuses études récentes ont montré que les tumeurs de différentes origines possèdent des 

potentiels immunogènes plus ou moins importants. Le mélanome fait partie des tumeurs immunogènes 

qui sont capables de déclencher des réponses immunes visant à les éliminer. Ces réponses immunes 

sont la synthèse de deux tendances opposées. En effet, l’immunologie des tumeurs repose sur deux 

versants essentiels et inverses: la surveillance immunitaire des cellules tumorales et les mécanismes 

d’évasion permettant à ces cellules  d’échapper à la destruction immune. 

 
L’idée que le système immunitaire (SI) peut contrôler le développement tumoral est très ancienne mais 

elle est longtemps restée sujette à débat. En 1909, Paul Ehrlich fut probablement le premier à suggérer 

que des cellules tumorales se développeraient régulièrement mais seraient contrôlées par le système 

immunitaire. Il aura fallu une longue période d’études préliminaires pour que le concept 

d’immunosurveillance émerge en 1970, suite aux travaux de Burnet (Burnet, 1957; Burnet, 1972). 
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L’émergence de modèles murins immunodéficients (sur fonds génétiques purs) a permis de montrer 

que les souris déficientes en interféron gamma (IFN-γ) (Dighe et al, 1994) ou en Recombination 

actived gene 2 (RAG2) (Shankaran et al, 2001) présentent une plus grande susceptibilité au 

développement tumoral. Ainsi, la surveillance immunitaire des tumeurs repose sur le fait que les 

cellules du Système Immunitaire (SI), en particulier les LT, sont impliquées dans un phénomène de 

surveillance de l’organisme contre le développement de tumeurs. Les LT exercent cette surveillance 

en reconnaissant les cellules néoplasiques comme étrangères grâce à l’expression d’antigènes 

tumoraux à leur surface et à leur élimination à un stade précoce. Selon le concept 

d’immunosurveillance, les tumeurs ne se développent que lorsque les cellules cancéreuses échappent 

au SI. Suite au concept d’immunosurveillance est apparu celui de l’immunoédition qui correspond à 

l’existance de mécanismes d’évasion permettant aux cellules tumorales ayant été reconnues par les 

effecteurs du SI  d’échapper à la destruction immune (Prendergast, 2013) (Figure 10). Nous y 

reviendrons plus en détail dans le Chapitre 2 – Partie IX (page 52). 

 
Figure 10 : Modèle synthétique de l’immunosurveillance et de l’immunoediting (Prendergast, 2013) 
Lors de la tumorigénèse, les cellules transformées expriment des antigènes tumoraux reconnus par le 
système immunitaire permettant ainsi leur élimination : c’est l’immunosurveillance. L’évolution de la 
reconnaissance antigénique lors de l’immunoédition amène la tumeur vers un stade clinique de 
dormance ou d’équilibre où elle est contrôlée par le SI mais elle ne se développe pas. Finalement, 
cela abouti à un échappement de la tumeur et à une progression de la maladie. 
 
 
Plusieurs études ont confirmé que le SI joue effectivement un rôle dans la surveillance des tumeurs. 

En effet, une plus forte incidence des cancers est retrouvée chez les souris et des patients 

immunodéprimés (Silverberg et al, 2011; Zwald et al, 2010). Par exemple dans des situations 

d’immunosuppression liées à des greffes d’organe, l’incidence des cancers de la peau est plus élevée. 
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Les augmentations les plus fortes sont celles des sarcomes de Kaposi (84 fois) et des carcinomes à 

cellules squameuses (65 fois) (Jensen et al, 1999). Pour le mélanome, l’augmentation est modeste et 

varie selon les études de 2% à 8% (Zwald et al, 2010). 

L’incidence des cancers est aussi augmentée chez les patients atteints du Sida. Ces incidences sont très 

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 (environ 5%) (Silverberg et al, 2011). 

 

Dans ce chapitre, nous allons présenter les différents effecteurs majeurs de la réponse anti tumorale. 

 

Le système immunitaire est divisé en deux composantes : une réponse immunitaire innée suivie d’une 

réponse adaptative. C’est la coopération complexe des deux systèmes, par l’intermédiaire des cellules 

immunitaires qui les composent, qui permet de lutter contre les infections et d’éliminer des cellules 

cibles comme les cellules tumorales (Figure 11).  

 

 
Figure 11 : Cellules participant au système immunitaire inné et adaptatif (Dranoff, 2004) 
  

II. Le système immunitaire inné 
 
Le SI inné est la première ligne de défense de l’organisme. Différents effecteurs de ce système ont été 

répertoriés : les cellules inflammatoires (les granulocytes basophiles, éosinophiles, neutrophiles, les 

monocytes, les macrophages et les mastocytes), les cellules Natural Killer, les cellules NKT, les 

Lymphocytes Tγδ et les Cellules Dendritiques (Cruvinel Wde et al, 2010). 

 

Les cellules inflammatoires sont les premières cellules à intervenir lors d’agressions extérieures. 

Elles permettent la phagocytose d’éléments étrangers ou de cellules infectées ou tumorales. 
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Parmi ces cellules inflammatoires, les macrophages jouent un rôle essentiel dans le contrôle du 

développement tumoral (Biswas et al, 2013). Les macrophages sont très abondants dans les 

mélanomes et leur densité augmente avec l’épaisseur des tumeurs. Ils exercent un rôle important dans 

la présentation antigénique et l’éradication des cellules tumorales dans les phases précoces (Romieu-

Mourez et al, 2006). A l’inverse, d’autres études ont montré que l’infiltrat d’un phénotype particulier 

de macrophages est associé à un mauvais pronostic dans les mélanomes, les cancers du pancréas ou du 

sein car une sous population de macrophages favorise le développement tumoral (Varney et al, 2005; 

Zhang et al, 2012a). Ainsi, le rôle des macrophages associés aux tumeurs (TAM) dépend du type de 

cancers et de leur phénotype qui se modifie dans le microenvironnement tumoral. Ces macrophages 

sont classés en deux types selon leur polarisation : le type M1 à activité anti tumorale et le type M2 à 

activité pro-tumorale (Noy & Pollard, 2014; Schmid & Varner, 2010)  (Figure 12). 

  
Figure 12 : Macrophages M1 et M2 (adapté de (Schmid & Varner, 2010)) 
Les monocytes (ou macrophages résidents) se différencient en macrophages M1 en présence d’IFN-γ. 
Plusieurs mécanismes permettent aux macrophages M1 d’avoir une activité anti tumorale : ils 
sécrètent du TNF-α, de l’IL-12 et des ROS (Reactive Oxygen Species) et favorisent les réponses 
immunes de type Th1. Au contraire, les macrophages M2 se développent à partir des monocytes en 
présence de IL-4, -13, -10. Ces macrophages M2 favorisent le développement tumoral en sécrétant de 
l’IL-10 et du TGF-β et en favorisant la réponse immune de type Th2. 
 
Le récepteur des lymphocytes LTγδ  (aussi appelés non conventionnels) (TCR) est composé des 

chaînes γ et δ (Marquez-Medina et al, 2012). Ce récepteur leur permet de reconnaître les antigènes non 

peptidiques, comme des phospho-antigènes, exprimés à la surface des cellules tumorales. Ils 

participent au contrôle immun du développement tumoral grâce à une activité cytotoxique importante 

dépendante du TNF-α (Tumor Necrosis Factor alpha) et de l’IFN-γ. 
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Les cellules T Natural Killer (NKT) sont des LTαβ possédant également des caractéristiques de 

cellules NK et un récepteur TCR dont la particularité est de reconnaître différents antigènes non 

peptidiques (Terabe & Berzofsky, 2014). Elles reconnaissent des glycolipides tumoraux présentés par 

le CD1d. L’activation des cellules NKT génère une forte sécrétion d’IFN-γ qui favorise l’activation 

des cellules NK et des LT CD8+ ou encore une forte production d’IL-4 pour l’activation des Th2 dans 

les réponses aux allergies!(Akbari et al, 2003). 

 

D’autres cellules de l’immunité innée sont importantes pour le développement tumoral et en 

particulier des mélanomes, il s’agit des cellules myéloïdes suppressives (Myeloid-Derived 

Suppressive Cells, MDSC). Les cellules myéloïdes sont constituées d’une population cellulaire 

hétérogène. Elles sont recrutées dans les tumeurs où elles jouent un rôle pro-tumoral en inhibant la 

fonction des cellules immunes effectrices cytotoxiques par la production de Tumor Growth Factor-β 

(TGF-β) et de l’IL-10 (Filipazzi et al, 2012; Lengagne et al, 2011; Ostrand-Rosenberg & Sinha, 2009). 

 

Enfin, les acteurs principaux du SI inné sont les cellules NK. Ce sont des lymphocytes qui ont une 

double activité cytotoxique : à la fois directe et pro-infammatoire par sécrétion de cytokines. Leurs 

caractéristiques seront détaillées dans un paragraphe qui leur sera consacré plus loin dans ce chapitre 

(page 31). 

 

Les Cellules Dendritiques (CD)  

Pour induire des réponses immunes spécifiques, les antigènes doivent être présentés aux LT CD8+ ou 

CD4+ par des molécules du CMH-I ou CMH-II respectivement. Parmi les cellules présentatrices de 

l’antigène (CPA), les cellules dendritiques (CD11c+) sont les plus performantes : elles ont la capacité 

d’activer des LT naïfs et d’induire des réponses humorales et cytolytiques par leur présentation 

d’antigènes par les CMH-I ou -II. Les étapes du catabolisme de l’antigène sont corrélées aux stades de 

maturation des CD : seules les CD immatures, concentrées dans les tissus périphériques, peuvent 

phagocyter et provoquer l’endocytose des antigènes solubles et particulaires. A ce stade les CD ne 

peuvent pas présenter les antigènes aux LT car leurs molécules du CMH sont retenues dans les 

lysosomes. Des signaux inflammatoires (TNF-α ou IL-1) ou du LPS et l’interaction CD40-L/CD40 

provoquent la maturation des CD (Blanco et al, 2008). Cette maturation entraine l’expression de CD83 

sur les CD, des changements morphologiques, une relocalisation des CMH à la membrane, 

l’expression de molécules de costimulation et leur migration vers les organes lymphoïdes secondaires 

ganglions et la rate, principalement.  

 

 Les CD servent de sentinelles pour détecter une agression et se situent ainsi à l’interface entre le 

système inné et le système adaptatif.  
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Dans le SI inné, Les cellules dendritiques reconnaissent les microorganismes grâce à des 

immunorécepteurs pour certains motifs moléculaires conservés communs aux microorganismes : les 

PAMP (Pathogen-Associated Microbia Pattern). Les PAMP peuvent être reconnus par plusieurs types 

de récepteurs comme les TLR (Toll-like Receptors), les récepteurs du groupe des lectines de type C 

(CLR) ou les récepteurs NLR (Nucleotide oligomerization domain receptor). Ces récepteurs sont 

spécifiques de divers motifs moléculaires comme des composants des parois bactériennes 

(lipopolysaccharides (LPS)), de l'ADN bactérien ou de l'ARN viral double brin ou des glycoprotéines. 

Après reconnaissance de leurs ligands, ces récepteurs délivrent des signaux moléculaires distincts 

engendrant un type différent d’activation des CD et donc une réponse immunitaire adaptée au danger 

identifié (Akira & Takeda, 2004).  

Dans le SI adaptatif, les CD sont spécialisées dans la présentation des antigènes (Cruvinel Wde et al, 

2010). En première ligne, elles phagocytent des agents infectieux, des cellules infectées ou tumorales 

(Munz et al, 2005). Ensuite, elles « apprêtent » ces protéines et les découpent en peptides. Puis elles 

migrent vers les organes lymphoïdes secondaires où elles présentent ces peptides aux lymphocytes 

TCD8+ et TCD4+ grâce à leurs molécules du CMH-I et du CMH-II respectivement (Guermonprez et 

al, 2002). Il existe différentes voies d’apprêtement. La voie cytosolique permet de présenter des 

peptides endogènes, souvent cytosoliques, issus de protéines nouvellement synthétisées, cellulaires ou 

virales sur les CMH-I. La voie endosomale permet de présenter des antigènes internalisés par 

phagocytose ou endocytose puis de présenter ses peptides exogènes sur le CMH-II. Enfin la 

présentation croisée est une voie endosomale exploitée pour la présentation de peptides exogènes sur 

les molécules du CMH-I. La présentation croisée (cross presentation) consiste à acquérir des antigènes 

exogènes provenant de tissus infectés ou de cellules tumorales et de présenter les peptides qui en 

dérivent sur les CMH-I aux LT CD8+ (Joffre et al, 2012). Pour cela les antigènes doivent sortir des 

endosomes pour rejoindre la voie conventionnelle de présentation des peptides par les CMH-I, qui se 

déroule dans le réticulum endoplasmique et qui implique l’activité des transporteurs de peptides TAP1 

et TAP2 ainsi qu’un complexe protéasome fonctionnel. Cette présentation croisée est globalement 

inefficace in vitro. Les CD matures expriment fortement des molécules de costimulation ce qui permet 

aux LT CD8+ et CD4+ de s’activer (Figure 13). Les molécules de costimulation seront décrites dans le 

Chapitre 2 – Partie VI (page 46). Enfin, les CD interviennent aussi dans l’activation des cellules NK. 

 En fonction des signaux captés en périphérie, les CD peuvent sécréter différentes cytokines qui 

orienteront les LT vers un profil de différenciation spécifique.  Les LT CD4+ naives se différencient 

en cellules Th1 productrices d'IFN-γ en réponse à la sécrétion d'IL-12 par CD.  L’orientation des LT 

vers un phenotype Treg est provoquée par la sécrétion de l’IL-10 et du TGF-β par les CD (Blanco et 

al, 2008).  

!
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Figure 13 : Les cellules dendritiques à l’interface entre le système immunitaire inné et adaptatif 
(Munz et al, 2005) 
Les cellules dendritiques détectent des cellules ou des molécules du non-soi et les phagocytent. Elles 
les dégradent en peptides qu’elles présentent ensuite aux LT CD8+ ou CD4+ grâce à leurs molécules 
de CMH-I ou CMH-II respectivement. 
 
 
III. Le système immunitaire adaptatif 
 
Le SI adaptatif constitue la deuxième ligne de défense de l’organisme. Il s’active après reconnaissance 

spécifique des antigènes et il permet le développement d’une mémoire immune. Les cellules 

effectrices du SI adaptatif sont les lymphocytes T et B (Mesquita Junior et al, 2010). 

Les Lymphocytes T possèdent tous un récepteur TCRαβ/CD3. Ils sont divisés en trois groupes 

principaux. Les LT auxiliaires CD4+ qui interviennent dans l’activation des LT CD8+ effecteurs grâce 

à la sécrétion de cytokines et à la costimulation par les récepteurs coactivateurs. Les LT CD8+ 

correspondent aux lymphocytes effecteurs cytotoxiques. Les lymphocytes T régulateurs sont des 

cellules immunosuppressives qui régulent négativement les LT CD8+. Les caractéristiques des 

différents LT seront détaillées plus loin dans ce chapitre. 

Les Lymphocytes B sont les cellules responsables de la réponse humorale via la production 

d’anticorps (Ac) spécifiques. Au cours de la maturation des LB, les cellules se transforment en 

plasmocytes sécréteurs d’Ac spécifiques. Au cours du développement tumoral, certains LB porteurs 

d’un récepteur antigénique spécifique d’antigènes tumoraux se transforment en plasmocytes et 

sécrètent des Ac spécifiques dirigés contre la tumeur (DiLillo et al, 2010a). Ces Ac participent à la 

lyse des cellules tumorales en activant le complément ou en se fixant via leur fragment constant (Fc) 

aux récepteurs adéquats des macrophages ou des cellules NK. Cette fixation permet à ces cellules 

d’avoir une cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (Antibody Dependant Cell Cytotoxicity, 

ADCC) favorisant la lyse tumorale (Biburger et al, 2014; DiLillo et al, 2010b). 
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IV. Les cellules NK  

 
1. Description 

 
Les cellules NK sont des lymphocytes de grande taille, qui représentent 5% à 15% des cellules 

mononucléées du sang périphérique chez l’homme. Elles sont surtout présentes dans le sang, la rate et 

la moelle osseuse et elles ne migrent vers les tissus périphériques que lors des inflammations. Chez 

l’Homme, la majorité des cellules NK expriment les récepteurs CD16 et CD56 mais pas le récepteur 

CD3 qui est caractéristique des LT. Les cellules NK constituent la première ligne de défense contre les 

organismes étrangers et les tumeurs (Vivier et al, 2008).  

Chez l’Homme, les cellules NK sont divisées en deux sous-groupes. 90% de ces cellules possèdent le 

phénotype CD56dim/CD16+, elles sont cytotoxiques, ont un contenu cellulaire granuleux et sont 

présentes majoritairement dans le sang, la rate et aux sites d’inflammation. Les 10% restants sont 

CD56bright/CD16- : elles ont des activités immuno-modulatrices par sécrétion des cytokines (IFN-γ, 

TNF-α, GM-CSF, IL-13, IL-10) et sont localisées dans les ganglions lymphatiques (Bryceson et al, 

2006). 

Les cellules NK sont à l’interface entre le SI inné et du SI adaptatif car elles participent à la mise en 

alerte de l’immunité adaptative. D’une part, elles lysent les cellules reconnues comme du « non-soi » 

ou du « soi altéré ». D’autre part, elles collaborent avec les CD et participent à leur maturation par la 

production d’IFN-γ et de TNF-α. Cette collaboration est réciproque puisque les CD permettent 

l’activation des cellules NK via une production d’IL-12 (Ferlazzo & Morandi, 2014).  

 
2. Balance des signaux 
 

L’activité des cellules NK est extrêmement régulée car elle dépend d’une balance de signaux de deux 

types. Les signaux inhibiteurs sont induits par les molécules du Complexe Majeur 

d’Histocompatibilité de classe I (CMH-I). Les signaux activateurs dépendent de différents ligands 

exprimés par les cellules infectées ou les cellules tumorales (Barreira da Silva & Munz, 2011). 

Ces signaux sont reconnus par leurs récepteurs membranaires respectifs. Les récepteurs activateurs 

sont essentiellement de trois types : les Natural Cytotoxic Receptors (NCR), DNAX Accessory 

Molecule-1 (DNAM-1) et NK Goup 2 member D (NKG2D). Leurs structures protéiques présentent 

toutes des motifs identiques nommées : Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif (ITAM). Le 

récepteur NKG2D est l’un des récepteurs activateurs les plus étudiés. Il sera décrit plus en détail en 

page 33. Les récepteurs inhibiteurs présentent des motifs Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory 

Motif (ITIM). Il en existe plusieurs types : les Killer Cell Immunoglobulin-like Receptors (KIRs) chez 

l’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). 
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3. Activation des cellules NK 

 
Les cellules NK sont activées en réponse à des cytokines produites pendant l’inflammation ou lors de 

la détection de cibles cellulaires reconnues comme du « non-soi ». Lorsque la balance de signaux est 

en faveur des ligands activateurs, les cellules NK sont activées, prolifèrent et deviennent cytotoxiques. 

Elles sécrètent alors des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFN-γ et le GM-CSF (Bryceson et 

al, 2006; Vivier et al, 2012) (Figure 14). Cette balance en faveur de l’activation survient aussi en 

absence de molécules de CMH-I qui sont des ligands des récepteurs inhibiteurs. La dérégulation des 

CMH-I est un mécanisme d’échappement tumoral fréquent auquel s’opposent les cellules NK. 

Quand la balance des signaux intégrés par les cellules NK est majoritairement activatrice, deux 

phénomènes ont lieu. D’une part, une activité cytotoxique est mise en place par dégranulation dans le 

milieu extracellulaire des vésicules contenant des perforines et des granzymes B sécrétées par les 

cellules NK cytotoxiques CD56dim/CD16+ ou par expression du ligand inducteur d’apoptose FasL. 

De plus, dans ces conditions d’excès de signaux activateurs, les cellules NK immuno-modulatrices 

CD56bright/CD16- relarguent des cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ, TNF-α, GM-CSF) (Cullen et 

al, 2010; Trapani & Smyth, 2002). 

A l’inverse, si les signaux inhibiteurs sont majoritaires, comme c’est le cas en présence de cellules 

saines, qui expriment les molécules de CMH-I autologues, l’activation et la fonction cytotoxique des 

cellules NK sont bloquées ainsi que leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Figure 14). 

  

 
 
Figure 14 : La balance d’intégration des signaux activateurs et inhibiteurs des cellules Natural 
Killer (Vivier et al, 2012) 
(a) Les cellules NK sont tolérantes aux cellules saines tant que les signaux inhibiteurs (comme les 
CMH-I) reçus sont plus importants que les signaux activateurs. (b) Les cellules tumorales peuvent 
perdre l’expression du CMH-I. Les cellules NK sont alors activées car elles ne reçoivent plus le signal 
inhibiteur généré par le CMH-I. (c) Suite à un stress cellulaire, les cellules tumorales peuvent 
surexprimer les ligands activateurs de NK. Les signaux activateurs dominent alors sur les signaux 

a 
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inhibiteurs et les cellules NK sont activées. Dans les deux derniers cas, l’élimination des cellules 
tumorales par les cellules NK se fait par cytotoxicité directe ou par production de cytokines pro-
inflammatoires. 
 
De plus, les cellules NK répondent aussi à de nombreuses cytokines comme l’IL-2, l’IL-12, l’IL-15 et 

les interférons de type I (α et β), qui augmentent leurs capacités lytiques, sécrétoires et prolifératives 

ainsi que leur potentiel anti tumoral (Walzer et al, 2005). 

 
4. Le récepteur NKG2D et ses ligands 

 
A. Le récepteur NKG2D : structure, signalisation et fonction 

 

Chez l’Homme, NKG2D est exprimé sur toutes les cellules NK et tous les LT CD8+ αβ. Il est 

également retrouvé à la surface de la plupart des cellules NKT et LTγδ. Chez la souris, NKG2D est 

exprimé sur toutes les cellules NK, la plupart des cellules NKT et LTγδ, comme chez l’Homme. 

Toutefois, il n’est exprimé que sur les LT CD8+ αβ activés et mémoires et par sur les LT CD8+ non 

activés. 

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 rôle 

clé dans la régulation de la cytotoxicité des cellules NK (Zafirova et al, 2011). L’activation du 

récepteur NKG2D est essentielle dans l’immunosurveillance des tumeurs car des souris déficientes en 

NKG2D meurent précocement de cancers variés, majoritairement des lymphomes (Guerra et al, 2008). 

Ce récepteur une glycoprotéine transmembranaire de type II comportant un domaine C-type lectin. Il 

est exprimé sous forme d’homodimères, contrairement aux autres membres de la famille NKG2. Son 

domaine intracellulaire est court et sans possibilité de transduction du signal. De ce fait, NKG2D 

forme un complexe hexamérique avec les protéines adaptatrices DAP10 (chez l’homme et la souris) 

ou DAP12 (chez la souris) (DNAX-activation protein 10 ou 12), qui elles sont capables de transduire 

les signaux d’activation dans les cellules NK (Lanier, 2008; Zafirova et al, 2011) (Figure 15). 

DAP10 est une protéine adaptatrice de 10 kDa, présentant un motif YINM qui après phosphorylation 

permet le recrutement de Grb2/Vav1 et de la PI3K (PhosphoInositide 3 Kinase)  (Zafirova et al, 2011). 

Cette signalisation promeut la survie et la cytotoxicité dans les cellules NK, et la costimulation dans 

les LT. DAP12 est une protéine adaptatrice de 12 kDa, possédant un domaine de déphosphorylation 

ITAM qui recrute ZAP70 (Zeta-chain (TCR) Associated Protein kinase 70kDa) et Syk (Spleen 

tyrosine kinase). Cette signalisation permet le relargage de cytokines et favorise la cytotoxicité des 

cellules NK (Bryceson et al, 2006) (Figure 15). 

Des travaux récents montrent que la signalisation induite par NKG2D/DAP est amplifiée par celle 

induite par le récepteur à l’IL-15 qui est nécessaire au développement et à la survie des cellules NK 

(Horng et al, 2007; Zafirova et al, 2011) (Figure 15). 
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Figure 15 : La signalisation couplée entre l’activation par le récepteur NKG2D et le récepteur à 
l’IL-15 (Zafirova et al, 2011) 
 
 

B. Les ligands de NKG2D 
 

NKG2D possède plusieurs ligands qui ont tous des structures proches de celle du CMH-I. Chez 

l’Homme, ce sont les MHC class I Chain-related proteins A and B (MICA, MICB), les Unique-Long 

Binding Proteins 1-4 (ULBP1-4) aussi appelées Retinoic Acid Early-inducible Transcript (RAET1I, 

1H, 1N, 1E), et RAET1G (Eagle & Trowsdale, 2007). Chez la souris, trois ligands sont actuellement 

identifiés : le Retinoic Acid Early-inducible 1 (RAE-1), le Murine ULBP-like Transcript 1 (MULT1) 

et l’antigène mineur d’histocompatibilité H-60 (Eagle & Trowsdale, 2007; Nausch & Cerwenka, 

2008)  (Figure 16). Tous ces ligands sont activateurs mais c’est la différence d’affinité de ces divers 

ligands pour NKG2D qui expliquerait les niveaux d’activation variables du récepteur et par 

conséquent des cellules NK. MULT1 est le ligand murin le plus affin pour NKG2D, et chez l’Homme, 

c’est le polymorphisme de la protéine MICA qui permet de modifier plus efficacement cette affinité 

(Carayannopoulos et al, 2002; Steinle et al, 2001). 
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Figure 16 : Le récepteur NKG2D et ses ligands chez l’homme et la souris (Eagle & Trowsdale, 
2007)  
 

a. Le ligand RAE-1 
 

RAE-1 est le ligand murin de NKG2D le plus étudié. Il possède 5 isoformes (α, β, γ, δ, ε). C’est une 

protéine de 24 kDa fixée à la membrane plasmique par une ancre Glycosyl-PhosphatidylInositol 

(GPI). RAE-1 est temporairement exprimé lors du développement embryonnaire. 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 rétinoïque (d’où 

son nom), mais également par des dommages à l’ADN (Cerboni et al, 2014). RAE-1 est un antigène 

tumoral intéressant car Diefenbach et ses collaborateurs (Diefenbach et al, 2001) ont montré qu’il est 

impliqué dans le rejet des tumeurs via l’action des cellules NK. 

 
b. Le ligand MICA 

 
MICA est le ligand humain de NKG2D le plus étudié. Cette protéine transmembranaire (43 kDa) 

possède un fort polymorphisme puisque 65 allèles ont été identifiés à ce jour (Cerwenka & Lanier, 

2003; Choy & Phipps, 2010). MICA est exprimé de façon physiologique uniquement à la surface des 

cellules épithéliales intestinales (Groh et al, 1999). Elle est surexprimée à la surface de nombreuses 

tumeurs dont le mélanome (Pende et al, 2002; Vetter et al, 2002). L’expression de MICA est régulée 

de façon transcriptionnelle mais également traductionnelle. Les Heat-Shock proteins, l’IFN-α, l’IFN-

γ, les micro-ARN ou encore les dommages à l’ADN sont impliqués dans cette régulation (Elsner et al, 

2010) (Schwinn et al, 2009; Zhang et al, 2008) (Yadav et al, 2009) (Cerboni et al, 2014). MICA peut 

être clivé par des MetalloProtéinases (MMP) (Sun et al, 2014b; Yang et al, 2014). Ce clivage produit 

une forme soluble de MICA présente dans le sérum des patients. La fixation de MICA soluble sur 

NKG2D favorise l’internalisation du récepteur. Son action est donc inhibitrice de la réponse NK et par 
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conséquent délétère puisqu’elle engendre une diminution de la reconnaissance des cellules anormales 

ou tumorales par les cellules NK et les LT CD8+ (Chitadze et al, 2013a). 

 
C. NKG2D et MICA dans la thérapie anti tumorale 

 
De nombreuses études ont mis en évidence que la signalisation induite par l’interaction entre NKG2D 

et son ligand MICA a un rôle important dans l’immunosurveillance tumorale. Les travaux de Guerra 

(Guerra et al, 2008) ont décrit, avec modèle transgénique d’adénocarcinome de prostate, que le 

développement tumoral est beaucoup plus important et agressif dans des souris déficientes en 

NKG2D. L’expression ectopique de MICA à la surface des cellules tumorales permettrait de faire 

pencher la balance de signaux en faveur de l’activation des cellules NK et d’induire un rejet des 

tumeurs in vivo (Cerwenka & Lanier, 2003; Diefenbach et al, 2001). Il a aussi été montré sur des 

lignées tumorales, dont le mélanome murin B16BL6, connu pour être peu immunogène et très 

agressif, que l’expression de RAE-1 augmente l’immunogénicité des tumeurs. En effet, ces cellules 

transfectées sont plus efficacement rejetées par des souris syngéniques et elles induisent une protection 

à long terme contre le développement tumoral après réinjection des souris avec les lignées tumorales 

parentales (Diefenbach et al, 2001). A l’inverse, les protéines RAE-1 solubles, en induisant une 

internalisation des récepteurs NKG2D, inhibent l’activité des cellules NK. Par conséquent, la détection 

de MICA soluble chez des patients atteints de cancers de différentes origines (Nausch & Cerwenka, 

2008) pourrait être utilisée comme marqueur diagnostic clinique dans la progression tumorale 

(Holdenrieder et al, 2006). Une forte concentration de MICA soluble dans le sérum des patients serait 

alors corrélée à un mauvais pronostic. 

 

L’ensemble de ces données suggère que le ciblage de NKG2D et de MICA pourrait constituer une 

nouvelle voie thérapeutique anti tumorale. Actuellement, différentes thérapies sont actuellement 

développées dans ce sens même si la majorité d’entre elles est encore au stade préclinique. Ces études 

évaluent notamment le transfert de LT chimériques exprimant NKG2D associé au CD3. Les protéines 

bispécifiques NKG2D/anti-CD3 qui se lient aux ligands de NKG2D sur les cellules tumorales et au 

CD3 sur les LT sont en cours d’étude. Enfin, le blocage du MICA soluble délétère par injection 

d’anticorps anti-MICA est aussi évalué (Spear et al, 2013). 

Différentes approches ont été entreprises pour réaliser des immunothérapies anti cancer avec des 

cellules NK, car ces cellules lysent rapidement leur cellules cibles, ne sont pas CMH restreintes et leur 

rôle dans l’immunosurveillance des tumeurs a été démontrée. De plus, des niveaux élevés 

d’infiltrations tumorales par les cellules NK constituent des marqueurs pronostics favorables dans les 

cancers digestifs et pulmonaires.  

 

Les premiers essais d’amplification des réponses NK pour favoriser le rejet tumoral on été réalisés en 

administrant aux patients des cytokines telles que l’IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21 et des IFNs, mais 
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ces essais n’ont pas eu globalement d’impacts importants sur la survie des patients! (Cheng et al, 

2013). Des résultats décevants et surtout des effets secondaires graves, menaçant la survie des patients, 

ont été obtenus avec des protocoles associant des transferts adoptifs de cellules NK avec des doses 

élevées d’IL-2. Par contre les résultats étaient plus encourageants après transferts adoptifs de cellules 

NK activées in vitro avec de l’IL-2 (LAK).  En particulier ces traitements induisent des réponses 

cliniques importantes dans le traitement des carcinomes rénaux, des glioblastomes et des cancers du 

sein. Pour améliorer encore les résultats en évitant l’inhibition de l’activité des NK induite par les 

CMH autologues, des transferts adoptifs ont été réalisés avec des cellules NK allogéniques dont 

l’activité n’est pas inhibée chez le receveur par les molécules du CMH-I autologues. D’autres 

transferts adoptifs ont utilisé des lignées stables allogéniques de cellules NK, ce qui facilitait les 

contrôles qualité et la production massive des cellules. Enfin d’autres approches ont aussi été réalisées 

avec des cellules NK fraiches ou des lignées de NK modifiées génétiquement pour produire de 

grandes quantités de cytokines anti tumorales ou pour surexprimer les récepteurs Fc, favorisant 

l’ADCC et/ou des récepteurs chimériques reconnaissant les antigènes de tumeurs. Malheureusement 

certains essais cliniques ont montré que la survie des cellules NK dans le sang périphérique des 

receveurs se limite à une semaine et surtout l’expression de leurs récepteurs activateurs, comme le 

NKG2D et par conséquent leur activité lytique anti tumorale sont fortement diminuées. Par contre la 

lignée NK-92 qui a été utilisée dans des essais cliniques n’a pas induit d’effets secondaires sévères 

chez les patients traités porteurs de mélanomes métastatiques ou de carcinomes rénaux. 

L’immunothérapie par transferts adoptifs de cellules NK est porteuse d’espoir mais nécessite encore 

d’importantes améliorations!(Cheng et al, 2013). 

 
V. Les lymphocytes T (LT) 

 
Les lymphocytes T sont les effecteurs majoritaires de l’élimination des cellules tumorales. Il existe 

différentes sous populations de LT : les LT CD4+, les LT CD8+, les LT régulateurs. Leurs différences 

reposent notamment sur l’expression de corécepteurs CD4 ou CD8, leur restriction CMH-I ou CMH-II 

et leurs fonctions (auxiliaires, effecteurs cytotoxiques ou régulateurs). Pour que ces LT puissent 

répondre de manière efficace divers signaux doivent être intégrés de manière successive. 

 
1.  Les LT CD4+ 
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Les LT CD4+ nécessitent au moins deux signaux pour leur activation. D’une part, la reconnaissance 

par leur TCR du couple CMH-II associé au peptide pour lequel le TCR est spécifique (Figure 17). Ce 

CMH-II est exprimé essentiellement sur les Cellules Présentatrices d’Antigène (CPA) telles que 

cellules dendritiques (CD) et les macrophages. Suite à la phagocytose de protéines exogènes 

provenant du milieu extracellulaire, les CPA dégradent ces protéines pour présenter les peptides 

antigéniques issus de ces protéines avec les CMH-II à leur surface afin de présenter efficacement ces 

peptides aux LT CD4+ (Rabenstein et al, 2014). D’autre part, un deuxième signal provenant des 

molécules de costimulation et un troisième induit par les cytokines sécrétées sont essentiels pour 

l’activation complète des LT CD4+ (nous y reviendrons plus en détail dans le Chapitre 2 – Partie VI et 

VIII (page 46 et 51)) (Figure 16). 

 

Figure 17 : Activation d’un lymphocyte T (adapté de (Alegre et al, 2001)) 
L’intéraction du complexe CMH/peptide seul avec le TCR spécifique induit l’anergie ou l’apoptose du 
lymphocyte T. La reconnaissance simultanée de ce complexe CMH/peptide par le TCR (Signal 1) 
suivie par la fixation des molécules de costimulation CD80/86 à leur récepteur CD28 (Signal 2 – 
costimulation) puis la sécrétion de cytokines aboutissent à l’activation complète du lymphocyte T 
(Signal 3). (CPA=APC : Antigen-presenting cell ; CMH=MHC : Major Histocompatibility Complex ; 
TCR : T Cell Receptor) 
 
Les LT peuvent avoir différentes fonctions auxiliaires ou régulatrices. De plus, les LT CD4+ 

auxiliaires sont eux-mêmes divisés en quatre groupes en fonction de quatre caractéristiques : le type de 

cytokines qui induisent leur polarisation, les cytokines qu’ils sécrètent, les facteurs de transcription 

qu’ils expriment et leurs fonctions (Figure 18) (Geginat et al, 2013). Cette diversité est illustrée et 

résumée sur la figure 18. 
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Figure 18 : Polarisation des lymphocytes T CD4+ (adapté de (Geginat et al, 2013)) 
 
- Les LT CD4+ de type Th1 sont pro-inflammatoires, ils sécrètent principalement de l’IFN-γ, du TNF-

α, de l’IL-2. Ils favorisent la différenciation des LT CD8+ en lymphocytes cytotoxiques (CTL). Dans 

les tumeurs, l’activité des cellules LT CD4+ Th1 est essentiellement anti tumorale car elles favorisent 

l’activité des cellules cytotoxiques anti tumorales (Szabo et al, 2000). L’IFN-γ sécrété par les Th1 peut 

aussi participer à la production d’IgG2.  

- Les LT CD4+ de type Th2 sont anti-inflammatoires et sécrètent de l’IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13. Ils 

permettent l’activation des LB et la sécrétion d’anticorps (Geginat et al, 2013; Zheng & Flavell, 1997). 

La production d’anticorps est accompagnée par une commutation de classe des immunoglobines 

différente selon la cytokine sécrétée par le LTh2, ainsi l’IL-4 est essentielle à la production d’IgE ou 

l’IL-10 pour les IgA!(Nurieva & Chung, 2010). 

- Les lymphocytes T CD4+ folliculaires (Tfh) expriment le récepteur de chémokine CXCR5 et 

migrent ainsi vers les follicules B des organes lymphoïdes secondaires, où ils soutiennent la 

différentiation et la maturation des lymphocytes B via la sécrétion d’IL-4 et d’IL-21! (Nurieva & 

Chung, 2010). 

- Le sous-type Th17 est induit par le TGF-β, l’IL-6 ou l’IL-21, il sécrète de l’IL-17 (Awasthi & 

Kuchroo, 2009). Les LTh17 sont associés à des maladies auto-immunes. Le rôle joué par les 

lymphocytes Th17 dans le cancer est encore très controversé. La présence de Th17 augmenterait le 

recrutement de lymphocytes T CD4+ Th1 dans la tumeur et s’accompagnerait d’une diminution de la 

croissance tumorale (Nunez et al, 2012). Toutefois, dans un environnement cytokinique particulier, les 
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Th17 pourraient au contraire favoriser l’angiogénèse tumorale et par conséquent la croissance des 

tumeurs (Bruchard & Ghiringhelli, 2014). 

 

- Les lymphocytes T régulateurs sont caractérisés par leur phénotype CD4+CD25+ et l’expression du 

facteur de transcription FoxP3. Physiologiquement, ces lymphocytes ont une activité 

immunosuppressive contrôlée et participent au maintien de la tolérance immunologique au soi et à 

l’homéostasie immune (Ohkura & Sakaguchi, 2010). La population Treg présente un intérêt tout 

particulier dans les pathologies tumorales. En effet, depuis plusieurs années, leur rôle délétère dans le 

microenvironnement tumoral a été clairement identifié (Siri et al, 2012). Ils sont capables d’inhiber 

l’activité et la prolifération des LT CD8+, des LT CD4+ et des cellules NK. Les Treg peuvent aussi 

induire l’apoptose de ces effecteurs via différents mécanismes : la sécrétion de cytokines 

immunosuppressives comme l’IL-10 et le TGF-β, mais aussi par leur expression constitutive de 

CTLA-4 ou de PD-L1 (Nishikawa & Sakaguchi, 2010). De ce fait, la présence des Treg dans les 

tumeurs, comme le cancer colorectal ou le mélanome, constitue un facteur de mauvais pronostic 

(Ladoire et al, 2011). C’est pourquoi l’inhibition des Treg est une voie thérapeutique actuellement en 

développement pour le traitement du mélanome (Jacobs et al, 2012) (Figure 19). 

 
Figure 19 : L’attraction et l’amplification des Treg par les cellules de mélanome (Jacobs et al, 2012)  
(A) Les LTreg sont attirés par les cellules de mélanomes. (B) Suite à l’action immunosuppressive des 
CPA (APC) les LT effecteurs peuvent être convertis en Treg. (C) Les Treg induisent l’apoptose des LT 
effecteurs. (D) Les Treg prolifèrent.  
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2. Les LT CD8+ 
 
L’activation des LT CD8+ nécessite trois signaux (Figure 17). Le premier signal est délivré suite à la 

reconnaissance du complexe CMH de classe I/peptide par le TCR. Si seul ce premier signal est 

présent, les LT entrent en anergie (latence) ou en mort par apoptose. Pour une activation complète et 

efficace, un deuxième signal délivré suite à l’intéraction des molécules de costimulation avec leur 

ligand doit survenir dans les LT CD8+ (Smith-Garvin et al, 2009). Ce signal est indispensable à la 

différenciation, la survie et la prolifération des LT. Pour parfaire l’activation des LT, un troisième 

signal de prolifération est délivré par des cytokines sécrétées par les CPA (notamment l’IL-12 et 

l’IFNα/β) pour instruire le lymphocyte vers une fonction cytotoxique!(Curtsinger et al, 2007). Lorsque 

les LT CD8+ sont activés, ils se différencient en cytotoxic T lymphocytes (CTL) qui sont des 

effecteurs capables de lyser des cellules cibles comme des cellules infectées par des virus ou des 

cellules tumorales (Smith-Garvin et al, 2009). Lorsque les CTL lysent leurs cellules cibles, ils 

expriment à leur membrane les marqueurs CD107a et CD69 et ils induisent la mort des cellules cibles 

par apoptose via plusieurs mécanismes : la sécrétion des perforines et des granzymes B ou 

l’expression de ligands des récepteurs de mort tels que Fas Ligand (FasL) et TRAIL (Barry & 

Bleackley, 2002) (Figure 20). 

 
Figure 20 : Cytotoxicité lymphocytaire médiée par la voie Fas/FasL ou la voie perforine/granzymeB 
(Barry & Bleackley, 2002) 
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(A) Les CTL expriment FasL et trimérisent le récepteur Fas exprimé sur les cellules cibles ce qui 
aboutit au recrutement et à l’activation de la caspase-8 via les domaines de mort. Selon la quantité de 
caspase-8 activée, il y aura activation directe de la caspase-3 ou indirecte par intervention de la voie 
mitochondriale, pour finalement aboutir à l’apoptose de la cellule cible. 
(B) Après interaction du CTL avec sa cellule cible, une exocytose dirigée des granules vers l’espace 
intercellulaire est mise en place. (a) Le modèle initial montrait que la perforine forme un pore dans la 
membrane cellulaire cible. Cela permet le passage des granzymes B dans le cytosol de la cellule cible 
qui vont ensuite activer la voie apoptototique caspase-dépendante. (b, c) Le deuxième modèle propose 
que Granzyme B soit internalisé par une endocytose médiée par un récepteur membranaire (le 
récepteur au mannose-6-phosphate). Ensuite, la perforine permet la libération des granzymes des 
endosomes vers le cytosol de la cellule cible. 
 
Les lymphocytes T CD8+ et en particulier les CTL sont les effecteurs majeurs de l’immunité anti 

tumorale. Leur activité anti tumorale a clairement été identifiée depuis de nombreuses années et dans 

différents types de cancers. A l’heure actuelle, il est reconnu que l’activité cytotoxique des LT CD8+ 

dépendante de l’IFN-γ est essentielle dans l’élimination des cellules tumorales in vitro et in vivo 

(Ikeda et al, 2002). Spontanément, les tumeurs sont infiltrées par des cellules immunes. La majorité 

des études montre que la présence de LT CD8+ est un facteur pronostic positif dans différents types de 

cancers (Fridman et al, 2012). En effet, une forte densité LT CD8+CD45RO+ (LT CD8 mémoires) est 

un facteur de bon pronostic en terme de survie globale (53 mois versus 20 mois pour une faible 

densité) et en terme de survie sans progression (36,5  mois versus 11,1 mois) chez des patients atteints 

de cancers colorectaux (Pages et al, 2005) (Figure 21).  

 
Figure 21 : Corrélation entre la densité de lymphocytes T CD8+CD45RO+ (LT mémoires) et la 
survie des patients dans le cancer colorectal (adapté de (Pages et al, 2005)) 
Les courbes de Kaplan-Meier suggèrent une survie globale et une survie sans progression rallongées 
chez les patients porteurs de tumeurs contenant une forte densité de lymphocytes TCD8+CD45RO+ 
en comparaison avec ceux contenant une faible densité. 
 
Dans le mélanome, aussi la présence d’infiltration des tumeurs par des TIL est également un facteur de 

bon pronostic. En effet, la présence de TIL est un facteur prédictif de l’invasion des ganglions 

sentinelles. En cas d’infiltrat de TIL, seul 3% des ganglions sentinelles présentes des métastases contre 

26% en absence de TIL (Taylor et al, 2007). De plus, dans une étude rétrospective réalisée sur des 

patients traités par vaccination autologue contre leur mélanome, il a été mis en évidence une 

infiltration significativement plus importante des tumeurs par des LT CD8+ et CD4+ chez les patients 
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répondeurs et ayant une survie globale beaucoup plus longue (56 mois versus 9,5mois) (Tjin et al, 

2014). Les ratios TCD8+/TCD4+ sont également des facteurs pronostics de l’évolution des 

mélanomes car les Treg sont essentiellement des LT CD4+ alors que les LT CD8+ sont surtout anti 

tumoraux. Les ratios CD8+/CD4+, analysés dans le sang périphérique de patients atteints de 

mélanome, corrèlent avec le stade de la maladie. La diminution de ce ratio indique clairement un 

mauvais pronostic. De plus, ce ratio augmente chez les patients en stade avancé mais qui présentent 

une survie globale améliorée (Neagu et al, 2013). Enfin, les travaux de Erdag et ses collaborateurs ont 

montré que parmi les différentes populations immunes analysées, c’est la forte densité de LT CD8+ 

qui corrèle le mieux avec une meilleure survie générale des patients atteints de mélanomes 

métastatiques (Erdag et al, 2012) (Figure 22). 

 

 
Figure 22 : Corrélatin de la survie de patients atteints de mélanomes à la densité de cellules 
immunes infiltrants les tumeurs (adapté d’ (Erdag et al, 2012)) 
Les courbes de Kaplan-Meier suggèrent une survie globale plus longue pour les patients porteurs de 
mélanomes contenant de forts taux de cellules CD45+ immunes (marqueurs pan-cellules immunes), 
CD3+ (lymphocytes T), CD8+ (LT CD8+) et CD20+ (Lymphocytes B). Le marqueur CD8 semble être 
celui qui est associé aux plus longues survies dans cette étude (p-value=0,0001). 
 

3. L’immunoscore : un facteur de bon pronostic du cancer colorectal 
 
Les travaux de l’équipe de Pagès ont permis de montrer qu’un important infilrat intra tumoral de LT 

CD8+CD45RO+ est un facteur de bon pronostic dans le cancer colorectal. Ces travaux ont été 

poursuivis et la diversité des marqueurs de sous populations immunes étudiées au sein des tumeurs a 

été augmenté. Ces études, qui démontrent l’impact majeur de la qualité de l’infiltrat immunitaire intra 

tumoral sur l’évolution des cancers, suggèrent fortement une nouvelle prise en charge des patients. En 



! 44!

effet, depuis 2006 et sur un très grand nombre de patients, l’équipe du Pr. F. Pagès (Bindea et al, 2010; 

Galon et al, 2006; Galon et al, 2012b) a étudié de façon approfondie l’infiltration des cancers par les 

TIL, notamment dans le cancer colorectal (plus de 415 patients). Ils ont montré l’existence d’une forte 

corrélation entre le devenir des patients et le type d’infiltration des tumeurs par des lymphocytes, en 

particulier la nature, la localisation et la fréquence des TIL, essentiellement les LT CD8+ mémoires. 

Leurs travaux montrent que la présence de ces LT CD8+ mémoires au centre des tumeurs et dans les 

zones marginales constituent un véritable marqueur de bon pronostic. De plus, cette signature 

immunitaire semble être plus discriminante pour prédire la survie des patients que le système de 

classification TNM classique comme le montre la figure 23. 

 
Figure 23 : L’infiltrat de TIL a une valeur pronostique supérieure à celle fournie par la 
classification TNM dans le cancer colorectal (Galon et al, 2006)  
 (A) Courbes de survie sans progression de patients atteints d’un cancer colorectal. Répartition en 
quatre stades (I=stade le plus précoce ; IV=stade le plus avancé) 
(B) Courbes des mêmes patients dont la classification s’est faite en fonction de la densité et la 
localisation de lymphocytes T (CD3+) et mémoires (CD45RO+). 
(Concentration Hi : forte, Lo : faible ; Localisation CT : centre de la tumeur, IM : zone marginale, 
périphérique) 
Ces figures comparent les survies des patients porteurs de cancers coliques en fonction du classement 
TNM (A) ou d’un classement TNM auquel est ajouté une analyse des TIL CD3+CD45RO+ présents 
au centre des tumeurs (CT) ou en périphérie tumorale (IM) (B). Elles permettent de distinguer des 
sous-groupes de patients ayant des survies significativement diminuées quand ils présentent un faible 
infiltrat tumoral de LTCD3/CD45RO+. 
 
Ainsi, le concept d’immunoscore a émergé ces dernières années. Il est basé sur la détermination de la 

densité intra tumorale de deux populations lymphocytaires (CD3+/CD45RO+ ou CD3+/CD8+ ou 

CD8+/CD45RO+) dans la tumeur et son front d’invasion (Galon et al, 2014). La valeur pronostique de 

ce critère immunitaire a été démontrée pour l’ensemble des patients présentant un cancer colorectal, à 

tous les stades de la classification histopathologique (TNM). Enfin, des analyses statistiques 

multivariées montrent que l’immunoscore est significativement plus discriminant que la classification 

TNM concernant la survie sans récidive et la survie globale. 

Par conséquent, l’intégration de l’immunoscore dans la classification des cancers pourrait se traduire 

par une amélioration de la précision du pronostic, mais aussi, potentiellement, de la prédiction de la 

réponse aux traitements. Une validation internationale de l’immunoscore est actuellement en cours de 

B 
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réalisation afin d’intégrer ce nouveau paramètre à la classification TNM des cancers et aboutir à une 

classification de type TNM-I (TNM-immune) (Galon et al, 2012a; Gandini et al, 2005) (Figure 24 et 

25). 

 

 
Figure 24 : La densité et la localisation des différents types de populations cellulaires au cours de 
l’évolution du cancer colorectal (adapté de (Bindea et al, 2013)) 
(A) La réaction immunitaire évolue en même temps que la progression tumorale du stade T1 au stade 
T4. On note que les marqueurs CD3, CD8 et CD45RO sont fortement exprimés au stade primaire de 
la maladie (T1) puis diminuent aux stades plus avancés. Dans cette illustration, les gènes fortement 
exprimés sont en rouge et les gènes faiblement exprimés sont en vert. 
(B) La localisation des sous populations immunes varie au cours de la maladie : à un stade précoce 
(T1) ces cellules immunes infiltrent la tumeur, alors qu’à un stade plus avancé (T4) les cellules 
immunes ne se trouvent plus qu’en périphérie. 
 

 
Figure 25 : Validation internationale de l’immunoscore (adapté de (Galon et al, 2012a)) Centres 
d’étude sur le cancer participant à la validation internationale de l’immunoscore. (B) Procédures 
standards pour la mise en évidence de l’immunoscore. 
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VI. Les molécules de costimulation 
 
Suite à l’engagement du TCR après interaction avec son complexe CMH/peptide spécifique, 

l’activation des LT nécessite un deuxième signal d’activation qui passe par les molécules de 

costimulation. Elles se divisent en deux grandes familles selon leur homologie structurelle : la 

superfamille des Immunoglobulines (Ig) et la superfamille du Tumor Necrosis Factor (TNF).  

 
1. La costimulation par le récepteur CD28 et ses ligands activateurs CD80/CD86 

 

Les couples CD28 – CD80/CD86 sont les plus étudiés dans la superfamille des Ig. Les autres ligands 

de cette superfamille sont représentés sur la figure 26 (Wang & Chen, 2004). Le récepteur CD28 est 

exprimé sur les LT et ses ligands sur les APC. La signalisation induite par le récepteur CD28 est 

essentielle dans les phases d’initiation de l’activation des LT. Suite à la liaison de CD80 ou de CD86 

sur CD28, les LT sont activés, leur survie est augmentée ainsi que leur sécrétion des cytokines, via une 

augmentation de leur transcription (Linsley et al, 1991) et de la stabilité de leur ARNm (Lindstein et 

al, 1989). Les protéines CD80 et CD86 sont aussi appelées B7-1 et B7-2. Certaines cellules de 

tumeurs solides expriment faiblement CD80/CD86 ce qui favorise les réponses immunes anti 

tumorales. Notre équipe a précédemment montré que le traitement avec des statines ou un inhibiteur 

de la géranylgéranyl-transférase sur des cellules de mélanome murin ou humain induit une 

surexpression membranaire de CD80 et CD86. Cette surexpression favorise leur rejet immun 

(Sarrabayrouse et al, 2010; Tilkin-Mariame et al, 2005). 

 

Figure 26 : Les couples ligand/récepteur de la superfamille des Ig et leurs fonctions costimulatrices 
ou coinhibitrices sur l’activité des LT (adapté de (Pardoll, 2012) 
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2. La costimulation par le récepteur CD27 et son ligand CD70 
 
Parmi les molécules de costimulation appartenant à la superfamille du TNF receptor (TNFR), on 

retrouve les couples récepteurs/ligands suivants : CD40/CD40L, 4-1BB/4-1BBL, CD30/CD30L, 

OX40/OX40L, HVEM/LIGHT, GITR/GITRL et CD27/CD70 (Kober et al, 2008; Watts, 2005) 

(Figure 27). 

 
 

 
Figure 27 : les couples ligand/récepteur de costimulation de la superfamille des TNFR/TNF 
(d’après (Watts, 2005)) 
 
Le couple CD27-CD70 a été particulièrement étudié dans les lymphocytes (Denoeud & Moser, 2011; 

Nolte et al, 2009) mais aussi dans quelques tumeurs solides comme les glioblastomes (Chahlavi et al, 

2005; Wischhusen et al, 2002) et les carcinomes rénaux (Diegmann et al, 2006; Jilaveanu et al, 2012).  

Le récepteur CD27 est une glycoprotéine de type I présente à la membrane des LT sous forme 

dimérique. CD27 est exprimé sur les thymocytes précoces, les LT CD4+ et CD8+ naïfs, les cellules 

NK activées et les LT de la mémoire centrale. Il est surexprimé lors de l’activation des lymphocytes 

puis son expression diminue au cours de l’expansion et de la différenciation des effecteurs immuns 

(Denoeud & Moser, 2011). CD27 se trimérise lors de la fixation de son ligand CD70. Le domaine 

intracellulaire de CD27 est dépourvu de domaine de mort mais deux types de protéines y sont 

recrutées : les protéines adaptatrices TRAF et les protéines pro-apoptotiques SIVA. TRAF2 et TRAF5 

(TNFR-associated factor 2 et 5) permettent le recrutement et l’activation de NF-κB Inducing Kinase 

(NIK) et ainsi l’activation de NF-κB. TRAF2 active aussi Jun N-terminal Kinase (JNK) via la voie des 

MAPK (Akiba et al, 1998). Ces deux voies métaboliques induisent des signaux anti-apoptotiques de 
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survie cellulaire (Yamamoto et al, 1998). Toutefois, CD27 peut au contraire induire une voie 

alternative d’apoptose en générant des signaux de mort via les protéines pro-apoptotiques SIVA1 et 

SIVA2 (Diegmann et al, 2006; Prasad et al, 1997) (Figure 28). L’interaction entre CD70 et CD27 

entraîne dans des conditions physiologiques la prolifération et la survie des LT, notamment au niveau 

du site de stimulation primaire et augmente leurs fonctions effectrices (Borst et al, 2005). La 

signalisation CD27/CD70 favorise aussi la réponse TCD8 mémoire après immunisation (Arens et al, 

2004). Dans les LB, l’activation de CD27 induit leur transformation en plasmocytes et la production 

d’anticorps.  

 

CD70 (CD27L) est une protéine transmembranaire de type II qui est active sous forme 

homotrimérique membranaire. Sur les lymphocytes, son expression est restreinte et dépend de l’état 

d’activation des cellules. Elle est exprimée de façon transitoire sur les LT, LB et les CD suite à une 

stimulation par un récepteur antigénique ou un TLR (Croft, 2009; Polak et al, 2012). Elle peut aussi 

être surexprimée en réponse à IL-1α, IL-12, GM-CSF ou TNF-α, ou au contraire réprimée par l’IL-4 

ou l’IL-10 (Nolte et al, 2009). 

 

 

 
Figure 28 : Les cascades de signalisation induites par la liaison entre CD27 et CD70 (d’après 
(Diegmann et al, 2006; Garcia et al, 2004; Prasad et al, 1997; Yamamoto et al, 1998)) 
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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 induisent l’activation de 

la voie des MAPK et de la PI3K qui favorisent la cytotoxicité lymphocytaire et l’activation du cycle 

cellulaire (Figure 28). 

Néanmoins, dans des conditions non physiologiques, l’interaction CD27/CD70 peut conduire à des 

dysfonctionnements des LT. En effet, chez des souris transgéniques, l’expression de CD70 

constitutive sur les cellules immunes aboutit à une déplétion progressive des LT naïfs dans les organes 

lymphoïdes conduisant à l’épuisement des stocks de LT et à une mort suite à des infections 

opportunistes (Nolte et al, 2009). 

 
De façon inattendue, CD70 a été retrouvé à la surface de plusieurs tumeurs dont quelques tumeurs 

solides telles que les glioblastomes, les carcinomes thymiques, rénaux et ovariens mais aussi les 

leucémies lymphoïdes chroniques et des lymphomes non Hodgkiniens (Aulwurm et al, 2006; 

Diegmann et al, 2006; Glouchkova et al, 2009; Liu et al, 2013).  

Des expériences réalisées essentiellement sur des modèles tumoraux murins montrent que la 

signalisation CD27/CD70 améliorerait l’immunité anti tumorale. L’administration d’un anticorps 

agoniste de CD27 s’est montrée protectrice contre le développement de deux lignées de lymphomes et 

du mélanome murin B16F10 (French et al, 2007; Roberts et al, 2010). De plus, notre équipe a 

précédemment montré que l’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) induit dans les cellules de mélanome murin B16F10 une forte immunité 

protectrice anti tumorale (Cormary et al, 2004; Cormary et al, 2005). 

Toutefois, d’autres études ont montré que l’interaction CD27/CD70 peut être délétère dans le 

microenvironnement tumoral. En effet, dans des souris déficientes en CD27, le développement de 

différentes tumeurs est ralenti. Cela s’expliquerait par l’augmentation dans les souris contrôles de la 

proportion de LTreg intratumoraux qui est favorisée par l’engagement de CD27 (Claus et al, 2012). 

De plus, des lymphomes B non-Hodgkiniens humains exprimant CD70 induiraient l’expression de 

Foxp3 dans les LTreg intratumoraux générant un fort contexte immunosuppresseur. Enfin, 

l’expression de CD70 sur des glioblastomes constitue aussi une voie d’échappement tumoral au 

système immunitaire (Wischhusen et al, 2002). 

 
VII. Les molécules de corépression 
 

Comme il existe des voies d’activation des LT, il existe également des points de contrôle immuns qui 

limitent leur action! (Pardoll, 2012). Ces points de contrôle (aussi appelés « immune checkpoints ») 

correspondent aux divers mécanismes immuns nécessaires au maintien de la tolérance du soi, à limiter 

l’auto-immunité, à moduler la durée et l’amplitude des réponses immunes physiologiques. Parmi ces 

mécanismes, on connaît divers couples récepteur/ligand dont la fixation a une activité inhibitrice de la 
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fonction des LT : CTLA-4/CD80/CD86, PD-1/PD-L1, B7-H4, BTLA /HVEM ou encore TIM3/GAL9. 

Nous allons décrire plus en détail sur les couples CTLA-4/CD80/CD86 et PD-1/PD-L1, car ils sont les 

plus étudiés et sont la cible d’immunothérapies du mélanome (Chapitre I, Partie III-6-D, page 20). 

 

 
1. La corépression par le récepteur CTLA-4 et ses ligands CD80/CD86 : 

 

Le récepteur Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4 (CTLA-4/CD152) partage les mêmes ligands que 

CD28 mais possède des fonctions inhibitrices. Il est très étudié car il est la cible privilégiée des 

traitements cliniques exploratoires d’immunothérapie contre le mélanome. Contrairement à CD28 qui 

est exprimé constitutivement sur les LT naïfs et activés, CTLA-4 est uniquement exprimée à la 

membrane des LT à la suite de l’engagement du TCR. En effet, l’activation du TCR réorganise le 

réseau de microtubules et recrute CTLA-4 initialement stocké dans des compartiments intracellulaires. 

CTLA-4 possède une affinité beaucoup plus importante que CD28 pour CD80. L’expression de 

surface de CTLA-4 peut donc déplacer les molécules de CD80 et de ce fait empêcher leur liaison sur 

CD28. La liaison CTLA-4 – CD80/CD86 déclenche des signaux régulateurs négatifs de l’activation 

des LT. En effet, CTLA-4 inhibe la signalisation induite par CD28 comme l’activation de la 

transcription et de la sécrétion d’IL-2. Sur les CPA, la liaison CTLA-4/CD80/CD86 induit le relargage 

d’ inhibiteurs des LT comme IDO (Indoléamine 2,3-DiOxygénase) (Rudd, 2008) (Figure 29). De plus, 

CTLA-4 est un gène cible de facteur de transcription Foxp3 ce qui explique sa forte expression sur les 

Treg (Walker, 2013). L’activation de CTLA-4 active la prolifération et les fonctions 

immunomodulatrices des Treg comme la sécrétion des cytokines immunosuppressives TGF-β et IL-

10. Ainsi, le ciblage CTLA-4 avec un anticorps bloquant régule négativement l’activité des Treg. Par 

conséquent, l’activation des CTL et la maturation des CD sont augmentées ce qui favorise la réponse 

immune anti tumorale.  

 

 
Figure 29 : L’inhibition de la réponse immune par CTLA-4 (d’après (Rudd, 2008)) 
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2. La corépression par le récepteur PD-1 et son ligand PD-L1 : 

 

Une autre molécule très étudiée de cette superfamille des Ig est Programmed cell Death-1 (PD-

1/CD279). PD-1 est également un récepteur induisant une co-signalisation négative. Il se fixe aux 

molécules PD-1 Ligand (PD-L1/B7-H1/CD274) et PD-L2 (B7-DC/CD273) (Nurieva et al, 2009). PD-

1 est exprimé sur les LT, les LB, les cellules NKT activés ainsi que sur les monocytes et les CD 

activés. Son ligand PD-L1 est exprimé à la surface des LT et LB activés, des monocytes, des CD et 

des cellules endothéliales. L’interaction PD-1/PD-L1 empêche l’activation de la PhosphoInositide 3 

Kinase (PI3K) qui est induite suite à l’interaction de CD28 avec ses ligands activateurs CD80/CD86 

(Keir et al, 2008) (Figure 30). Cette voie inhibitrice est très étudiée et porteuse d’espoir dans les 

traitements des maladies auto-immunes. De plus, PD-L1 est exprimé à la membrane de nombreuses 

tumeurs telles que des carcinomes pulmonaires, des cancers rénaux ou encore des mélanomes. Dans 

ces tumeurs, PD-L1 est associé à un échappement tumoral et serait donc de mauvais pronostic 

(Choueiri et al, 2014; Gettinger & Herbst, 2014; Mamalis et al, 2014). 

 
Figure 30 : L’inhibition de l’activation des LT par PD-1/PD-L1, via l’inhibition de la PI3K  (Keir et 
al, 2008) 
La fixation de PD-L1 sur PD-1 conduit au recrutement de la phosphatase SHP-2 qui déphosphoryle et 
inhibe la voie PI3K/Akt normalement activée par CD28. Ceci va finalement abolir l’activation des LT, 
qui inhibe la production de cytokines (IFN-γ), la prolifération et la survie cellulaire. 
 
 

VIII. Le troisième signal d’activation 
 

Un troisième signal d’activation est nécessaire pour la prolifération des LT (Dranoff, 2004). Cette 

terminologie a récemment été définie et décrit les cytokines sécrétées par les CPA. Elles permettent 

ainsi d’instruire les lymphocytes vers un type d’effecteurs : Th1, Th2 ou CTL (Reis e Sousa, 2006). 

Ce troisième signal est généralement induit par de l’IL-12 qui promeut le développement des LT Th1 

et des CTL, ou par l’IL-4 ou le ligand Notch qui promeuvent les LT de type Th2. 
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IX. Immunoédition 

 
Il est donc admis que le système immunitaire (SI) prévient l’établissement de conditions 

inflammatoires propices au développement tumoral et possède une activité anti tumorale par 

l’intermédiaire de ses nombreux effecteurs. Néanmoins, les interactions entre tumeurs et SI sont plus 

complexes. En 2002, Dunn et collaborateurs montrent que le SI peut à la fois contrôler la progression 

tumorale mais aussi limiter l’immunogénicité des cellules tumorales (Dunn et al, 2002). Cela a conduit 

à l’émergence du concept d’immunoédition. Ce nouveau concept correspond à l’ensemble des 

événements qui surviennent lors du développement tumoral (Schreiber et al, 2011). En effet, par son 

action le SI élimine des cellules tumorales. Néanmoins, il sélectionne des cellules tumorales devenues 

insensibles aux réponses immunes. Celles-ci influencent à leur tour le microenvironnement tumoral 

pour favoriser leur croissance. Un environnement immunosuppresseur se met alors en place pour 

inhiber l’élimination de la tumeur par le SI. Ainsi l’immunoédition des tumeurs est composé de trois 

étapes : l’élimination, l’équilibre et l’échappement (Schreiber et al, 2011) (Figure 31).  

 
Figure 31 : L’immunoédition des cellules tumorales (Schreiber et al, 2011) 
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1. L’élimination 
 

Lors de la phase d’élimination, le dialogue entre l’immunité innée et l’immunité adaptative permet la 

détection des tumeurs et aboutit à la lyse des cellules tumorales. Les signaux de danger nécessaires et 

reconnus par le SI peuvent être des cytokines, tels que l’IFN-γ (Street et al, 2002), des ligands de 

stress, tels que MICA et RAE-1 (Oppenheim et al, 2005) ou encore des antigènes de tumeurs. Cette 

élimination se fait principalement par la voie perforine/granzyme ou la voie apoptotique Fas/FasL  

(Chavez-Galan et al, 2009). Si l’élimination des cellules tumorales est complète, l’immunoédition 

s’arrête à cette première étape avec la disparition de la totalité des cellules tumorales. 

 
2. L’équilibre 

 

Au cours de cette deuxième phase, les cellules tumorales qui ont échappé à l’élimination se retrouvent 

en dormance. Le SI inflige une pression de sélection qui contrôle et empêche le développement des 

cellules tumorales sans les éliminer (Koebel et al, 2007). Cette sélection modifie l’immunogénicité des 

cellules tumorales et favorise l’apparition des mécanismes d’échappement, ce qui aboutit finalement à 

la réémergence de tumeurs primaires ou de métastases à distance des mois, parfois des années, après la 

première détection du cancer (Aguirre-Ghiso, 2007). 

 
3. L’échappement 

 

La troisième et dernière phase d’échappement est caractérisée par l’échec du SI à contrôler les cellules 

tumorales persistantes. Des clones tumoraux résistants se développent car ils sont devenus moins 

immunogènes suite à une édition par le SI ou à cause de l’environnement immun devenu moins anti 

tumoral (Mittal et al, 2014). Le SI peut devenir moins anti tumoral suite à une immunosuppression ou 

une détérioration comme c’est le cas chez des patients après transplantations ou chez les patients 

atteints de SIDA. L’édition des cellules tumorales peut modifier les caractéristiques intrinsèques de 

ces cellules en diminuant la reconnaissance par le SI ou en augmentant leur résistance à la mort.  

Les stratégies d’échappement immunitaire anti tumorale sont variées et peuvent être classées en deux 

grandes catégories : d’une part, des modifications intrinsèques de la cellule tumorale qui nécessitent 

un contact cellulaire avec la tumeur et d’autre part, des modifications extrinsèques correspondant à 

l’action de facteurs sécrétés qui inhibent directement ou indirectement les cellules immunes 

environnantes (Vesely et al, 2011) (Figure 32). 
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Figure 32 : L’ensemble des mécanismes d’échappement tumoral et des effecteurs immuns 
impliqués (Vesely et al, 2011) 
 
 
 
 

A. Les modifications intrinsèques de la tumeur  
 

a. Modification de la reconnaissance antigénique 
 

Comme précédemment décrit, la présentation antigénique par les CMH-I est essentielle à la 

reconnaissance par les LT. Des altérations de cette présentation CMH-I/peptide, notamment au niveau 

de la voie d’apprêtement du peptide présenté sur le CMH-I, ont été fréquemment rapportées dans de 

nombreuses tumeurs dont le mélanome (Garrido et al, 2010; Garrido et al, 2012; Leone et al, 2013) 

(Figure 33). En effet, la dérégulation de l’expression du CMH-I semble être un phénomène assez 

courant. Elle s’explique soit par la perte de la β2-microglobuline (qui entraîne un défaut d’assemblage 

du CMH-I) soit par une dérégulation des protéines TAP1/TAP2 (nécessaires au chargement des 

peptides antigéniques sur le CMH-I dans le réticulum endoplasmique) (del Campo et al, 2014; Sucker 

et al, 2014). Enfin, des pertes d’expression des antigènes tumoraux (TAA) sont également décrites. 

Ainsi, dans le mélanome, la dérégulation des TAA MelanA/MART-1 ou TRP-2 favorisent le 

développement tumoral (Guo et al, 2014; Khong et al, 2004). Pour diminuer la reconnaissance des 

cellules tumorales par les effecteurs du SI, certaines tumeurs dérégulent l’expression membranaire 

d’antigènes de rejet tels que les ligands de NKG2D (Fuertes et al, 2008)  
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b. Résistance à l’apoptose 
 
En terme d’événements moléculaires survenant dans l’oncogénèse, la résistance à l’apoptose est 

maintenant considérée comme un marqueur lié à la progression tumorale (Hanahan & Weinberg, 

2011). Ce phénomène est bien décrit dans le mélanome (Ivanov et al, 2003). Cette résistance trouve 

son origine dans différents événements moléculaires comme la perte d’expression ou de fonctionnalité 

du récepteur apoptotique Fas suite à des mutations génétiques (Tauzin et al, 2011) (Figure 33). Une 

dérégulation d’un autre récepteur de mort qui se lie au ligand, TRAIL (TNF-Related Apoptosis-

Inducing Ligand) est aussi retrouvée dans les mélanomes (Berger et al, 2014). Différents défauts dans 

les étapes de la cascade de signalisation apoptotique ont également été mises en évidence telles que : 

des mutations de la protéine adaptatrice FADD (Fas Associated Death Domain) ou de la pro-caspase 8 

(Stewart & Abrams, 2008), mais aussi la surexpression de c-FLIP (FLICE inhibitory protein) qui est 

associé à la résistance à l’apoptose (Tian et al, 2012). Enfin, comme le ratio entre les membres pro- et 

anti- apoptotiques de la famille Bcl-2 influence la sensibilité à l’apoptose, la surexpression de Bcl-2 et 

Bcl-xL, qui sont anti apoptotiques, est fréquemment retrouvée dans les tumeurs (Figure 33) (Anvekar 

et al, 2011).  

 

 
Figure 33 : Mécanismes d’échappement intrinsèques dépendant du contact cellulaire (adapté de 
(Stewart & Abrams, 2008)) 
 

c. Absence de costimulation ou costimulation inhibitrice  
 
L’expression faible ou inexistante des molécules de costimulation activatrices comme CD80 et CD86 

participe au faible niveau d’activation des LT anti tumoraux par la présentation antigénique directe par 

les cellules tumorales dans le microenvironnement tumoral. Cette faible expression des molécules 

CD80 et CD86 sur les cellules tumorales favorise l’anergie des LT CD8+ spécifiques présents dans ce 

microenvironnement tumoral. Ceci a été confirmé expérimentalement en inversant la situation par 

!
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réintroduction de molécules de costimulation CD80 et CD86 exprimées sur les cellules tumorales. En 

effet, si lors d’expériences in vitro on introduit des molécules CD80 et de l’IL-2 dans des cellules de 

mélanome, elles induisent une activation des LT CD8+ et une sécrétion d’IFN-α plus importante 

(Mazzocchi et al., 2001). Cette faible expression tumorale de CD80/CD86 est toutefois compensée par 

l’activation des CD lors de la cross-présentation. 

Des mécanismes entraînant l’anergie et même la délétion de LT spécifiques de tumeur ont aussi été 

décrits. Par exemple, certaines cellules tumorales expriment la molécule B7-H1/PD-L1 qui interagit 

avec le récepteur PD-1 des LT activés ce qui induit l’anergie de ces LT (Hino et al, 2010) (Figure 33). 

Récemment, un nouveau membre de la famille de B7, B7-H4 a été identifié dans plusieurs types de 

cancers comme le cancer du sein, du poumon ou du pancréas (Awadallah et al, 2008; Sun et al, 2006b; 

Tringler et al, 2005). Il a été montré que cette molécule est capable d’inhiber le cycle cellulaire et la 

cytotoxicité des LT (Seliger, 2014). 

 
d. L’induction de l’apoptose des effecteurs immuns par la voie Fas/FasL 

 

L’expression ectopique du ligand d’apoptose FasL sur les cellules tumorales constitue un autre 

mécanisme d’échappement tumoral. 

 
i. Description 

 

Le récepteur Fas (APO-1/CD95) est une glycoprotéine transmembranaire de type I qui appartient à la 

famille des Tumor Necrosis Factor Receptor (TNFR). A l’état basal, il est présent à la membrane 

cellulaire sous forme trimérique grâce à la séquence PLAD (PreLigand Assembly Domain) qui est 

située sur son domaine extracellulaire (Chan et al, 2000) (Figure 34). 

Fas Ligand (FasL/CD95L/CD178) est une protéine transmembranaire de type II. Ce ligand possède un 

domaine présent chez tous les membres de la famille du TNF qui permet son homo-trimérisation et 

ainsi sa fixation sur les domaines CRD (Cystein Rich Domain) de Fas (Lettau et al, 2010) (Figure 34). 

FasL est présent sous deux formes : une forme membranaire et une forme soluble obtenue après 

clivage par des métalloprotéases (Mitsiades et al, 2001; Schulte et al, 2007). Les rôles pro- ou non-

apoptotiques de chacune des deux formes de FasL sont souvent sujets à controverse. Récemment, 

O’reilly et al. a pu montré que l’induction de l’apoptose est induite par le FasL membranaire (LA et al, 

2009). En effet, ils ont créé des souris génétiquement modifiées pour exprimer uniquement le FasL 

membranaire ou le FasL soluble et montré que l’absence de FasL membranaire réduit 

considérablement l’activité cytotoxique des LT. De plus, sans FasL membranaire, il y a 

développement d’une lymphadénopathie (symptôme similaire à des souris gld mutées pour FasL) 

caractéristique d’une perturbation de l’activation-induced cell death (AICD) dans l’homéostasie 

immune. A l’inverse, FasL soluble promeut une autoimmunité et la tumorigénèse via des processus 

non-apoptotiques. Le domaine intra-cytoplasmique de FasL régule négativement son expression à la 



! 57!

membrane plasmique et participe à l’activité cytotoxique de FasL. Ce domaine intra-cytoplasmique 

peut également induire des signaux de costimulation (Jodo et al, 2005; Sun et al, 2006a). 

 
Figure 34 : Structure de Fas et FasL 
 

ii. Expression 
 

L’expression de Fas est ubiquitaire mais dans certaines conditions cette expression peut être 

augmentée physiologiquement, comme par exemple à la surface des LT après activation de ces 

derniers et sécrétion d’IFN-γ (Mullbacher et al, 2002). 

FasL est uniquement exprimé à la surface des lymphocytes activés : LT et NK (Lettau et al, 2010). 

L’expression de FasL est induite lors de l’activation des LT. FasL est également exprimé de façon 

constitutive sur les cellules présentes dans les sites de privilège immun, comme les yeux et les 

testicules, le cerveau et le placenta, où la réponse inflammatoire doit être finement contrôlée (Griffith 

et al, 1995). L’expression de FasL a aussi été observée dans différents types tumoraux comme des 

carcinomes colorectaux (Shimoyama et al, 2001), hépatocellulaires (Kykalos et al, 2012) ou des 

mélanomes (Hahne et al, 1996). 

 
iii. Signalisation 

 

La fixation de FasL en homotrimère sur son récepteur Fas pré-associé induit la formation d’un 

microaggrégat de récepteurs (Algeciras-Schimnich et al, 2002) (Figure 35). Suite à cette fixation, la 

protéine adaptatrice FADD est recrutée au niveau des domaines de mort du récepteur Fas (Chinnaiyan 

et al, 1995). A son tour, FADD recrute la procaspase-8 qui grâce à son domaine DED (Death Effector 

Domain) initie la formation du DISC (Death-inducing Signalling Complex) (Peter & Krammer, 2003). 

C’est la forte concentration locale de procaspase-8 au niveau du DISC qui va induire sa propre 

activation par clivage (Dickens et al, 2012).  
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A ce niveau, la quantité de caspase-8 activée oriente les cellules vers l’un des deux types de 

signalisation possibles : la signalisation des cellules de « type 1 » comme les thymocytes ou celle des 

cellules de « type 2 » comme les hépatocytes (Hao & Mak, 2010) (Figure 35). Dans les cellules de 

« type 1 », il y a activation d’une grande quantité de caspase-8, qui clive directement les pro-caspases 

effectrices en aval, comme la procaspase-3. Cette dernière clive ses propres substrats pour aboutir à 

une mort par apoptose. A l’inverse, dans les cellules de « type 2 », la quantité de caspase-8 activée est 

insuffisante, il y a alors mise en place d’une boucle d’amplification. Pour cela, la caspase-8 clive Bid 

en tBid, qui migre ensuite au niveau de la membrane mitochondriale externe. Cette signalisation se 

poursuit dans la mitochondrie en coopération avec Bax et Bak qui forment des pores à travers la 

membrane mitochondriale (Hao & Mak, 2010). Les mitochondries sécrètent alors des facteurs 

apoptogéniques comme le cytochrome c. Ce cytochrome c libéré s’associe avec Apaf-1, dATP et la 

procaspase-9 pour former le complexe appelé apoptosome. La caspase-9 est ainsi activée et peut à son 

tour cliver et activer la procaspase-3 (Riedl & Salvesen, 2007) (Figure 35). La libération par les 

mitochondries d’AIF (Apoptosis Inducing Factor) et d’EndoG (Endonucléases G) vers le cytosol et 

leur translocation dans le noyau conduit à la dégradation de l’ADN (Han et al, 2006). 

D’autres facteurs sont libérés par la mitochondrie comme Smac/Diablo et HtrA2/Omi. Ces protéines 

participent indirectement à l’activation de la caspase-3 car elles inhibent les IAPs (Inhibitors of 

APotosis) dont la fonction est d’inhiber des caspases effectrices (Wei et al, 2008). Les protéines 

mitochondriales Bcl-2 ou Bcl-xL sont anti-apoptotiques car elles empêchent l’oligomérisation de Bax 

et de Bak nécessaire à la formation des pores dans la membrane mitochondriale. Enfin, le DISC induit 

par Fas permet aussi le recrutement d’autres protéines, notamment la protéine FLIP (FLICE or 

Caspase 8 Inhibitory Protein) qui inhibe l’activation de la procaspase-8 et qui par conséquent bloque 

l’apoptose (Chang et al, 2002) (Figure 35).  
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Figure 35 : Les voies extrinsèques et intrinsèques de l’apoptose (adapté de (Pope, 2002)) 
La voie extrinsèque est déclenchée par la trimérisation de Fas suivie de la formation du DISC. La 
caspase-8 est activée en quantité suffisante pour activer à son tour la caspase-3 qui va aboutir à 
l’apoptose. La voie intrinsèque correspond à une boucle d’amplification du signal par relargage du 
cytochrome c de la mitochondrie. Le cytochrome c s’associe avec APAF-1/Caspase-9 pour permettre 
l’activation de la caspase-3. Les inhibiteurs des voies d’apoptose (c-FLIP, IAP, Bcl-2, Bcl-xL) sont 
présentés en rouge. 
 
 

iv. Fonctions physiologiques 
 

• Homéostasie immune 

FasL est essentiel dans le maintien de l’homéostasie immune et dans la prévention de l’auto-immunité 

(Green et al, 2003). Alors que l’activation des LT naïfs conduit à une expansion clonale et une 

différenciation des lymphocytes, la stimulation répétée de ces LT activés engendre une apoptose par 

AICD (Figure 36). En effet, ces stimulations répétées induisent l’expression membranaire de FasL sur 

les LT, qui à son tour provoque la mort de ces mêmes lymphocytes. Cette mort peut survenir de deux 

manières différentes : soit une mort par « suicide » où le LT exprime à la fois FasL et Fas (action 

autocrine), soit une mort « fratricide » entre deux LT voisins exprimant FasL et Fas (action paracrine) 

(Brunner et al, 2003). Cette AICD qui survient après des stimulations répétées permet de mettre fin 

aux réponses immunes lorsqu’elles ne sont plus nécessaires.  
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Ce rôle majeur dans l’homéostasie a pu être mis en évidence notamment par la découverte des souris 

appelées lpr (lymphoprolifération) et gld (syndrome lymphoprolifératif généralisée), qui sont mutées 

pour les gènes codant pour Fas et FasL respectivement (Nagata & Suda, 1995). Ces souris n’expriment 

plus de Fas ou de FasL et elles développent des pathologies très graves comme des 

lymphadénopathies, des splénomégalies, des accumulations d’une population inhabituelle de LT (Thy-

1+CD4−CD8−CD3+B220+) et des troubles auto-immuns (Takahashi et al, 1994; Watanabe et al, 

1995). L’équivalent chez l’Homme des souris lpr correspond au syndrome ALPS (Autoimmune 

Lymphoproliferative Syndrome). La majorité de ces patients sont porteurs d’une mutation germinale 

de Fas (Rieux-Laucat et al, 2003; Shah et al, 2014).  

 

 
Figure 36 : Fonctions physiologiques de la voie Fas/FasL 
 
 

• Cytotoxicité lymphocytaire 
 

Les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et les cellules NK éliminent les cellules cibles par deux 

mécanismes (Figure 36). D’une part, FasL est exprimé à la surface des effecteurs activés. FasL se fixe 

sur le récepteur Fas exprimé à la surface des cellules cibles et engendre une apoptose cellulaire des 

cellules cibles. D’autre part, les CTL sécrètent des perforines et granzymes dans l’espace 

intercellulaire aboutissant aussi à l’apoptose des cellules cibles (Figure 20). 

 
• Privilège immun 

 

Les sites de privilège immun sont des organes contrôlant de manière particulière les réponses 

inflammatoires et immunes (Figure 36). Ces sites empêchent la propagation d’inflammations puisque 

des épisodes inflammatoires, même de courte durée, peuvent menacer l’intégrité et la fonction de 
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l’organe en question. Les organes concernés sont : l’oeil, les testicules, le placenta et le cerveau. Ce 

privilège immun est assuré par différents mécanismes tels que : la présence de barrières anatomiques 

(hémato-encéphalique, hémato-rétinienne, hémato-testiculaire) (Caspi, 2006; Fijak et al, 2011), 

l’expression de la molécule non classique CMH-Ib, l’expression de FasL ou de molécules de surface 

qui inhibent le complément, la sécrétion de TGF-β ou de neuropeptides sur les cellules de ces organes. 

Concernant FasL, son expression permet de contrôler la prolifération des cellules lymphoïdes Fas+ 

pénétrant l’organe concerné et qui sont susceptibles d’y créer des dommages (Ferguson & Griffith, 

2006; Streilein, 2003). 

 
v. Les rôles non-apoptotiques de Fas et FasL 

 
En plus de son rôle majeur dans l’apoptose, les fonctions non-apoptotiques de la voie Fas/FasL sont 

importantes (Brint et al, 2013). Ainsi, des études ont montré que Fas transduit un signal de 

prolifération dans les LT primaires activés par leur CD3 (Alderson et al, 1993). De faibles doses 

d’agonistes de Fas déclenchent une signalisation conduisant à l’activation de NF-kB et des MAPK. 

Cette signalisation augmente la prolifération des LT de façon équivalente à une costimulation 

classique via CD28 (Paulsen et al, 2011). Cette stimulation de prolifération induite via Fas a aussi été 

retrouvée dans des fibroblastes ou des cellules tumorales (Shinohara et al, 2000). Récemment, l’équipe 

de Chen a montré que la présence de FasL et de Fas est essentielle à la prolifération in vitro et à la 

croissance tumorale in vivo des diverses lignées tumorales (Chen et al, 2010). Cet impact sur la 

croissance tumorale dépend de l’activation de la voie JNK et ERK induite via Fas.  

 
Enfin de nombreuses autres études ont mis en évidence que la signalisation induite par la liaison de 

FasL sur Fas déclenche la migration et l’invasion des cellules, en particulier dans les cellules malignes 

Fas+ résistantes à l’apoptose (Cai et al, 2012; Li et al, 2009). Par exemple, dans des tumeurs du 

pancréas, TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) protège de l’apoptose mais augmente également 

leurs capacités d’invasion cellulaire médiées par Fas (Trauzold et al, 2005). Dans des cellules de 

glioblastomes, l’activation de Fas induit le recrutement les protéines Yes (kinases de la famille Src) et 

des sous-unité p85 de la PI3 kinase, ce qui favorise l’expression de MMP2 et MMP9 et par conséquent 

l’invasion tumorale (Kleber et al, 2008). 

 
vi. Arguments en faveur d’un rôle pro-tumoral de FasL 

 
L’expression de FasL a été observée dans différents types tumoraux comme des carcinomes 

colorectaux (Shimoyama et al, 2001), hépatocellulaires (Kykalos et al, 2012) ou des mélanomes 

(Hahne et al, 1996). L’impact de l’expression de FasL sur le développement des tumeurs est sujet à 

controverse. 

De nombreux travaux montrent que l’expression de FasL à la surface des cellules tumorales permet 

d’induire un signal de mort aux LT activés exprimant la molécule Fas (Andreola et al, 2002; Hahne et 
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al, 1996; Zhu et al, 2005) (Figure 36). Le mécanisme le plus fréquemment décrit est connu sous le 

nom de “modèle de contre-attaque” (Igney & Krammer, 2005) car ce sont les cellules tumorales 

exprimant FasL qui éliminent les LT anti tumoraux et non l’inverse. Hahne et ses collaborateurs 

(Hahne et al, 1996) ont été les premiers a montrer la capacité de FasL à conférer un privilège immun 

aux cellules tumorales de mélanome in vivo. De plus, la croissance de cellules de mélanomes FasL 

positives est augmentée dans des souris mutées pour le récepteur Fas suggérant que, dans des souris 

sauvages (où Fas n’est pas muté), les cellules tumorales FasL+ éliminent les LT Fas+ anti tumoraux 

qui ralentissement le développement tumoral. De plus, il a été également rapporté que des cellules de 

mélanomes sécrètent des microvésicules exprimant FasL et sont capables d’induire l’apoptose de 

cellules Jurkat (Andreola et al, 2002) (Figure 37). L’expression de FasL sur certaines tumeurs peut 

être considérée comme un facteur de mauvais pronostic. En effet, des travaux ont montré que les 

tumeurs colorectales métastasées expriment plus fréquemment FasL que les tumeurs primaires (Belt et 

al, 2014). Enfin, des études réalisées dans des carcinomes de foie montrent que l’expression de Fas et 

de FasL dans les tumeurs constitue un facteur pronostic négatif significatif en terme de survie sans 

progression (Kykalos et al, 2012). Récemment, l’équipe de G. Coukos a découvert que les cellules 

endothéliales dans des tumeurs humaines (sein, prostate, colon) expriment FasL après  stimulation par 

du VEGF ou de l’IL-10. Cette expression ectopique de FasL agit comme une barrière protectrice pour 

la tumeur en lysant des LT CD8+ infiltrant la tumeur. Dans ce contexte, les LTreg deviennent 

résistants à l’apoptose grâce à la surexpression de c-FLIP!(Motz et al, 2014). 

Toutes ces études montrent donc que l’expression tumorale de FasL aide les cellules tumorales à 

échapper au rejet immun par délétion des LT Fas+ spécifiques de la tumeur.  

 
Figure 37 : La contre-attaque tumorale par FasL (Bohana-Kashtan & Civin, 2005)  
Les cellules tumorales expriment FasL à leur surface et induisent l’apoptose des TIL Fas+. Les 
cellules tumorales peuvent aussi sécréter des microvésicules exprimant FasL en membrane (FasL-
MV) pour éliminer les TIL Fas+ par apoptose. 
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vii. Arguments en faveur d’un rôle anti tumoral de FasL 

 
A l’inverse, des études mettent en évidence un rôle de FasL in vivo dans la mise en place d’une 

réponse immune pro-inflammatoire anti tumorale (Igney et al, 2005). Ainsi, des cellules tumorales 

exprimant FasL injectées chez la souris sont plus rapidement rejetées que les cellules tumorales 

négatives pour FasL. Il s’avère que ce rejet est largement associé à une infiltration de neutrophiles 

(Arai et al, 1997; Seino et al, 1997) (Arai PNAS 1997, Seino Nat Med 1997). De plus, dans un modèle 

de mélanome murin, Chen et ses collaborateurs (Chen et al, 1998) montrent que la surexpression du 

gène FasL au site tumoral entraîne le rejet des tumeurs. Cet effet est accompagné d’une importante 

infiltration par des neutrophiles inflammatoires. Par ailleurs, l’équipe de Tagawa (Wada et al, 2007) a 

montré que les niveaux d’expression de FasL à la surface de lignées de mélanomes déterminent le type 

de réponse tumorale. Dans ce travail, il a été mis en évidence qu’un faible taux de FasL induit in vivo 

l’apoptose des LT anti tumoraux et donc un échappement tumoral. A l’inverse, une forte expression de 

cette protéine favorise le rejet tumoral associé à l’infiltration de neutrophiles puis de LT anti 

tumoraux. 

Plus récemment, une étude a montré que FasL induit une réponse anti tumorale quand il est exprimé 

dès le départ sur une lignée de cancer du poumon. Cette expression de FasL initiale permet d’agir 

avant l’installation du microenvironnement tumoral (Chiu et al, 2013). A l’inverse, si l’expression de 

FasL est décalée après l’inoculation des cellules tumorales, alors le microenvironnement tumoral est 

déjà bien installé ce qui abolit l’effet de FasL. 

 

e. L’induction de l’apoptose des effecteurs immuns par la voie TRAIL 
 

La molécule TRAIL (Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis Inducing Ligand) est un autre 

membre de la famille du TNF. TRAIL est exprimé par de nombreux tissus et lignées cellulaires. Cinq 

récepteurs de TRAIL ont été identifiés TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5), TRAIL-R3 (DcR1), 

TRAIL- R4 (DcR2) et l’ostéoprotégérine (Prasad et al, 2014) (Figure 38). Les récepteurs DR4 et DR5 

sont deux récepteurs qui induisent des voies de signalisation conduisant à l’apoptose de la cellule 

cible. Les trois autres récepteurs sont en revanche incapables d’induire un signal apoptotique et sont 

qualifiés de “récepteurs leurres” (Dc : Decoy Receptor). L’engagement des récepteurs pro-

apoptotiques DR4 et DR5 par la molécule TRAIL induit un signal de mort et une voie de signalisation 

très similaire à celle de la voie Fas : activation de FADD, recrutement de la procaspase-8 au niveau du 

DISC, activation de la voie des caspases ou de la voie mitochondriale (LeBlanc & Ashkenazi, 2003) 

(Figure 38). TRAIL peut être impliqué dans l’activité cytotoxique des LT et cellules NK au même titre 

que FasL. 

Mais une particularité de TRAIL réside dans le fait que les cellules tumorales semblent être très 

sensibles à l’induction de la voie de TRAIL, contrairement aux cellules saines (Allen & El-Deiry, 
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2012; Ashkenazi et al, 1999). C’est la raison pour laquelle, le ciblage thérapeutique de TRAIL dans le 

cancer est très intéressant (Stuckey & Shah, 2013). Néanmoins, à l’image de la voie de Fas, des 

résistances tumorales ont été démontrées au niveau de la signalisation de DR4 et de DR5. En effet, une 

surexpression de protéines anti apoptotiques bloquant la voie de signalisation de DR4 et DR5, comme 

Mcl-1, a été mise en évidence dans des glioblastomes (Murphy et al, 2014). De plus, des mutations 

inactivatrices de la caspase-8 sont présentes dans certains carcinomes colorectaux (Kim et al, 2003) et 

on peut aussi détecter soit une surexpression des récepteurs leurres (DcR1) dans l’ostéosarcome 

(Bouralexis et al, 2003) soit à l’inverse une dérégulation de l’expression de DR4 dans les mélanomes 

(Bae et al, 2008). 

 
Figure 38 : Signalisations apoptotique et non-apoptotique de TRAIL et ses différents récepteurs 
(Wu & Lippman, 2011) 
 
 

B. Les modifications extrinsèques de la tumeur 
 
Les tumeurs ont développé d’autres moyens d’échappement au SI. Pour cela, elles créent autour 

d’elles un microenvironnement suppresseur (Figure 32). Les cellules immunes effectrices qui se 

trouvent dans ce microenvironnement sont inhibées localement même s’il a été montré in vitro 

qu’elles restent fonctionnelles (Radoja et al, 2000). Pour inhiber les cellules immunes effectrices, les 

cellules tumorales produisent des cytokines immunosuppressives et recrutent des cellules immunes 

suppressives. Ces cytokines immunosuppressives produites par les cellules tumorales sont de plusieurs 

types essentiellement : Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Shi et al, 2014b), TGF-β (Fujita 

et al, 2009), IL-10 (Sun et al, 2014c), Indoleamine 2,3-DiOxygenase (IDO) (Chevolet et al, 2014). 

Les cellules suppressives recrutées dans le microenvironnement tumoral par les chimiokines 

attractantes des tumeurs sont des Treg et des MDSC ou les macrophages en type M2 pro-tumoraux 

(précédemment décrits). Ces cellules produisent à leur tour des cytokines immunosuppressives (IL-10 

et TGF-β), expriment des molécules de corépression (CTLA-4, PD-1L) et consomment l’IL-2 

nécessaire à l’activation des CTL (Vesely et al, 2011). 
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Je viens de décrire une liste non exhaustive des armes utilisées par le SI pour lutter contre les cellules 

cancéreuses et les éliminer. Néanmoins, suite à la sélection induite par le SI lui-même, les tumeurs ont 

réussi à développer de nombreux mécanismes pour lui échapper. C’est pourquoi la mise en place d’un 

traitement efficace contre le mélanome nécessite un ciblage thérapeutique réfléchi et judicieux. De ce 

fait, les nouvelles immunothérapies à venir devront autant reposer sur l’amélioration du volet 

activateur des réponses immunes que sur l’inhibition du volet immunosuppresseur. 
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CHAPITRE 3 – Les GTPases Rho  
 

I. Généralités 
 
Les GTPases Rho appartiennent à la superfamille des GTPases RAS (Wennerberg JCS 2005). Cette 

superfamille est constituée de cinq sous-familles (Figure 39), impliquées dans différents processus 

cellulaires : 

! les protéines RAS contrôlent la prolifération, la différenciation cellulaire et l’expression 

génique!(Tetlow & Tamanoi, 2013), 

! les protéines RAB contrôlent le trafic vésiculaire (Zerial & McBride, 2001), 

! les protéines ARF sont impliquées dans la formation et le trafic des vésicules (Cherfils, 2014),  

! les protéines RAN régulent le transport nucléaire et l’organisation des microtubules lors de la 

mitose (Matchett et al, 2014), 

! Enfin, les protéines Rho qui sont des connecteurs moléculaires essentiels pour diverses 

fonctions cellulaires comme l’organisation du cytosquelette, la motilité cellulaire ou 

l’expression génique (Heasman & Ridley, 2008) 

 
Figure 39 : Arbre phylogénétique des GTPases de la superfamille Rho (Vega & Ridley, 2008) 
 
Les GTPases de la famille Rho sont des protéines G monomériques de faibles masses moléculaires de 

20 à 40 kDa. On distingue 20 membres répartis en huit sous-familles (Figure 39) :  

! Rho (RhoA, B et C),  

! Cdc42/RhoJ/RhoQ,  

! Rnd (Rnd1, Rnd2 et Rnd3/RhoE),  
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! RhoD/RhoF,  

! Rac (Rac1, 2 et 3 et RhoG),  

! RhoU/RhoV,  

! RhoH,  

! RhoBTB1 et RhoBTB2.  

 
II. Structure 

 
Les GTPases Rho sont très conservées au cours de l’évolution. Elles paratgent environ 30% d’identité 

de séquence avec les protéines RAS et de 40% à 95% d’identité entre elles (Wennerberg & Der, 

2004). Elles sont essentiellement constituées :  

! d’un domaine GTPasique 

! d’une partie N-terminale : le domaine effecteur où se lient les différents effecteurs ou 

régulateurs en conformation active et les domaines de liaison au GDP/GTP 

! d’une région C-terminale dite hypervariable car elle concentre la majorité des différences 

entre les GTPases Rho. Cette région se termine par une boîte CAAX, où C est une cystéine, A 

un acide aminé aliphatique et X un acide aminé quelconque sur lequel se greffent différentes 

modifications post-traductionnelles nécessaires à la localisation et à l’activité des GTPases 

Rho (Hodis et al, 2012) (Figure 40). 

 
 

 
Figure 40 : Structure des GTPases Rho (Hodis et al, 2012) 
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III. Régulation 
 
Modifications post-traductionnelles par isoprénylation 
 
Pour être actives, les GTPases Rho doivent subir une prénylation irréversible sur la cystéine de la boîte 

CAAX. Elle consiste en l’ajout d’un groupement lipidique insaturé à 15 atomes de carbones, le 

farnésyl-pyrophosphate (farnésyl-PP), ou à 20 atomes de carbones, le géranylgéranyl-pyrophosphate 

(géranylgéranyl-PP) (Wennerberg & Der, 2004). Ces groupements isoprénylés sont liés à la protéine 

Rho grâce à la FarnésylTransférase ou la GéranylGéranylTransférase respectivement. Le type de 

groupement isoprénylé ajouté dépend de l’acide aminé X présent dans la boîte CAAX. En effet, en 

présence d’une sérine ou une méthionine, un farnésyl-PP sera greffé (RhoE, RhoN, RhoD...) alors que 

ce sera un géranylgéranyl-PP s’il s’agit d’une leucine (RhoA, RhoC, RAC1, CDC42...) (Moores et al, 

1991). La GTPase RhoB est un cas particulier car elle peut fixer soit un farnésyl-PP, soit un 

géranylgéranyl-PP. Ce processus est primordial pour l’activité de la Rho GTPase car il permet sa 

translocation et son ancrage à la membrane cellulaire, où elle est activée et interagit avec ses effecteurs 

(Roberts et al, 2008). 

 

Il existe également d’autres modifications post-traductionnelles des GTPases Rho telles que la 

palmitoylation, la phosphorylation, la glucosylation ou l’ubiquitination (Visvikis et al, 2010). Elles 

modifient la localisation subcellulaire des RhoGTPases, leur activité, leur signalisation ou encore leur 

stabilité (Liu et al, 2012).  

 

IV. Cycle GDP/GTP 
 
Les GTPases Rho sont des connecteurs moléculaires cyclant entre un état inactif lié au GDP 

(Guanosine DiPhosphate) et un état actif lié au GTP (Guanosine TriPhosphate) (Figure 41). La liaison 

au GTP entraine un changement conformationnel des protéines permettant ainsi leur liaison avec les 

effecteurs (Etienne-Manneville & Hall, 2002). Ce cycle de liaison GDP/GTP nécessite l’intervention 

de protéines régulatrices. Les protéines Guanine nucléotide Exchange Factor (GEF) (80 membres) 

favorisent l’échange d’un GDP par un GTP activant ainsi les GTPases (Goicoechea et al, 2014; Lazer 

& Katzav, 2011). A l’inverse, les GTPases Activating Proteins (GAP) (70 membres) catalysent 

l’hydrolyse du GTP et ramènent donc les Rho dans un état inactif (Moon & Zheng, 2003; Tcherkezian 

& Lamarche-Vane, 2007). Enfin, les GDP Dissociation Inhibitor (GDI) séquestrent dans le cytoplasme 

la GTPase Rho inactive liée au GDP en emprisonnant le motif isoprénique, empêchant ainsi sa 

réactivation par les GEF. Les GDI sont constituées de deux domaines distincts. Le domaine N-

terminal, interagissant avec le switch 1 des GTPases Rho, est responsable de l’inhibition de la 

dissociation du GDP (Ota et al, 2015). Le domaine C-terminal, qui se lie au switch 2, forme une poche 

hydrophobe où vient se glisser le lipide isoprénique séquestrant ainsi les protéines dans le cytoplasme  

(Figure 41). 
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Figure 41 : Le cycle d’activation des GTPases Rho (Huveneers & Danen, 2009) 
Les Rho-GDIs (Rho-GDP Dissociation Inhibitors) séquestrent la forme inactive Rho-GDP dans le 
cytoplasme. Une fois libérées des Rho-GDIs, les Rho-GTPases sont ciblées à la membrane plasmique 
où leur cycle d’activation est régulé par les GEFs qui permettent le chargement en GTP et l’activation 
des Rho-GTPases. L’inactivation des Rho-GTPases se fait via les GAPs qui permettent l’hydrolyse du 
GTP en GDP 
 
 

V. La GTPase RhoA 
 
Parmi les membres de la famille Rho, RhoA (poids moléculaire ≈ 24 kDa) est l’une des mieux 

caractérisées. La première fonction pour laquelle elle a été décrite est la régulation du cytosquelette 

d’actine. RhoA est également impliquée dans bien d’autres fonctions cellulaires comme : la 

transcription (Staus et al, 2014), le trafic vésiculaire (Ridley, 2006), la contraction musculaire (Zhang 

et al, 2015), la motilité cellulaire (Jackson et al, 2011), la prolifération, la polarité cellulaire ou encore 

l’apoptose (Etienne-Manneville & Hall, 2002; Thumkeo et al, 2013). Ainsi, RhoA est une protéine 

essentielle pour la biologie de la cellule. Ce pourquoi la délétion complète de RhoA (knockout) dans 

des souris est létale au cours de l’embryogénèse (Pedersen & Brakebusch, 2012). Toutes les fonctions 

citées ci-dessus se font grâce à la coopération de RhoA avec ses différents effecteurs : ROCK, mDia 

(Mammalian homolog of Drosophila Diaphanous), Citron kinase ou encore la Rhotékine. Au cours de 

ma thèse je me suis particulièrement intéressé aux kinases ROCK. 

 
VI. ROCK 

 
1. Structure 

 

Les kinases ROCK (RhO-associated, Coiled-coil Containing Protein Kinase) font partie des plus 

importants effecteurs des Rho. Elles sont surtout connues pour interagir avec RhoA et RhoC. 

Les ROCK sont des protéines kinases (d’environ 160 kDa) ciblant spécifiquement les résidus 

sérine/thréonine. Deux isoformes de ROCK existent : ROCK-I et ROCK-II. (Matsui et al, 1996; 

Nakagawa et al, 1996). La structure moléculaire des ROCK comprend (Figure 42) : 

! le domaine kinase localisé vers l’extrémite N-terminal 
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! un domaine appellé “coiled-coil domain” (domaine auto-inhibiteur) en C-terminale. Ce 

“coiled-coil domain” est composé d’une région RBD (Rho-binding domain) où se fixe la 

GTPase Rho 

! une région PH (Pleckstrin-Homology domain) avec un domaine CRD (Cysteine-Rich 

Domain) en C-terminal 

! ROCK-1 et ROCK-2 partagent 64% d’identité de séquence selon la séquence globale en 

acides aminés, dont 58% dans la région RBD et 92% dans le domaine kinase (Figure 42) 

(Mueller et al, 2005). 

 

 
Figure 42 : Structure moléculaire des kinases ROCK-I et ROCK-II (adapté de (Mueller et al, 2005)) 
 
ROCK-I et ROCK-II sont exprimées de façon ubiquitaire, avec une expression préférentielle de 

ROCK-I dans les poumons, le foie, les reins, la rate et les muscles squelettiques alors que ROCK-II est 

plutôt exprimé dans le cerveau et le coeur (Schofield & Bernard, 2013). Leur activation est contrôlée 

par différents mécanismes. 

 

Le domaine coiled-coil est impliqué dans l’auto-inhibition de l’activité des ROCK. En effet, il permet 

le repliement de l’extrémité C-terminale sur le domaine kinase en N-terminal (Amano et al, 1999; 

Amano et al, 2000). Lorsqu’elle est inactive, la kinase ROCK est dans une conformation repliée 

(Figure 43). La liaison de la RhoA-GTP à la région RBD stimule l’activité des ROCK en dissociant le 

domaine kinase de la région auto-inhibitrice située dans l’extrémité C-terminale (Dvorsky et al, 2004) 

(Figure 43). L’acide arachidonique ainsi que la sphingosine phosphorylcholine sont également 

capables de stimuler l’activité des ROCK, en interférant avec la région auto-inhibitrice de l’extrémité 

C-terminale, surtout sur le domaine PH (Araki et al, 2001). De plus, les ROCK peuvent être activées 

par un clivage de la région auto-inhibitrice sous l’effet de la caspase-3 ou du granzyme B (Sebbagh et 

al, 2005; Sebbagh et al, 2001). Enfin, l’activité de ROCK-1 est aussi négativement régulée par la 

GTPase RhoE. La liaison de RhoE au domaine kinase de ROCK empêche la liaison de la Rho-GTP 

sur le domaine RBD de ROCK (Riento et al, 2003). 
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Figure 43 : Mécanismes de régulation de l’activité des ROCK (Mueller et al, 2005) 
Le repliement de l’extrémité C-terminale sur le domaine catalytique kinase de ROCK entraîne une 
boucle d’auto-inhibition des ROCK. La fixation de la Rho-GTP active sur le domaine RBD va rompre 
cette boucle d’auto-inhibition et donc activer ROCK. 
 

2. Fonctions 
 

La fonction la plus connue des ROCK est la régulation du cytosquelette d’actine et de la contractilité 

de l’actino-myosine. La contractilité du couple actine/myosine dépend de l’état phosphorylé ou 

déphosphorylé de la MLC (Myosin Light Chain) induite par la MLCK (MLC Kinase) ou la MLCP 

(MLC Phosphatase) respectivement. ROCK interagit avec MYPT-1 qui est une sous-unité de MLCP. 

ROCK phosphoryle MYTP-1 ce qui inhibe l’activé de MLCP (Chu et al, 2012; Riddick et al, 2008). 

De ce fait, la MLC se retrouve préférentiellement dans un état phosphorylé ce qui provoque une 

contractilité actine-myosine plus importante. De plus, il est aussi connu que ROCK peut directement 

phosphoryler la MLC au niveau de la sérine 19. ROCK peut aussi phosphoryler LIMK1 et LIMK2 

(LIM domain Kinase). Ces kinases se retouvent ainsi activées et elles phosphorylent à leur tour la 

cofiline ce qui va stabiliser les filaments d’actine (Rath & Olson, 2011) (Figure 44). 
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Figure 44 : Les kinases ROCK régulent le cytosquelette d’actine par deux mécanismes principaux 
(Rath & Olson, 2011) 
ROCK favorise la phosphorylation de la MLC soit de façon directe soit en inhibant la MLC 
Phosphatase ce qui permet d’augmenter la contraction et la polymérisatin des fibres d’actines. ROCK 
phosphoryle LIMK qui phosphoryle la cofiline ce qui stabilise les filaments d’actine. 
 
A l’image de RhoA, les kinases ROCK interviennent aussi, en fonction des substrats avec lesquels 

elles interagissent, dans diverses fonctions cellulaires comme : l’apoptose, la migration cellulaire, 

l’adhésion cellulaire, la prolifération ou encore le développement embryonnaire (Abe et al, 2014; 

Julian & Olson, 2015; Shi et al, 2013; Xu et al, 2012). 

 

Les GTPases Rho et ses effecteurs sont particulièrement impliqués dans les différents types de 

migrations cellulaires physiologiques ou tumorales, comme la migration mésenchymale et le 

migration amoeboïde (Vega & Ridley, 2008). La migration mésenchymale est caractérisée, par 

l’acquisition d’un phénotype de type fibroblastique : les cellules émettent des prolongements 

cellulaires et des points focaux d’adhésion, elles synthétisent des MMP pour dégrader la matrice 

extracellulaire (MEC) ce qui leur permet d’avancer (Radisky & Radisky, 2010).  
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La migration amoeboïde est caractérisée par une morphologie ronde sans prolongements et par une 

faible interaction avec la MEC. Le remodelage du réseau d’actine sous-corticale induit des 

bourgeonnements dus à la contraction de l’actomyosine. Ces bourgeonnements permettent aux cellules 

d’avancer en se déformant entre les fibres de la MEC (Lammermann & Sixt, 2009; Pinner & Sahai, 

2008). 

Les GTPases RhoA et RAC jouent des rôles inverses dans l’induction des deux types de migration. La 

migration mésenchymale est dépendante de la GTPase Rac car elle active WAVE2 qui induit un 

phénotype mésenchymal et inhibe la voie RhoA/ROCK (Sanz-Moreno et al, 2008). A l’inverse, la 

voie RhoA/ROCK induit un phénotype amoeboïde et inhibe la formation des protrusions 

mésenchymales (Kosla et al, 2013). La migration amoeboïde, du fait qu’elle ne nécessite pas le temps 

de dégradation de la MEC, est considérée comme plus agressive que la migration mésenchymale. 

 
 
VII. La voie RhoA/ROCK dans les réponses immunes 
 
Les GTPases Rho participent à plusieurs niveaux de la régulation de la réponse immunitaire : dans la 

sélection thymique, la présentation antigénique, l’activation et la cytotoxicité lymphocytaire (Cantrell, 

2003). Ainsi, concernant la cytotoxicité, la voie de signalisation RhoA/ROCK/LIMK permet la 

réorganisation du cytosquelette d’actine et la redistribution des granules cytotoxiques des cellules NK. 

Ces modifications permettent aussi 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 ses collaborateurs démontrent en effet que l’augmentation de la 

transcription du gène codant la protéine FasL dans les LT transfectés par la forme active de la GTPase 

RhoA est associée à une augmentation de la fonction lytique de ces cellules (Blanco-Colio et al, 

2003). 

Concernant l’activité des LT : l’équipe de Anne Ridley a montré que la voie RhoA/ROCK contribue à 

la migration et à la polarité des LT en régulant la contractilité actinomyosine et la stabilité des 

microtubules (Takesono et al, 2010). De plus, une analyse transcriptomique a mis en évidence que 

RhoA joue un rôle important dans les progéniteurs des LT. En effet, RhoA est nécessaire à 

l’expression des facteurs de transcription Egr-1 et AP-1 qui sont essentiels dans le développement des 

thymocytes (Mullin et al, 2007). De façon intéressante, la même étude a aussi montré que la 

transcription du marqueur d’activation lymphocytaire précoce CD69 est contrôlée par RhoA. 

Par ailleurs, des virus codant des mutants dominant-négatifs ou dominant-positifs des GTPases Rho 

(RhoA, RAC1, CDC42) ont permis de montrer le rôle régulateur de ses protéines dans la mise en place 

d’une réponse immune adaptative dépendante des CD (Shurin et al, 2005). De plus, la voie 

RhoA/ROCK/LIMK/Cofilin/Myosin II est aussi impliquée dans la signalisation des CD et dans le 

contrôle de l’induction de la réponse immune adaptative (Xu et al, 2014). 
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VIII. Les GTPases Rho dans l’oncogénèse 
 
Les GTPases Rho sont impliquées dans un grand nombre de fonctions cellulaires, il est de ce fait 

évident que leur dérégulation participe au processus oncogénique (Ellenbroek & Collard, 2007; Vega 

& Ridley, 2008) (Figure 45). Une prolifération incontrôlée et une augmentation de la survie 

conduisent à l’initiation et à la croissance tumorale, alors qu’un remodelage du cytosquelette augmente 

la motilité cellulaire pouvant conduire à un phénotype métastatique. Les GTPases Rho, qui 

interviennent au niveau du contrôle de la prolifération cellulaire, du cytosquelette et de l’angiogénèse 

sont donc impliquées dans diverses étapes de l’oncogenèse (Ellenbroek & Collard, 2007; Vega & 

Ridley, 2008).  

 

Figure 45 : Processus tumoraux majeurs régulés par les GTPases Rho (Karlsson et al, 2009) 
 
Malgré leur importance dans la tumorigénèse, les GTPases Rho sont très rarement mutées dans les 

cancers. En effet, à ce jour, seuls les gènes codants pour RhoH ou RAC1 présentent une mutation 

activatrice dans des tumeurs myéloïdes (Preudhomme et al, 2000) ou dans les mélanomes 

respectivement (Krauthammer et al, 2012). Très récemment, il a été découvert un ensemble de 

mutations dans RhoA dans des carcinomes gastriques (entre 15% et 25% des patients). La plupart de 

ces mutations concernent le domaine de liaison aux effecteurs ou au GTP (Kakiuchi et al, 2014; Wang 

et al, 2014). RAC1 et CDC42 ont aussi été retrouvés mutés dans des lignées de mélanome (Hodis et al, 

2012). 

En revanche, l’expression ou l’activité des GTPases Rho apparaissent très souvent dérégulées dans de 

nombreux cancers (Alan & Lundquist, 2013; Karlsson et al, 2009) (Tableau 3). La majorité des 

GTPases Rho a un rôle transformant alors qu’à l’inverse RhoB a des propriétés de suppresseur de 

tumeur avec une expression réprimée dans certaines tumeurs (Karlsson et al, 2009; Mazieres et al, 
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2004; Mazieres et al, 2007). Dans les mélanomes, plusieurs auteurs ont rapporté une surexpression de 

RhoA, RhoC et RhoE dans les métastases (Chardin, 2006; Clark et al, 2000; Sahai, 2007). 

 

Tableau 3 : Altération des GTPases Rho dans les cancers (adapté de (Alan & Lundquist, 2013; 
Karlsson et al, 2009)) 

GTPase Rho Altération Cancer 
Testicules 

Foie 
Poumon 

Œsophage 
Ovaire 

RhoA Surexpression 

Mélanome 
Poumon 

Glioblastome RhoB Diminution 
d'expression 

Tête et cou 
Mélanome 
Poumon 

Sein 
Pancréas 

RhoC Surexpression 

Ovaire 
 

IX. Les kinases ROCK dans l’oncogénèse 
 
Une surexpression ou une sur-activation des kinases ROCK peuvent aussi contribuer à l’initiation et à 

la progression tumorale.  

Des mutations somatiques des gènes codant pour ROCK ont été mises en évidence dans des lignées 

cellulaires de cancer et des tumeurs primaires. ROCK-I est muté en Y405 et S1126 dans des cancers 

du sein et en P1193 dans des cancers du poumons (Greenman et al, 2007; Lochhead et al, 2010). Ces 

trois mutations augmentent l’activité kinase due à l’absence d’autoinhibition. ROCK-II est retrouvé 

muté en Y1174 et S1194P dans des carcinomes primaires d’estomac et des lignées de mélanomes, 

induisant aussi une plus forte activité de la kinase (Greenman et al, 2007). Enfin, à l’inverse, une 

troisième mutation de ROCK-II en W138 génère une protéine avec un domaine kinase réduit et une 

activité diminuée (Lochhead et al, 2010).  

La surexpression de ROCK-I ou -II est associée dans plusieurs types de cancers à des tumeurs plus 

agressives et une diminution de la survie des patients. Ainsi, une surexpression de ROCK-I dans le 

cancer du sein corrèle avec un stade plus avancé et une mauvaise survie globale (Lane et al, 2008). 

ROCK-I est aussi fortement exprimé dans des ostéosarcomes et là aussi il est associé à une mauvaise 

survie (Liu et al, 2011). Dans des carcinomes hépatiques, la surexpression de ROCK-II est liée à des 

tumeurs plus agressives (Wong et al, 2009). Dans le cancer de la vessie, une expression élevée de 

ROCK-II est corrélée avec une survie sans progression réduite (Kamai et al, 2002; Kamai et al, 2003; 

Kamai et al, 2004). Dans des carcinomes hépatocellulaires, les surexpressions de ROCK-II, liées à la 

dérégulation de miR-139 ou miR-124, sont associées à un mauvais pronostic (Wong et al, 2011; 
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Zheng et al, 2012). La transition du cancer de la prostate hormonodépendant à hormonorésistant est 

associé à une dérégulation de miR-146a qui inhibe ROCK-I (Lin et al, 2008) 

 

 
X. Utilisation clinique des inhibiteurs de Rho dans le traitement de cancers 

 
Les GTPases Rho étant impliquées dans toutes les étapes de l’oncogenèse, le développement 

d’inhibiteurs ciblant cette famille de protéines, à des fins thérapeutiques, a très vite été exploré 

(Yeganeh et al, 2014). Ainsi, des inhibiteurs de la prénylation des GTPases Rho ont vu le jour sous 

formes de statines, de GGTI et de FTI (Figure 46).  

Les statines, inhibiteurs de l’HMG-CoA réductase, inhibent la prénylation, la farnésylation et la 

géranylgéranylation des GTPases de la superfamille RAS. Ils sont très largement prescrits pour leur 

fonction anti-cholestérolémiante mais ils ont aussi été testés dans le traitement de cancer (Demierre, 

2005; Walker et al, 2015; Wu et al, 2013). Des études précliniques et cliniques de leur utilisation ont 

montré des résultats encourageants notamment dans les hépatocarcinomes (McGlynn et al, 2014) et les 

cancers de la prostate (Moon et al, 2014). De plus, de récentes études suggèrent que les statines, 

utilisées dans le traitement de maladies cardiovasculaires, possèdent des propriétés préventives contre 

le cancer du foie (Shi et al, 2014a), même si cette corrélation n’a pas pu être établie dans d’autres 

cancers (pancréas, prostate) (Cui et al, 2012; Melvin et al, 2014). 

Depuis les années 2000, 75 essais cliniques ont été menés avec quatre FTI : Tipifarnib, Lonfarnib, 

BMS-214662 et L-778123 (Berndt et al, 2014). Ces produits se sont montré globalement très 

décevants en thérapie anti cancéreuse. En effet, l’ensemble de ces études a montré que la 

monothérapie avec un FTI avait une activité anti tumorale limitée dans les cancers hématologiques et 

généralement pas d’activité thérapeutique dans les cancers solides. Par exemple, pour le Tipifarnib, 

28% des essais cliniques n’ont pas montré de réponses objectives et 36% des essais ont montré des 

taux de réponses inférieurs à 15% dans les cancers hématologiques et solides (Berndt et al, 2014). De 

manière plus importante, le Tipifarnib et le Lonafarnib, qui sont les seuls à avoir atteint un essai de 

phase III, n’ont pas induit d’amélioration du pronostic des patients atteints de cancer du pancréas, du 

colon ou du poumon, en monothérapie ou combinés avec d’autres chimiothérapies classiques 

(Harousseau et al, 2009; Rao et al, 2004; Van Cutsem et al, 2004). 

Les traitements par des GGTI, qui inhibent l’activité des GTPases RhoA, RhoC, RAC et CDC42 en 

empêchant la fixation du géranygéranyl-PP, ont montré des résultats encourageants in vitro et in vivo 

(Kusama et al, 2003) mais à cause de leur toxicité aucun essai clinique n’a été mené à ce jour (Kazi et 

al, 2009). Cependant, un nouveau GGTI, le P61A6, est apparu en 2009 et a montré des effets anti 

tumoraux in vitro et in vivo sur des modèles de cancers du poumon et du pancréas (Lu et al, 2009; 

Zimonjic et al, 2013). 

Enfin, des inhibiteurs plus spécifiques des GTPases Rho ont également été développés. Ainsi, le CCG-

1423 inhibe la transcription de RhoA (Evelyn et al, 2007) et il est capable d’inhiber l’invasion de 
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lignées tumorales pancréatiques in vitro (Bell et al, 2013; Evelyn et al, 2010). A ce jour, les inhibiteurs 

de la prénylation des GTPases de la superfamille RAS n’ont pas prouvé leur efficacité mais de 

nouveaux essais cliniques et de nouvelles associations sont évalués. 

 

 
Figure 46 : Voie du mévalonate simplifée et inhibiteurs 
 
 
XI. Thérapies basées sur les inhibiteurs des ROCK 

 
En raison du ciblage pharmacologique des kinases, l’étude d’inhibiteurs des ROCK est plus avancée, 

d’autant plus que le ciblage des ROCK est plus sélectif et potentiellement moins toxique que le 

ciblage des Rho GTPases. 

Certains inhibiteurs des ROCK sont en utilisation ou en essai clinique pour diverses pathologies. Le 

Fasudil est actuellement utilisé au Japon pour le traitement du vasospasme cérébral (Suzuki et al, 

2008). Ce traitement repose sur les capacités vasodilatatrices du Fasudil. Suite à une étude de 

surveillance qui a montré la tolérabilité et l’innocuité du Fasudil sur 1400 patients (Zhao et al, 2006), 

plusieurs essais cliniques sont en cours pour traiter d’autres pathologies cardiovasculaires comme 

l’hypertension, l’athérosclérose ou encore les accidents vasculaires cérébraux (Olson, 2008). 

Actuellement, aucun inhibiteur des ROCK n’est en essai clinique ou approuvé pour le traitement du 

cancer. Néanmoins, plusieurs études ont montré des effets anti tumoraux de certains inhibiteurs des 

ROCK sur des modèles in vitro et in vivo (Narumiya et al, 2009). En effet, en raison de leur rôle 

important dans la dynamique du cytosquelette, l’inhibition de l’activité des ROCK semble être 

bénéfique dans le traitement de tumeurs métastatiques agressives. Ainsi, plusieurs inhibiteurs des 

ROCK, comme le Fasudil, Wf-536, Y-27632 ou encore RKI-1447, ont induit un ralentissement de la 

progression tumorale dans des cancers du foie, du poumon, du sein, du mélanome ou du myélome 
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(Itoh et al, 1999; Nakajima et al, 2003a; Nakajima et al, 2003c; Patel et al, 2012; Takamura et al, 

2001; Wang et al, 2004; Ying et al, 2006). De plus, le Fasudil et Wf-536 atténuent l’angiogénèse in 

vitro et in vivo dans des modèles de carcinomes pulmonaires (Nakajima et al, 2003b; Zhang et al, 

2012b). Le Slx-2119, un inhibiteur sélectif de ROCK-II, a induit un retard de croissance tumorale 

dose-dépendant dans un modèle de xénogreffe humain avec une toxicité acceptable (Boerma et al, 

2008; Morgan-Fisher et al, 2013).  

Avec la connaissance croissante de la régulation et des fonctions des ROCK dans différents 

mécanismes cellulaires, la perspective d’obtenir de nouvelles drogues ciblant les ROCK se rapproche. 

Ces molécules pourraient à terme être utilisées en thérapie anti tumorale dans le but de réduire la 

croissance tumorale et la formation de métastases. 
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OBJECTIFS DE LA THESE 
 

L’incidence du mélanome est en forte augmentation et les traitements actuels ont une efficacité 

modérée sur les mélanomes métastatiques mais de nouvelles thérapies ciblées et immunothérapies sont 

encourageantes. L’immunothérapie du mélanome est actuellement une voie thérapeutique en pleine 

expansion mais elle montre encore des limites et des effets secondaires prouvés. Il est donc toujours 

nécessaire de trouver de nouvelles molécules pharmacologiques pour amplifier les réponses immunes 

et pour améliorer les thérapies du mélanome.  

 

L’objectif général de ma thèse est d’étudier les rôles régulateurs des GTPases Rho et de leurs 

effecteurs, en utilisant des inhibiteurs pharmacologiques, sur l’expression de ligands du système 

immunitaire, sur des cellules de mélanomes murins et humains, et leurs conséquences sur le 

développement tumoral. Ceci dans le but de savoir si un jour ces inhibiteurs pourraient devenir des 

molécules intéressantes dans la thérapie du mélanome. 

 

Au cours de ma thèse, nous avons modulé l’immunogénicité des cellules de mélanome en utilisant 

différentes molécules pharmacologiques. Ceci dans le but de les évaluer dans des protocoles 

précliniques d’immunothérapie du mélanome. Nous avons testé des agents pharmacologiques pour 

évaluer leur capacité à augmenter l’expression tumorale de ligands immuns reconnus par les cellules 

effectrices des systèmes immunitaires inné et adaptatif.  

Nous nous sommes intéressés à trois ligands immuns :  

- la molécule de costimulation CD70,  

- au ligand MICA reconnu par les cellules NK  

- et au ligand d’apoptose FasL.  

Nous avons d’abord analysé la régulation de l’expression de ces ligands sur les cellules de mélanome 

suite à des traitements à des inhibiteurs de la voie des GTPases Rho et de leurs effecteurs ROCK. 

Nous avons ensuite voulu savoir si la modulation de ces ligands du système immunitaire influençait 

les réponses immunes anti mélanome. Enfin, nous avons étudié l’impact de ces ligands et de leur 

régulation sur le développement tumoral et en particulier sur les capacités métastatiques des cellules 

de mélanome.  
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RESULTATS 
Résultats I 

 
GTPases-independent statin-induced MICA overexpression reduces 

melanoma development and metastasis 

 

Christine Pich, Teiti Iotefa, Philippe Rochaix, Gilles Favre and Anne-Françoise Tilkin-Mariamé  

Article publié dans Frontiers in immunology (13 mars 2013;4:62. doi:10.3389/fimmu.2013.00062) 

 

L’incidence du mélanome a été multipliée par trois au cours de ces vingt dernières années (Belot et al, 

2008). Actuellement, les thérapies classiques du mélanome métastatique sont peu efficaces. C’est 

pourquoi de nouvelles stratégies s’orientent vers l’immunothérapie notamment en recherchant de 

nouvelles méthodes pour amplifier les réponses immunes.  

Les cellules NK sont essentielles dans les réponses immunes anti mélanome grâce à leur capacité à 

lyser les cellules tumorales. Cette activité cytotoxique anti tumorale dépend fortement du récepteur 

activateur NKG2D exprimé sur les cellules NK (Zafirova et al, 2011). En effet, des travaux montrent 

que des souris déficientes en NKG2D meurent précocement de divers cancers (Guerra et al, 2008). Ce 

récepteur reconnaît plusieurs ligands dont le plus connu est la protéine MICA qui peut être régulée aux 

niveaux transcriptionnel et post-traductionnel (Eagle & Trowsdale, 2007). 

Les statines sont des inhibiteurs pharmacologiques de la HMG-CoA réductase qui permet la synthèse 

du mévalonate. Le mévalonate étant un précurseur du cholestérol, ces médicaments sont utilisés en 

thérapies cardiovasculaires et cérébrovasculaires (Yeganeh et al, 2014). Le mévalonate est aussi le 

précurseur des composés isoprénylés responsables de l’ancrage membranaire des protéines prénylées 

telles que les GTPases Ras et Rho (Roberts et al, 2008). Ainsi, les statines inhibent la prénylation et 

l’activité de ces GTPases. Nous avons souhaité déterminer si des inhibiteurs de la voie du mévalonate 

pourraient favoriser une réponse innée qui participerait au rejet immun des mélanomes.  

Les travaux que nous avons entrepris concernent la régulation par les statines de l’expression du 

ligand MICA sur des lignées de mélanomes humains et l’effet de cette régulation sur la réponse NK. 

Pour cela, une statine synthétique (l’Atorvastatine) et une statine naturelle (la lovastatine) ont été 

utilisées. MICA est un ligand humain mais il possède une propriété unique, celle d’être reconnu et 

d’activer le récepteur NKG2D des cellules NK aussi bien humaines que murines. Le traitement in vitro 

des cellules de mélanome métastatique LB1319-MEL et BB74-MEL avec de l’Atorvastatine induit la 

surexpression de MICA en membrane et de sa forme totale. Ce traitement n’est pas toxique en lui-

même car la prolifération in vitro des cellules prétraitées ou non est similaire. De plus, cette 
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surexpression de MICA est fonctionnelle car elle induit in vitro une augmentation de la sensibilité des 

cellules LB1319-MEL à la lyse par les cellules NK humaines et murines. La surexpression 

membranaire de MICA suite au traitement à la lovastatine est également observée. 

Ensuite, nous avons étudié l’impact du pré-traitement in vitro des cellules LB1319-MEL à 

l’Atorvastatine sur le développement des tumeurs et des métastases induites in vivo en injectant ces 

cellules pré-traitées ou non à des souris NMRI nu/nu. Le suivi de la croissance tumorale, après 

injection sous-cutanée des cellules LB1319-MEL prétraitées ou non, a montré un ralentissement 

significatif de la croissance tumorale des cellules prétraitées à l’Atorvastatine. De plus, nous avons 

étudié l’effet de l’Atorvastatine sur l’implantation métastatique des cellules tumorales dans les 

poumons des souris. Pour cela, les cellules LB1319-MEL prétraitées ou non à l’Atorvastatine ont été 

injectées dans la veine caudale de souris NMRI nu/nu. Le marquage des cellules tumorales par de 

l’Intregrisense a révélé que le traitement réduit l’implantation des cellules LB1319-MEL dans les 

poumons des souris.  

Enfin, nous avons voulu déterminer quelles protéines prénylées étaient impliquées dans la régulation 

de l’expression de MICA sous l’action des statines. Nous recherchions donc une protéine dont 

l’inhibition favoriserait l’expression de MICA. Comme les statines inhibent la prénylation et l’activité 

des GTPases Ras et Rho, nous avons ciblé les GTPases RhoA, B, et C, Rac1 et Cdc42 en les inhibant 

par ARN interférence et les GTPases Ras en les inhibant par un inhibiteur spécifique l’acide S- 

FarnesylThioSialicylique (FTS). Les résultats montrent que RhoA ne régule pas l’expression de 

MICA, alors que Rac1, RhoB et RhoC et les GTPases Ras sont plutôt des régulateurs positifs. Ainsi, 

de façon surprenante, nous n’avons pas pu mettre en évidence l’implication des GTPases dans la 

régulation négative de MICA sous l’action de l’Atorvastatine.  

Pour trouver ce(s) régulateur(s) négatif(s) de MICA, nous nous sommes intéressés à la voie des 

PPARs dont l’activité est augmentée par les statines. Et en effet, l’inhibition de PPARγ, avec un 

inhibiteur pharmacologique (T0070907) ou un plasmide dominant-négatif, a induit une diminution de 

l’expression membranaire de MICA sur la lignée LB1319-MEL. De plus, un essai gène rapporteur, 

basé sur l’activité luciférase sous le contrôle d’un promoteur possédant des éléments de réponse à 

PPARγ a permis de mettre en évidence que l’Atorvastatine favorise l’activité transcriptionnelle de 

PPARγ. Ainsi, ces résultats suggèrent que les statines activent la voie de PPARγ aboutissant à la 

surexpression de MICA sur nos lignées de mélanome. De plus, nous avons aussi mis en évidence 

l’implication de la voie SAPK/JNK dans cette surexpression de MICA induite par l’Atorvastatine. 

L’ensemble de ce travail suggère que l’Atorvastatine induit une surexpression de MICA. Cet effet ne 

dépend pas des GTPases Ras et Rho mais des voies PPARγ et SAPK/JNK. La surexpression 

membranaire de MICA, induite par le traitement à l’Atorvastatine, favorise in vivo l’induction d’une 

réponse innée anti mélanome qui contrôle le développement tumoral. L’Atorvastatine pourrait donc 

avoir un intérêt dans l’immunothérapie du mélanome. 
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Survival of melanoma patients after metastases detection remains short. Several clinical
trials have shown moderate efficiency in improving patient survival, and the search for phar-
macological agents to enhance the immune response and reduce melanoma metastases is
still necessary. Statins block the mevalonate pathway, which leads to decreases in GTPase
isoprenylation and activity, particularly those of the Ras superfamily. They are widely used
as hypocholesterolemic agents in cardiovascular diseases and several studies have shown
that they also have protective effects against cancers. Furthermore, we have previously
demonstrated that treatment of melanoma cells with inhibitors of the mevalonate path-
way, such as statins, favor the development of specific adaptive immune responses against
these tumors. In the present study, we tested statin impact on the innate immune response
against human metastatic melanoma cells. Our data shows that treatment of two human
melanoma cell lines with statins induced a weak but significant increase of MHC class I
Chain-related protein A (MICA) membrane expression. Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor gamma is involved in this statin-induced MICA overexpression, which is indepen-
dent of Ras and Rho GTPase signaling pathways. Interestingly, this MICA overexpression
makes melanoma cells more sensitive to in vitro lysis by NK cells. The impact of statin
treatment on in vivo development of melanoma tumors and metastases was investigated
in nude mice, because murine NK cells, which express NKG2D receptors, are able to recog-
nize and kill human tumor cells expressing MICA.The results demonstrated that both local
tumor growth and pulmonary metastases were strongly inhibited in nude mice injected
with statin-treated melanoma cells. These results suggest that statins could be effective
in melanoma immunotherapy treatments.

Keywords: statins, melanoma, MICA, NK cells

INTRODUCTION
Cutaneous melanomas are the most aggressive skin cancers. They
arise from melanocytes and, after horizontal and vertical growth,
extravasate into the draining lymph nodes and blood vessels, from
which they can metastasize. Patient survival following metasta-
tic detection is usually short. Therefore, current treatments target
metastatic growth. Inhibitors of BRAF mutated V600E were vali-
dated by several clinical trials but their efficiency is not long lasting
and is mostly restricted to BRAF V600E mutated tumors (Flaherty
et al., 2010; Weeraratna, 2012). Other treatments with antibodies
directed against the CTLA-4 molecule have shown efficiency in
metastatic melanoma (Hodi et al., 2010), but these antibodies can
also induce deleterious inflammation (Berman et al., 2010). Thus,
the search for pharmacological agents to enhance the immune
response to reduce melanoma metastases is still necessary.

Statins are used by millions of people as hypocholesterolemic
agents in cardiovascular and cerebrovascular diseases. Addi-
tionally, retrospective studies have shown that, besides this

hypocholesterolemic activity, statins can also have a protective
effect against the development of cancers, particularly melanomas
(Boudreau et al., 2010; Jacobs et al., 2011). Statins are HMG-
CoA reductase inhibitors, which block the mevalonate synthesis
pathway. By inhibiting this metabolic pathway, statins also inhibit
the activity of numerous GTPases of the Ras superfamily as they
require the isoprenoid chains, synthesized from the mevalonate,
for their function and localization (Rikitake and Hirata, 2009).
Statins also have pleiotropic effects, including the enhancement
of Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma (PPARg)
activities (Balakumar and Mahadevan, 2012). PPARg is a tran-
scription factor that is overexpressed in several types of cancer
(Peters et al., 2012), particularly melanomas (Meyer et al., 2009).

We have previously shown that treatments of melanoma cells
with mevalonate pathway pharmacological inhibitors, notably
statins, and in combination with IFNg favor the anti-tumor adap-
tive immune response by inducing MHC class I and costimulatory
molecule (CD80/CD86) overexpression (Tilkin-Mariame et al.,

www.frontiersin.org March 2013 | Volume 4 | Article 62 | 1

http://www.frontiersin.org/Immunology
http://www.frontiersin.org/Immunology/editorialboard
http://www.frontiersin.org/Immunology/editorialboard
http://www.frontiersin.org/Immunology/editorialboard
http://www.frontiersin.org/Immunology/about
http://www.frontiersin.org/Tumor_Immunity/10.3389/fimmu.2013.00062/abstract
http://www.frontiersin.org/Tumor_Immunity/10.3389/fimmu.2013.00062/abstract
http://www.frontiersin.org/Community/WhosWhoActivity.aspx?sname=ChristinePich&UID=76021
http://www.frontiersin.org/people/IotefaTeiti/82847
http://www.frontiersin.org/people/PhilippeRochaix/82853
http://www.frontiersin.org/people/BettinaCouderc/82852
http://www.frontiersin.org/Community/WhosWhoActivity.aspx?sname=GillesFAVRE&UID=76484
mailto:tilkin.anne@claudiusregaud.fr
http://www.frontiersin.org
http://www.frontiersin.org/Tumor_Immunity/archive


Pich et al. Melanoma statin-induced MICA overexpression

2005; Sarrabayrouse et al., 2010). We then asked the question
whether or not these inhibitors could also favor the anti-melanoma
innate immune response. We were particularly interested in NK
cells, which are among the most efficient effectors of the innate
immune system and also recognize several molecules expressed
on the surface of both stressed and tumor cells. A critical receptor
expressed on NK cells is the NKG2D activating receptor, which is
able to recognize tumor cells from murine or human origin (Cer-
wenka and Lanier, 2001; Fuertes et al., 2008). On tumor or stressed
cells, this type II transmembrane receptor recognizes ligands, such
as UL-Binding Proteins (ULBPs) and MHC class I Chain-related
protein A (MICA) and B (MICB), all related to the MHC class
I molecules (Lanier, 2008). NKG2D expression is essential for
NK cell control of tumor development, as illustrated by NKG2D-
KO mice, which develop numerous tumors and die prematurely
(Guerra et al., 2008).

In the present study, we analyzed statins’ ability to regulate
MICA expression in human melanoma cells and the consequences
of this treatment on melanoma development. We demonstrated
that treatment of two human melanoma cells with atorvastatin
or lovastatin induced a weak but reproducible MICA membrane
overexpression, provoking an increase of melanoma cell sensitivity
to NK cell lysis in vitro. Moreover, we observed in vivo that ator-
vastatin pretreatment of these melanoma cells strongly reduced
both local melanoma growth following subcutaneous injection
as well as pulmonary metastases implantation after intravenous
injections. This data suggests that statins could be interesting
pharmacological inhibitors for melanoma immunotherapy as they
favor the innate immune response against tumor cells.

RESULTS
STATIN TREATMENT INDUCES MICA OVEREXPRESSION AND
INCREASES MELANOMA SENSITIVITY TO NK-KILLING
We tested whether treatment of human melanoma cells with
statins could render these cells more immunogenic and more
sensitive to NK cell destruction. LB1319-MEL human melanoma
cells were treated for 48 h with 5 µM atorvastatin. This treat-
ment induced a 2.2-fold total MICA protein enhancement
(Figure 1A) and also weakly enhanced MICA membrane expres-
sion (Figures 1B,C), but not the deleterious cleavage of membrane
expressed MICA (Figure 1D). The 5 µM dose of atorvastatin for
48 h was chosen after dose-response experiments as illustrated in
Figure A1A in Appendix. This atorvastatin treatment is not toxic
to LB1319-MEL cells, as their in vitro proliferation rate following
treatment is still similar to the control (Figure 1E). Similar results
were obtained with another human melanoma cell line, BB74-
MEL, which was treated with atorvastatin at 5 or 10 µM. Similar to
LB1319-MEL cells, the BB74-MEL cells also exhibited weak mem-
brane MICA overexpression in response to statins (Figure A1B in
Appendix) without increasing the cleavage of membrane expressed
MICA (Figure A1C in Appendix) or toxicity (Figure A1D in
Appendix).

Recent studies showed that the increase of MICA and MICB
expression on target tumor cells induced an increase in sensi-
tivity to lysis by NK cells (Zhang et al., 2009; Chavez-Blanco
et al., 2011). We therefore tested whether or not atorvastatin
plays a role in increasing the sensitivity of melanoma cells to NK

cell-mediated death. We isolated fresh NK cells from C57BL/6
splenocytes using magnetic cell separation (Miltenyi Biotec) and
cocultivated them for 1 h with LB1319-MEL target cells either
untreated or pretreated with atorvastatin. FACS analysis of tumor
cell lysis showed that atorvastatin treatment induced a twofold
increase in LB1319-MEL cell death as compared to untreated
target cells (Figure 1F). In this experiment, corresponding to pre-
viously shown data, murine NK cells were able to recognize and
kill human target cells by interaction of their NKG2D receptors
with specific ligands expressed on human target cells, such as
MICA, MICB, and ULBP (Cerwenka and Lanier, 2001; Fuertes
et al., 2008).

To test whether another statin could also induce MICA mem-
brane overexpression, LB1319-MEL cells were treated with 1 µM
lovastatin for 48 h and MICA expression was analyzed by flow
cytometry. The 1 µM dose of lovastatin was chosen after dose-
response experiments as illustrated in Figure A1E in Appen-
dix. Similarly to atorvastatin, lovastatin induced a weak MICA
membrane overexpression (Figure 1G).

Altogether, this data shows that statin treatment of human
melanoma cells enhanced MICA protein and membrane expres-
sion and that these treatments were not toxic, but increased the
sensitivity of the tumor cells to NK-induced cell death in vitro.

ATORVASTATIN TREATMENT OF LB1319-MEL CELLS SLOWS TUMOR
GROWTH AND REDUCES METASTATIC PULMONARY IMPLANTATION
Based on our in vitro conclusions, we wondered if atorvastatin
treatment of melanoma cells could increase sensitivity to the
anti-tumor innate immune response in a mouse model. In sum-
mary, we performed subcutaneous injections of LB1319-MEL
cells, either untreated or pretreated with 5 µM atorvastatin for
48 h, into the flank of nude mice. We were not able to perform
this assay with BB74-MEL cells, as they do not grow in the nude
mice. The resulting tumors showed that LB1319-MEL cells pre-
treated with atorvastatin grew drastically (p < 0.005) slower than
untreated cells (Figure 2A). Interestingly, two mice among the six
injected with pretreated LB1319-MEL cells rejected their tumor
(Figure 2C), whereas no rejection was observed among the mice
injected with untreated LB1319-MEL cells (Figure 2B). These
results are consistent with the statin-induced MICA overexpres-
sion and enhancement of in vitro tumor cell death by NK cells.
Furthermore, we used two other human melanoma cell lines:
LB2033-MEL and LB583-MEL. These cells are MICA negative
and remained negative following atorvastatin treatment as illus-
trated in Figure A2A in Appendix. We injected subcutaneously
these melanoma cells either untreated or pretreated, as LB1319-
MEL, with 5 µM atorvastatin. The resulting tumors showed that
negative MICA cells both pretreated and untreated grew simi-
larly (Figures A2B,C in Appendix). These results confirmed the
involvement of statin-induced MICA overexpression in the tumor
growth.

We also tested the effect of atorvastatin treatment on the in vitro
migration of the LB1319-MEL cells. We did not observed any sig-
nificant difference between the migration of treated and untreated
cells (Figures A2D,E in Appendix). This data suggested that the
atorvastatin-induced slow-down of in vivo tumor growth is not
linked to an inhibition of tumor cells migration.
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FIGURE 1 | Statin treatment induces MICA overexpression and increases
NK-dependent cytotoxicity. LB1319-MEL cells were treated with 5 µM
atorvastatin for 48 h (Ator) or untreated (H2O). The atorvastatin treatment
efficiency was controlled by the analysis of Rap1A unprenylation (Rap1A u.p)
compared to the total protein (Rap1A total) (A). MICA total expression was
analyzed by western blot (A), membrane expression by flow cytometry (B,C),
and cleavage by ELISA (D) (n = 3). To evaluate membrane antigen expression,
the index of specific fluorescence (ISF) was calculated as indicated in the
Section “Materials and Methods” (C). Results are expressed as mean ± SD
[error bars, n = 5 experiments (C) or 3 experiments (D)]. *P < 0.5; versus

control condition using the Student t -test. Every 2–3 days pretreated (Ator)
and untreated (H2O) LB1319-MEL cells were counted to evaluate the in vitro
proliferation (E). ns; versus control condition using the two-way ANOVA test.
Percentage of lysed LB1319-MEL cells pretreated (Ator) or untreated (H2O)
after coculture with murine NK cells was evaluated with Cytoxilux kit
(Onco-immumin, Interchim). Murine NK cells were first isolated from three
C57BL/6 spleens with CD49b MicroBeads (Miltenyi Biotec) (F). ***P < 0.001;
versus control condition using the two-way ANOVA test. LB1319-MEL cells
were treated with 1 µM lovastatin for 48 h, and MICA membrane expression
was analyzed by flow cytometry (G).

As NK cells play an important role in the control of metasta-
tic processes (Mehlen and Puisieux, 2006), we assessed whether
statin-induced MICA overexpression and subsequent sensitiv-
ity to the innate immune response could reduce the metastatic
processes, more specifically the final step of pulmonary implan-
tation. LB1319-MEL cells either untreated or pretreated with
5 µM atorvastatin were injected intravenously into the tail vein
of nude mice and the animals were sacrificed 16 days later.
Thirty hours before sacrifice, the tumor and neoangiogenesis
sensor IntegriSense was injected intravenously (Kimura et al.,
2009; Mery et al., 2011; He et al., 2012; Valdivia et al., 2012).
This fluorescent reagent allowed visualization and quantifica-
tion of tumor implantations and neoangiogenesis in the lungs
(Figures 2D,E). We observed that untreated LB1319-MEL cells
colonized the lungs and induced a considerable neoangiogene-
sis, while atorvastatin-treated LB1319-MEL cells were less invasive
with strongly decreased neoangiogenesis.

These results showed that statin pretreatment of melanoma
cells reduced in vivo tumor development and metastasis.

INHIBITION OF GTPases OF Ras SUPERFAMILY DOES NOT INDUCE
MICA OVEREXPRESSION
Proteins of the Ras superfamily play regulatory roles on essential
cellular functions (Heasman and Ridley, 2008). Their activity can
be blocked by statin treatment, because statins block mevalonate
production by HMG-CoA reductase and consequently inhibit
the production of isoprenyl PyroPhosphates (PP), geranyl PP,

and farnesyl PP, which are the precursor molecules necessary
to produce isoprenoid chains. These isoprenoid chains bind to
the carboxy-terminal end of Ras superfamily proteins and allow
adequate cellular localization and activity. To explain why statin
treatment induced MICA overexpression, we hypothesized that
statin could block a negative regulator of MICA expression. These
negative regulatory proteins, blocked by statin treatment, could be
isoprenylated proteins of the Ras superfamily.

We first tested the involvement of proteins of the Rho GTPases
subfamily. The three highly related Rho isoforms, RhoA, B, and
C share some effector proteins, but also show clear functional
differences (Heasman and Ridley, 2008). To determine whether
these Rho GTPases are involved in the regulation of MICA mem-
brane expression, we used a bacterial inhibitor of RhoA, B, and
C (Tat-C3 exoenzyme), which inhibits the Rho proteins activity
by inducing ADP-ribosylation of these three GTPases. The results
showed that treatment of LB1319-MEL cells with Tat-C3 actu-
ally induced downregulation of MICA rather than the expected
increase (Figures 3A,B). Therefore, these Rho proteins effectively
regulate MICA expression but in a positive way. We then used a
siRNA strategy that allows the specific inhibition of RhoA, RhoB,
or RhoC, to test whether one of them could behave differently and
negatively regulate MICA expression. We first verified that these
siRNAs were efficient in reducing RhoA, RhoB, or RhoC protein
expression (Figures A3A–C in Appendix) and then tested their
impact on MICA expression. Transfection of two RhoA-specific
siRNAs in LB1319-MEL cells did not induce any modification
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FIGURE 2 | Atorvastatin treatment inhibits melanoma in vivo
development and metastasis. LB1319-MEL cells untreated (H2O) or
pretreated with atorvastatin 5 µM for 48 h (Ator) were injected
subcutaneously into the flank of six nude mice. Tumor growth was
measured every 2–3 days (A). ***P < 0.001; versus control condition
using the two-way ANOVA test. Tumor growths for each mice are
represented (B,C). LB1319-MEL cells untreated (H2O) or pretreated with

5 µM atorvastatin for 48 h (Ator) were injected intravenously. Fifteen
days later IntegriSense was intravenously injected and the mice were
sacrificed 30 h later. The lungs appeared fluorescent and the IntegriSense
fluorescent signal was analyzed by Fluobeam®camera. The image is
representative of one experiment (D). The fluorescent signal was
quantified (E). ***P < 0.001; versus control condition using the Student
t -test.

of MICA expression (Figure 3C), while cells transfected with
RhoB- or RhoC-siRNAs significantly reduced MICA expression as
compared to siCtrl (Figures 3D,E). Consequently, these Rho pro-
teins cannot be responsible for the increased expression of MICA
induced by statin treatment.

We then tested the impact of siRNA-induced reduction of
Rac1 and Cdc42, two other essential members of the Rho fam-
ily. These proteins are known to be involved in the regulation of
several cellular functions, including migration and gene transcrip-
tion (Heasman and Ridley,2008). SiRNA transfections successfully
inhibited Rac1 and Cdc42 expression (Figures A3D,E in Appen-
dix). We observed that Cdc42 inhibition had no statistical effect on
MICA expression, while Rac1 inhibition actually reduced MICA
expression in LB1319-MEL cells (Figures 3F,G). Altogether, these
results show that these Rho proteins are not responsible for the
statin-induced overexpression of MICA.

Next, we investigated the role of Ras proteins in statin-induced
MICA overexpression. Ras GTPase activities can be inhibited by
statin treatment, because these proteins need to be farnesylated
on their C-terminal end for membrane anchorage and activity.
To determine whether Ras proteins are involved in MICA overex-
pression, we used a biochemical inhibitor of Ras protein activity
(S-FarneylThioSialicylic acid, FTS). The results showed that inhi-
bition of Ras protein activity by FTS (50–100 µM for 24 h) also
induced a decrease in MICA expression (Figures 3H,I). There-
fore, Ras proteins are not responsible for statin-induced MICA
overexpression.

PPARg AND SAPK/JNK INVOLVEMENT IN STATIN-INDUCED MICA
OVEREXPRESSION
As it is known that statins may affect the PPARg pathway (Bal-
akumar and Mahadevan, 2012), we checked the involvement
of this factor in the statin-induced MICA overexpression. As
shown in Figures 4A,B, treatment of the LB1319-MEL cells with
T0070907, a specific inhibitor of the PPARg pathway, led to a
weak but significant and reproducible decrease of the membrane
MICA expression. Additionally, transfection of an expression vec-
tor encoding a dominant negative mutant of PPARg (PPARg DN)
had a similar effect (Figures 4C,D). Furthermore, LB1319-MEL
cells transfected with a reporter vector containing three PPARg

Responsive Element (PPRE) cloned upstream of a luciferase gene
(pGL4.3xPPRE-FLuc) exhibited a weak but significant increase
of the luciferase expression following 5 µM atorvastatin treat-
ment (Figure 4E). The treatment of LB1319-MEL cells with
increasing doses of atorvastatin, from 0.3 to 10 µM, confirmed
this data (Figure A4A in Appendix). Finally, CPT1A mRNAs
were increased in LB1319-MEL cells following 5 µM atorvas-
tatin treatment (Figure A4B in Appendix). This data confirm
the involvement of PPARg pathway since CPT1A is a target
gene for PPARg (Heinaniemi et al., 2007; Szatmari et al., 2007;
Sharma et al., 2012). Therefore, it is possible that statins activate
the PPARg pathway, leading to downstream increases in MICA
expression.

To assess the possible involvement of other pathways, we then
performed a Human Phospho-Kinase Array (R&D systems). The
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FIGURE 3 | Inhibition of Rho and Ras GTPases proteins do not induce
MICA membrane overexpression. LB1319-MEL cells were untreated or
treated with TatC3 exoenzyme (TatC3) 10 µg/mL for 24 h (A,B).
LB1319-MEL cells were transfected with control siRNA (siCtrl) (C–G), two
RhoA-specific siRNAs (siRhoA1, siRhoA2) (C), two RhoB-specific siRNAs
(siRhoB1, siRhoB2) (D), two RhoC-specific siRNAs (siRhoC1, siRhoC2)
(E), two Rac1-specific siRNAs (siRac1.1, siRac1.2) (F), or two
Cdc42-specific siRNAs (siCdc42.1, siCdc42.2) (G). LB1319-MEL cells
were treated or not with a Ras inhibitor, FTS, 50–100 µM for 24 h (H,I).

MICA membrane expression was analyzed by flow cytometry 72 h after
transfection or 24 h after treatment. Representative illustrations of
untreated cells (black) and of treated cells (filled in gray) with Tat-C3
exoenzyme (A) or FTS (H) are shown. To evaluate membrane antigen
expression, the index of specific fluorescence (ISF) was calculated as
indicated in the Section “Materials and Methods.” Results are expressed
as mean ± SD (error bars, n = 3 experiments). *P < 0.5; **P < 0.01;
***P < 0.001 versus control condition using the Student t -test (B) or the
Tukey ANOVA test (C–I).

obtained results, illustrated in Figures 4F,G, show that atorvas-
tatin treatment enhanced phosphorylations of c-Jun N-terminal
kinases (JKN, spot 2 in Figures 4F,G) and especially the c-Jun
kinase on Serine 63 (c-Jun, spot 3 in Figures 4F,G). Atorvastatin
could therefore increase MICA expression via the Stress Activated
Protein Kinase/JNK (SAPK/JNK) pathway, as previously described
in human kidney endothelial cells (Holmen et al., 2007).

Altogether, these results show that PPARg and SAPK/JNK
pathways are involved in the atorvastatin-induced MICA
overexpression.

DISCUSSION
Melanomas are immunogenic tumors, which express tumor anti-
gens and other molecules recognized by the effectors of innate and

adaptive immune responses. The current metastatic melanoma
immunotherapies have limited efficiency (Robert et al., 2011;
Brahmer et al., 2012). Therefore, new molecules to enhance the
immune response are still needed. Statins are well known for
their hypocholesterolemic effect, but retrospective studies have
shown that statins also have a protective effect against melanoma
development (Jacobs et al., 2011). We previously showed that
inhibitors of the mevalonate pathway, notably statins, favored
an anti-melanoma adaptive immune response (Tilkin-Mariame
et al., 2005; Sarrabayrouse et al., 2007, 2010). Here, we tested the
ability of statins to enhance the NK-dependent innate immune
response against human melanomas, particularly because these
innate immune responses are essential for the control of metastases
(Mehlen and Puisieux, 2006).
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FIGURE 4 | PPARg and SAPK/JNK are involved in
atorvastatin-induced MICA overexpression. LB1319-MEL cells
were treated with DMSO or a PPARg inhibitor, T0070907 25 nM for
24 h (A,B). LB1319-MEL cells were transfected with an empty
plasmid (Ctrl) or a plasmid encoding a PPARg dominant negative
mutant (PPARg DN) (C,D). MICA membrane expression was analyzed
24 h after treatment or transfection. Representative illustrations of
controlled cells (black) and treated cells (filled in gray) with T0070907
(A) or PPARg DN (C) are shown. The ISF were calculated (B,D).
LB1319-MEL cells were transfected with Firefly Luc control plasmids
(pGL4.23-FLuc) or plasmid reporting the PPARg PPRE activity
(pGL4.3xPPRE-FLuc) and these cells were untreated (H2O) or treated

with atorvastatin 5 µM (Ator 5 µM). Twenty-four hours later, luciferase
assays were performed (E). LB1319-MEL cells were untreated (H2O)
or treated with atorvastatin 5 µM for 48 h and a Proteome Profiler
Array was performed to compare kinases phosphorylation (F,G). One,
two, and three correspond respectively to a reference spot (REF),
panJNK T182/Y185, T221/Y223 (panJNK), and c-Jun S63 (c-Jun)
phosphorylations (F). The densities of the signals were analyzed with
ImageJ software and the ratios of atorvastatin on untreated
conditions were calculated (G). Results are expressed as mean ± SD
(error bars, n = 3 experiments). *P < 0.5; **P < 0.01; ***P < 0.001
versus control condition using the Student t -test (B,D) or the Tukey
ANOVA test (E,G).

In two human melanoma cell lines, we showed that statin treat-
ments were not toxic at the doses used and that they weakly and
reproducibly upregulated MICA expression, which is a critical
target for anti-tumor NK cells. Interestingly, this weak MICA over-
expression was able to enhance melanoma cell sensitivity to NK
cell lysis in vitro. Similarly, Zhang et al. (2009) showed that sodium
butyrate treatment of HeLa and HepG2 cells induced a weak
but significant MICA overexpression allowing NK cells induced-
death enhancement. Furthermore as previously described using
hydralazine and valproate treatment on epithelial cancer cell lines
(Chavez-Blanco et al., 2011), our treatment of melanoma cells with
statins induced MICA membrane overexpression without increas-
ing the level of soluble MICA avoiding tumor-induced suppression
of NK cytotoxicity against the tumor. Moreover, the efficacy of this
statin-induced MICA overexpression was quite obvious in our
in vivo experiments performed in nude mice. The innate immune
response of nude mice could be tested against human melanoma
cells because these mice have NK cells bearing NKG2D receptors,
which are able to recognize human antigens, like MICA (Cerwenka
and Lanier, 2001; Fuertes et al., 2008). In vivo experiments showed
that melanoma tumor growth, induced by subcutaneous injec-
tions of statin-pretreated melanoma cells, was strongly decreased
compared to the tumors induced by untreated melanoma cells.
Furthermore two mice out of six completely rejected atorvastatin

pretreated tumor cells. Most importantly, statin pretreatment
also induced a significant decrease in melanoma metastatic lung
implantation and a highly significant modification and decrease
of the neoangiogenesis of these lungs. These modifications were
detected by IntegriSense fluorescence, which recognize avb3 inte-
grins overexpressed in the lungs during cancer cells colonization
(Kimura et al., 2009; Mery et al., 2011; He et al., 2012; Val-
divia et al., 2012). In vitro tumor migration is not affected by
atorvastatin treatment (Figures A2D,E in Appendix) therefore
NK-killing of MICA overexpressing melanoma cells seem to be
determinant for the reduction of melanoma development in vivo,
as suggested by the differences of tumor growth between MICA
negative (LB583-MEL and LB2033-MEL), MICA-low (untreated
LB1319-MEL), and MICA-higher (atorvastatin-treated LB1319-
MEL) melanoma cells.

These in vivo experiments could not be reproduced with the
BB74-MEL model because these cells did not form tumors in nude
mice. Two hypotheses could explain these results. The first is that
the in vitro proliferation rate of BB74-MEL cells (Figure A1D in
Appendix) is too slow compared to LB1319-MEL cells (Figure 1E).
As we followed the in vivo tumor growth of both cell lines for
the same amount of time, the BB74-MEL cells may not have had
enough time to form tumors. The second possible explanation is
that BB74-MEL cells could be rejected at once by the NK cells
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of the nude mice, because BB74-MEL cells express more MICA
than LB1319-MEL cells (Figure A4C in Appendix) and do not
express MHC class I molecules, which inhibit NK cells activity
(Figure A4D in Appendix).

In an effort to determine the mechanism of action of this
statin-induced MICA overexpression, we came to the unexpected
conclusion that it is not induced by members of the Ras super-
family. Experiments done with bacterial, biochemical inhibitors,
or siRNAs specific for Ras and Rho GTPases could not phenocopy
statin-induced MICA overexpression. However, two other statin-
altered pathways (Holmen et al., 2007; Balakumar and Mahade-
van, 2012) seem to be involved, namely PPARg and SAPK/JNK.
Inhibitors of PPARg factor induced a weak downregulation of
MICA expression, while treatment with atorvastatin increased the
activity of a synthetic promoter containing PPREs. Similarly, ator-
vastatin treatment also resulted in increased phosphorylation of
JNK and c-Jun. The respective roles of signaling pathways involv-
ing PPARg and SAPK/JNK in melanoma development and in
MICA expression are still unknown and should be analyzed in
further studies.

In previous works, we showed that inhibitors of the Rho
GTPases favored adaptive anti-melanoma immune response
(Tilkin-Mariame et al., 2005; Sarrabayrouse et al., 2007, 2010).
In the present paper, we demonstrate that statins have another
beneficial role in modifying melanoma cells, which is to render
them more sensitive to the NK-killing. These results reinforce the
idea that statins could be effective drugs for an immuno-based
therapy of melanoma, by favoring adaptive and innate responses
as well as reducing the metastatic process.

MATERIALS AND METHODS
TUMOR CELL LINES AND ANIMALS
The human melanoma cell lines LB1319-MEL, BB74-MEL,
LB2033-MEL, and LB583-MEL were kindly provided by Pr.
T. Boon (Ludwig Institute for Cancer Research, Brussels).
They were 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 they were monthly tested to be
mycoplasma-free. Six- to nine-week-old female NMRI nude mice
were obtained from Elevages Janvier. The experiments in mice
have been done in the appropriate conditions of husbandry, exper-
imentation and care, controlled by the Ethic Comity of the Insti-
tut Claudius Regaud under the control of the Regional Comity
of Midi-Pyrénées (France). Our protocols were validated and
received the agreement number ICR-2009-0011.

TREATMENT OF MELANOMA CELLS
Melanoma cells were treated with a synthetic statin: atorvastatin
(Pfizer) at different doses from 0.3 to 10 µM for 24 or 48 h, or a
natural statin: lovastatin (Calbiochem) at 1, 5, or 10 µM for 48 h,
or a RhoA, B, and C inhibitor: Tat-C3 exoenzyme (produced in our
laboratory) (Sarrabayrouse et al., 2007) at 10 µg/mL for 24 h, or
with a Ras inhibitor: S-FarneylThioSialicylic acid (Interchim) at
increasing concentrations from 50 to 100 µM for 24 h, or a PPARg

inhibitor: T0070907 (Calbiochem) at 25 nM for 24 h. Untreated
cells correspond to cells treated with equivalent volume of H2O

for atorvastatin, Ethanol (EtOH) for lovastatin, NaCl for Tat-C3
exoenzyme, DMSO for FTS and T0070907.

TRANSFECTION OF siRNAs OR PLASMIDS
Melanoma cells were transiently transfected with siRNAs as pre-
viously described (Sarrabayrouse et al., 2007). Briefly, 5 ⇥ 105

cells were transfected with 20 nM of siRNAs using Oligofecta-
mine (Invitrogen). The siRNA duplexes were purchased from
Eurogentec: non-targeting siControl (siCtrl; GACGUGGGACUG-
AAGGGGU-TT), siRhoA1 (GAAGUCAAGCAUUUCUGUC-TT),
siRhoA2 (GCAGGUAGAGUUGGCUUUG-TT), siRhoB1 (CUAU-
GUGGGCCGACAUUGAG-TT), siRhoB2 (CCGUCUUCGAGAA-
CUAUGU-TT), siRhoC1 (UAAGAAGGACCUGAGGCAA-TT),
siRhoC2 (GACUAUGAUCGACUGCGC-TT), siRac1.1 (CACCAC-
UGUCCCAACACUC-TT), siRac1.2 (AAGGAGAUUGGUGC-
UGUAA-TT), siCdc42.1 (GAUAACUCACCACUGUCCA-TT),
siCdc42.2 (GACUCCUUUCUUGCUUGUU-TT).

Melanoma cells were transiently transfected with a plasmid
encoding PPARg dominant negative proteins. Briefly, 5 ⇥ 105

cells were transfected with 500 ng of plasmids with JetPrime
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions.

FLOW CYTOMETRY ANALYSES
Melanoma cells (1 ⇥ 106) were stained with PE-conjugated anti-
MICA mAb and isotype control purchased from R&D Systems.
After 1 h incubation the stained cells were analyzed on a FACSCal-
ibur (Becton Dickinson) and the results were analyzed with FlowJo
software (Tree Star). To evaluate membrane antigen expression
on several independent experiments, the index of specific flu-
orescence (ISF) was determined. This was calculated using the
following formula:
�
Median Fluorescence Intensity MFI with specific antibody

�MFI with isotype control
�
⇥ 100

MFI with isotype control
(1)

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 pre-
pared by the standard procedure and then separated (50–200 µg
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 incu-
bated with HRP-labeled secondary antibody (Immunotech) for
1 h at room temperature (RT) and then detected by chemilumines-
cence 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 (R&D
Systems). Briefly, capture antibodies were coated onto 96-wells
plates overnight. Wells were washed and incubated with blocking
reagent for 1 h at RT. One hundred microliters of the supernatants
to be tested were added in triplicate for 2 h and detection anti-
body (in 2% goat serum; Lonza) was next incubated for 2 h at RT.
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One hundred microliters 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 sulfuric acid 1 N. 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 unlabeled 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%).

ANALYSIS OF NK CELLS CYTOTOXIC ACTIVITY
We used Cytoxilux kit (Onco-immumin, Interchim) to investi-
gate NK cells cytotoxic activity by flow cytometry. Briefly 1 ⇥ 106

LB1319-MEL cells pretreated either with H2O or 5 µM atorvas-
tatin for 48 h were stained with targets marker TFL-4 (FL-4) for
20 min at 37˚C and then washed with PBS. Stained target cells were
then diluted at 8 ⇥ 104 cells per 100 µL 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 (Dutscher) in
triplicate. Supernatant of each well was then discarded and 75 µL
of caspase substrate, which is FITC fluorescent when cleaved (FL-
1) or 75 µL of Wash Buffer for control conditions were added.
Cells were finally washed with Wash Buffer and resuspended in
PBS for analysis on a FACSCalibur. The percentage of cytotoxi-
city 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 nude mice were injected
subcutaneously (s.c.) with 5 ⇥ 106 LB1319-MEL cells or 2 ⇥ 106

LB2033-MEL or LB583-MEL cells either untreated or pretreated
with 5 µM atorvastatin for 48 h. The melanoma cells were washed
thrice in PBS before the injections to completely eliminate the
statin. 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 at day
15 or 22 after tumor injection. At this time no mice were died
and the tumors did not display severe ulceration or reached a
size of 300 mm2. For the mice that had rejected the tumor cells,
experiments were terminated 9 weeks after tumor implantation.
Two groups of three mice were tested and the experiments were
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 nude mice
were injected i.v. with 1 ⇥ 106 LB1319-MEL cells either untreated
or pretreated 48 h with 5 µM atorvastatin. The melanoma cells
were washed thrice in PBS before the injections to completely

eliminate the statin. These i.v. injections in the tail vein of
melanoma cells followed by lungs examination for tumor colo-
nization allows controlled and quantitative experimentation of the
last step of metastasis: the organ colonization. Mice were sacrificed
16 days later, at this time no mice were died. Mice were i.v. injected
with 100 µL of IntegriSense (Perkin-Elmer) 30 h before sacrifice.
The fluorescence in the lungs was analyzed by Fluobeam®cam-
era (690–700 nm) for 120 ms exposition and the fluorescent sig-
nals were quantified using ImageJ software (National Institute of
Health). The experiments included three or four mice/group and
were done twice.

IN VITRO ASSAYS FOR CELL MIGRATION
The migration assay was performed with 8-µm pore size transwell
system (BD Biosciences). Cells (1 ⇥ 104/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
an Eclipse Ti microscope (Nikon Instruments; objective 20⇥) and
a CoolSNAP HQ2 camera (Photometrics) in three randomized
fields of 505 mm2.

LUCIFERASE ASSAYS
The reporter vector for PPARg, pGL4.3xPPRE-FLuc plasmid con-
taining PPRE sequences, was homemade constructed from the
pB3xPPRE-Luc in an empty vector pGL4.23-FLuc (Rauwel et al.,
2010) expressing Firefly Luciferase (FLuc). The pGL4.3xPPRE and
the pGL4.23 were transfected using JetPrime (Invitrogen). The
pCMV-RLuc plasmid expressing Renilla Luciferase (RLuc) was
co-transfected as an internal control. Briefly, 3 ⇥ 104 cells were
transfected with the reporter vectors as described above. Four
hours after, transfection was stopped by removing the medium
and cells were treated with H2O or atorvastatin. Twenty-four hours
later, luciferase activities were measured using the Dual Luciferase
Assay System (Promega).

REAL-TIME QUANTITATIVE PCR
Total RNA of LB1319-MEL cells untreated and treated with ator-
vastatin 5 or 10 µM for 24 h were isolated using the RNeasy mini
kit (Qiagen) combined with the RNase-Free DNase set (Qia-
gen) according to the manufacturer’s instructions, then reverse-
transcribed using the iScript cDNA synthesis kit (BioRad). Quan-
titative real-time PCR was performed with a CFX96 Touch Real-
Time PCR detection system (BioRad) using iQ SYBR Green
Supermix (BioRad). We used b-actin as a housekeeping gene.
Primers sequences were: CPT1A forward 50TCG-ATT-TTC-AAG-
GGT-CTT-CG30, CPT1A reverse 50CAC-AAC-GAT-CAG-CAA-
ACT-GG30, b-actin forward 50TCC-CTG-GAG-AAG-AGC-TAC-
GA30, b-actin reverse 50-AAG-GAA-GGC-TGG-AAG-AG30. The
relative fold change was calculated using the following formula:
2�((Ct CPT1A � Ct b-actin) treated cells/(Ct CPT1A – Ct b-actin) untreated cells).

PROTEOME PROFILER ARRAY
Proteome Profiler Arrays were performed using Human Phospho-
Kinase Array Kit (R&D Systems). Briefly, 5 ⇥ 105 LB1319-MEL
cells, either untreated (H2O) or treated with 5 µM atorvas-
tatin, were lysed in the Lysis buffer. Supernatants were incu-
bated on the blocked membranes overnight at 4˚C. Membranes
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were washed and incubated with detection antibodies cocktails
for 2 h at RT. Membranes were washed and incubated with
1 mL of diluted Streptavidin-HRP for 30 min in the dark at RT.
Then the phospho-kinases were detected using chemilumines-
cence detection. Spot intensities were quantified using ImageJ
software (National Institute of Health).
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APPENDIX

A

D E

B C

FIGURE A1 | Atorvastatin and lovastatin treatments of LB1319-MEL and
BB74-MEL cells induce MICA membrane overexpression. LB1319-MEL
cells were treated with increasing concentrations of atorvastatin and
membrane MICA expression was analyzed by flow cytometry (A). BB74-MEL
cells were treated with 5 or 10 µM atorvastatin for 48 h (Ator) or untreated
(H2O). MICA membrane expression was analyzed by flow cytometry (B) and

cleavage by ELISA (C). **P < 0.01; ***P < 0.001; versus control condition
using the Tukey ANOVA test. Every 2–3 days pretreated (Ator) and untreated
(H2O) BB74-MEL cells were counted to evaluate the in vitro proliferation (D).
ns; versus control condition using the two-way ANOVA test. LB1319-MEL
cells were treated with increasing concentrations of lovastatin and membrane
MICA expression was analyzed (E).

FIGURE A2 | Atorvastatin treatment had no effect on MICA
negative melanoma cell lines in vivo tumor growth and on in vitro
tumor migration. LB2033-MEL and LB583-MEL cells were treated
with increasing concentrations of atorvastatin for 48 h and MICA
membrane expression was analyzed by flow cytometry (A). ns; versus
control condition using the Tukey ANOVA test. LB2033-MEL and
LB583-MEL cells untreated (H2O) or pretreated with atorvastatin 5 µM

for 48 h (Ator) were injected subcutaneously into the flank of nude
mice. Tumor growth was measured every 2–3 days (B,C). ns; versus
control condition using the two-way ANOVA test. In vitro migration of
LB1319-MEL cells untreated (H2O) or pretreated with atorvastatin 5 µM
for 48 h (Ator) was analyzed using transwell assays (D). ns; versus
control condition using the Student t -test. Images are representative of
the migrating cells (E).
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A B C D E

FIGURE A3 | Decrease of Rho proteins expression in LB1319-MEL cells
transfected with Rho specific siRNAs. The efficiency in decreasing Rho
protein expression of Rho specific siRNAs transfections were analyzed by

western blot, and actin was used as a control of a uniform loading. RhoA,
RhoB, RhoC, Rac1, and Cdc42 expressions were analyzed to test their
respective specific siRNAs efficiencies (A–E).

A B

C D

FIGURE A4 | Activation of PPARg pathway by increasing doses of
atorvastatin and MICA and MHC class I expression in LB1319-MEL
versus BB47-MEL cell lines. LB1319-MEL cells were transfected with
Firefly Luc control plasmids (pGL4.23-FLuc) or plasmid reporting the PPARg

PPRE activity (pGL4.3xPPRE-FLuc) and these cells were untreated (H2O) or
treated with increasing doses of atorvastatin from 0.3 to 10 µM. Twenty-four
hours later, luciferase assays were performed (A). LB1319-MEL cells were

treated with 5 or 10 µM atorvastatin for 24 h or untreated (H2O) and CPT1A
mRNA relative expression, normalized by b-actin, was detected by RT-qPCR
(B). Results are expressed as mean ± SD (error bars, n = 3 experiments).
*P < 0.5; **P < 0.01; ***P < 0.001 versus control condition using the Tukey
ANOVA test (A,B). Expressions of MICA (C), and MHC class I molecules (D)
were compared between LB1319-MEL and BB74-MEL cell lines by flow
cytometry.
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Le mélanome est un cancer en progression dont les thérapies classiques s’avèrent peu efficace dans les 

stades métastatiques avancés de la maladie (Eggermont et al, 2013). Les mélanomes sont connus pour 

exprimés des antigènes tumoraux, mais les réponses immunes des patients ne semblent pas assez 

puissantes pour contrôler la maladie (Parmiani & Maccalli, 2012). C’est pourquoi de nouvelles 

stratégies s’orientent vers l’immunothérapie notamment en recherchant de nouvelles méthodes pour 

amplifier les réponses immunes en inhibant leur volet inhibiteur (Kim et al, 2014).  

Ces réponses immunes s’effectuent essentiellement en deux étapes successives : la réponse innée puis 

la réponse adaptative (Dranoff, 2004). Le volet inné de la réponse immunitaire est notamment pris en 

charge par les cellules NK qui sont capables de lyser les cellules tumorales (Cruvinel Wde et al, 2010). 

Cette activité cytotoxique anti tumorale est majoritairement contrôlée par le récepteur activateur 

NKG2D exprimé sur les cellules NK (Zafirova et al, 2011). En effet, des souris déficientes en NKG2D 

sont d’avantage prédisposées à développer divers cancers et à en mourir précocement (Guerra et al, 

2008). Ce récepteur reconnaît plusieurs ligands dont le plus connu est la protéine MICA qui peut être 

régulée aux niveaux transcriptionnel et post-traductionnel. 

Les statines sont des inhibiteurs pharmacologiques pléiotropes de la HMG-CoA réductase qui 

bloquent la synthèse du mévalonate. Puisque l’activité des GTPases Ras et Rho dépend des dérivés 

métaboliques du mévalonate, les statines inhibent aussi leurs activités (Vega & Ridley, 2008). Les 

statines sont des agents hypocholestérolémiants largement utilisés dans les thérapies cardiovasculaires 

et cérébrovasculaires (Martin et al, 2014). Des études rétrospectives montrent que les statines ont des 

effets protecteurs contre différents cancers dont le mélanome (Demierre, 2005; Yeganeh et al, 2014). 

Nous avons voulu savoir si des inhibiteurs de la voie du mévalonate pourraient favoriser une réponse 

innée participant au rejet immun des mélanomes.  

Des travaux précédents de l’équipe ont montré que des statines induisent une surexpression 

membranaire de MICA sur les lignées de mélanome humain LB1319-MEL et BB74-MEL. Ainsi, ces 

cellules tumorales sont sensibilisées à la lyse cellulaire réalisée par les cellules NK et cela réduit le 

développement tumoral in vivo.  

Dans la nouvelle étude présentée ci-après, nous avons entrepris des expériences similaires sur une 

autre lignée de mélanome : les cellules WM-266-4 qui sont capables de former des métastases 

pulmonaires après injections intraveineuses (i.v.) en souris Nude. Les premières expériences in vitro 
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ont permis de montrer que le traitement des cellules WM-266-4 avec de l’Atorvastatine induit aussi 

une surexpression membranaire du ligand MICA, et que les doses optimales d’Atorvastatine 

nécessaires pour induire cette surexpression sont de 0,5 à 1 µM. Ces traitements ne sont pas toxiques 

par eux-mêmes car la prolifération in vitro des cellules prétraitées n’est pas ralentie. 

Ensuite, nous avons étudié l’impact du prétraitement in vitro des cellules WM-266-4 à l’Atorvastatine 

sur le développement in vivo des tumeurs. Pour cela ces cellules prétraitées ou non ont été injectées en 

sous cutané (s.c.) à des souris NMRI nu/nu. L’injection de ces cellules tumorales humaines en souris 

NMRI nu/nu permet d’étudier in vivo la réponse innée anti tumorale. En effet, MICA est un ligand 

humain, mais il possède une propriété unique, celle d’être reconnu et d’activer le récepteur NKG2D 

des cellules NK aussi bien humaines que murines. Ces injections s.c. des cellules WM-266-4 ont mis 

en évidence un ralentissement significatif de la croissance tumorale des cellules prétraitées à 

l’Atorvastatine.  

Puisque les cellules NK jouent un rôle prépondérant dans le contrôle du processus métastatique du 

mélanome (Mehlen & Puisieux, 2006), nous avons étudié l’effet de l’Atorvastatine sur l’implantation 

métastatique dans les poumons des souris NMRI nu/nu. Les cellules WM-266-4 prétraitées ou non à 

l’Atorvastatine ont été injectées dans la veine caudale de souris NMRI nu/nu. Vingt jours après 

injection, les poumons sont récupérés et des coupes histologiques sont colorées à l’éosine-hémalun. La 

quantification microscopique a révélé une diminution du nombre des métastases pulmonaires suite aux 

injections i.v. des cellules prétraitées à l’Atorvastatine par rapport aux cellules non traitées. 

Puisque les statines sont à l’heure actuelle des médicaments fréquemment prescrits dans le traitement  

des maladies cardiovasculaires et en vue d’applications ultérieures éventuelles en thérapie anti 

mélanome, nous avons entrepris s’étudier la capacité de l’Atorvastatine à induire directement in vivo 

un ralentissement de la croissance tumorale. Ainsi, en se basant sur les doses administrées en clinique, 

nous avons testé l’impact sur le développement tumoral d’injections intra péritonéales (i.p.) 

quotidiennes de 30 µg d’Atorvastatine à des souris NMRI nu/nu injectées en s.c. avec les cellules 

WM-266-4. Les résultats montrent que les injections IP d’Atorvastatine réduisent la croissance des 

tumeurs WM-266-4 sous-cutanées. 

Enfin, nous avons voulu déterminer le mécanisme d’action de l’Atorvastatine sur le contrôle du 

développement du mélanome WM-266-4. Nous avons pu montrer que les injections i.p. 

d’Atorvastatine induisent une production et une activation plus importante des cellules NK dans les 

rates des souris traitées. Ces résultats suggèrent que ces cellules NK pourraient infiltrer les tumeurs 

WM-266-4 et détruire des cellules tumorales. 

L’ensemble de ce travail confirme que l’Atorvastatine induit d’une part une surexpression de MICA 

sur des cellules de mélanome, et d’autre part une activation des cellules NK in vivo. Ces deux 

mécanismes liés favorisent l’induction in vivo d’une réponse immune innée qui ralentirait le 

développement tumoral. L’Atorvastatine pourrait donc avoir un intérêt dans l’immunothérapie du 

mélanome. 
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Abstract 
!
Statins, 3-hydroxy 3-methylglutaryl CoA (HMG-CoA) reductase inhibitors, are pleiotropic 

pharmacological inhibitors, which block the mevalonate synthesis pathway. They are widely used as 

hypocholesterolemic agents and have shown protective effects against cancers. 

Our previous data showed that statin treatment induced MHC class I chain-related protein A (MICA) 

membrane overexpression in human melanoma cells, which increased their sensitivity to NK cell 

cytotoxicity and thus the inhibition of tumor development. MICA is a ligand of the NK cell activating 

receptor NKG2D. This receptor is essential for NK cell control of tumor development and it has the 

unique property of being able to recognize tumor cells of both murine and human origin. 

Here, using atorvastatin and the WM-266-4 melanoma cell line, we first confirmed that statin 

treatment enhances MICA membrane expression and decreases local tumor growth and pulmonary 
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metastasis implantation in vivo. Our data show that atorvastatin intraperitoneal injections favor an 

innate anti-melanoma immune response by two linked mechanisms: an inhibition of tumor growth 

following subcutaneous implantation of untreated WM-266-4 cells into NMRI nude mice, and an 

increase in splenic NK cell concentration and activation. This report confirms that statins could 

become effective pharmacological agents for melanoma immunotherapy. 

 
Introduction 
 
Despite tumor antigen expression in human melanoma cells and the mobilization of an immune 

response in patients, survival after metastasis detection is usually short [1]. During the oncogenic 

process, tumor cells must overcome inherent but also micro environmental control mechanisms, 

among which the innate and adaptive immune responses play a major role [2]. Interestingly, some 

pharmacological drugs such as statins render melanoma cells more immunogenic for the both the 

innate and adaptive anti-tumor immune responses [3,4,5]. We have previously shown that the in vitro 

treatment of human melanoma cells with atorvastatin or lovastatin enhanced tumor membrane 

expression of the MHC class I chain-related protein A (MICA), which is a ligand of the NKG2D 

activating receptor of NK cells [6,7,8]. This effect is important because NKG2D expression is 

essential for NK cell control of tumor development [9]. Interestingly NKG2D can recognize tumor 

cells of both murine and human origin [10]. This unique property allowed us to show that the statin-

induced MICA membrane overexpression not only enhanced in vitro melanoma sensitivity to NK cell 

lysis but also decreased local tumor growth and pulmonary metastasis implantation in mice injected 

with statin-treated melanoma cells [7]. 

Statins are 3-hydroxy 3-methylglutaryl CoA (HMG-CoA) reductase inhibitors. They are pleiotropic 

pharmacological inhibitors, which block the mevalonate synthesis pathway and consequently Ras and 

Rho GTPase activity [11]. They also enhance Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma 

(PPARγ) activity [12]. Statins are used by millions of people as hypocholesterolemic agents in 

cardiovascular and cerebrovascular diseases and retrospective studies have shown that they could also 

have protective effects on the development of cancers including melanomas [13,14,15]. In particular, 

in vitro atorvastatin treatment has been shown to revert the metastatic phenotype of human melanoma 

cells, including WM266-4 cells [16]. The inhibition of Rho GTPase activity is involved in the 

protective effects of statins. Indeed, RhoC overexpression has been shown to dramatically increase the 

in vivo melanoma metastatic potential, and atorvastatin treatment was shown to inhibit the 

colonization and formation of lung metastases of melanoma cells overexpressing RhoC [17]. 

Unexpectedly, our study describing statin-induced MICA overexpression showed that PPARγ is 

involved in this regulation and is independent of the Ras and Rho GTPase signaling pathways [7]. 

The statin-induced inhibition of melanoma development that we described using pretreated LB1319-

MEL and BB74-MEL melanoma cell lines suggested that statins could be involved in new treatment 
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options for metastatic melanoma treatment. Here, similar results were obtained with another human 

melanoma cell line, WM-266-4. This cell line has also allowed us to better quantify pulmonary 

metastasis implantation from atorvastatin pretreated melanoma cells. But the major breakthrough is 

that this model has allowed us to test the efficacy of treatment with statins directly in vivo, since in 

order to be considered as really useful cancer drugs statins need demonstrate their ability to slow the 

growth of tumors derived from melanoma cells that have not been pretreated with statins. In the 

present study we analyzed the effect of repeated intraperitoneal statin injections on reducing the 

growth of untreated melanoma cells. Results show that subcutaneous tumors derived from untreated 

WM-266-4 melanoma cells in NMRI nu/nu mice were significantly reduced by atorvastatin injections. 

Furthermore, atorvastatin injections enhanced splenic activated NK cells. Therefore this report 

provides further evidence that statins could become interesting pharmacological agents for melanoma 

immunotherapy. 

 

Material and Methods 
 

Tumor cell line and mice 

WM-266-4 human melanoma cell line was obtained from the American Type Culture Collection and 

maintained in culture by serial passages in culture medium composed of RPMI 1640 medium (Lonza) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FCS), 1mM glutamine, 1% penicillin-streptomycin-

amphotericin B (Lonza) and it was monthly tested to be mycoplasm-free. 

Six- to eight-week-old female NMRI nu/nu mice were used for all experiments described in this study. 

They were obtained from Elevages Janvier. All experiments involving mice were done using 

appropriate conditions of husbandry, experimentation and care, supervised 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 numbers ICR-2009-0011 and ICR-2009-0020.  

 

In vitro treatment of melanoma cells 

WM-266-4 melanoma cells were either untreated (NT) or treated for 48h with growing doses (0,25; 

0,5; 1; 3 and 5 µM) of the synthetic statin: Atorvastatin (Pfizer).  

 

Flow cytometric analyses 

To detect membrane MICA expression, 1x106 WM-266-4 cells were stained with PE-conjugated anti-

MICA mAb and isotype control purchased from R&D Systems. 1x106 splenocytes were stained to 

detected NK cells and activated NK cells with APC-conjugated NK1.1 mAb and PE-conjugated CD69 

obtained from Beckton Dickinson Biosciences. Stained cells were analyzed on a BD FACS Calibur 

(BD) and results were analyzed with FlowJo software (tree Star). 
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In vitro proliferation of untreated versus Atorvastatin pretreated tumor cells 

1x105 WM-266-4 cells either untreated (NT) or pretreated for 48h with 1 or 5 µM of Atorvastatin were 

cultivated in vitro. After Atorvastatine treatment and before culture WM-266-4 cells were washed 

thrice to completely eliminate the statine. The cells were counted after 2, 4, 6, 9 and 12 days of culture 

with Cell Counter (Coulter) to evaluate their in vitro proliferation, which allows evaluating the toxicity 

of Atorvastatin treatment. 

 

Subcutaneous tumor growth 

Two kind of experiments were done: 

- The first one was performed to evaluate the impact of in vitro Atorvastatin pretreatment on local 

(subcutaneous) WM-266-4 melanoma tumor development. For this purpose NMRI nu/nu mice 

were injected subcutaneously (s.c.) with 5x105 WM-266-4 cells either untreated or pretreated with 

1 µM Atorvastatin for 48h. These cells were washed thrice in PBS before the injections to 

completely eliminate the statin. 

- The second one was performed to evaluate the impact of repeated intraperitoneal (IP) 

Atorvastatin injections on local (subcutaneous) WM-266-4 melanoma tumor development. For 

this purpose NMRI nu/nu mice were injected s.c. with 5x105 untreated WM266-4 cells and every 

following day mice were IP injected with 0,1mL of PBS alone or with 30 µg of Atorvastatin.  This 

dose was chosen because it corresponds to the dose given to humans as hypocholesterolemic 

agents in cardiovascular and cerebrovascular diseases.  

In both experiments mice were monitored for tumor growth every 2-3 days by palpation and tumor 

surfaces were measured using digital caliper. Tumor-bearing mice were sacrificed at day 18 or 20 after 

tumor injection. At this time no mice were died and the tumors did not display ulcerations. Two 

groups of 5 or 6 mice were tested and the experiments were done twice. Results are expressed as 

surface ± SEM (error bars, n=11 mice). Statistical analysis was performed using a two-way ANOVA 

test.  

 

Pulmonary metastases implantation and detection 

NMRI nude mice were injected intravenously (i.v.) in the tail vein with 5x105 WM-266-4 cells either 

untreated or pretreated 48h with 1 µM Atorvastatin. Melanoma cells were washed thrice in PBS before 

the injections to completely eliminate the statin. Mice were sacrificed 20 days later; at this time no 

mice were died and behave normally. The lungs were fixed in formalin and paraffin embedded to 

visualize microscopic metastases. Lung metastases were quantified after immunohistochemical (IHC) 

staining by a pathologist and a biologist. These analyses were done independently and blind. The IHC 

staining was done with KBA.62 mAbs [18] ready to use from DAKO revealed by FLEX/HRP (20 min 



!Résultats(n°2(,(5/12(

! Résultats(n°2(,(5/12(

incubation) then by FLEX DAB+ Sub-Chromo (10 min incubation) and FLEX Hematoxylin (5 min 

incubation). Photos were taken with a DMR microscope (Leica Microsystems) and a DS-Fi1 camera 

(Nikon Instruments). The experiments were done twice and included eight mice/group. 

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software. Significance of flow cytometry 

analyses was assessed by t-test or Tukey one-way ANOVA test. All statistic tests were two-sides. The 

values are expressed as mean values ± standard deviation (SD) or standard error of the mean (SEM) in 

the figures. P-values less than .05 were considered statistically significant. 

 

 

Results 

Atorvastatin treatment of WM266-4 melanoma cells induces MICA overexpression in vitro 

Atorvastatin was chosen because of its favorable safety profiles relative to other drugs in its class [19] 

and because we found that mice tolerated atorvastatin treatment without any obvious toxicity. Our 

previous study concerning the role of statins in establishing an innate anti-melanoma immune response 

used two human melanoma cell lines, LB1319-MEL and BB74-MEL [7]. Here, the WM-266-4 

melanoma cell line was chosen to continue this study because when these cells are injected 

intravenously into nude mice they systematically induce lung metastases that are easy to quantify. We 

first tested whether the in vitro treatment of these cells with a statin could, as previously observed with 

LB1319-MEL and BB74-MEL cells, induce an overexpression of the NKG2D ligand MICA that leads 

to an increased sensitivity to NK cell lysis. WM-266-4 cells were treated for 48 h with increasing 

doses (0,25 to 5 µM) of atorvastatin, which induced a weak but significant and reproducible increase 

in MICA membrane expression (Figures 1A and B). In these cells, lower doses of atorvastatin, such as 

0.5 and 1 µM, were sufficient to induce a significant increase in MICA expression. These data confirm 

that statin treatment of human WM-266-4 melanoma cells enhances MICA membrane expression. 

 

Pretreatment of WM-266-4 cells with atorvastatin does not slow down their proliferation in vitro 

We next sought to confirm that atorvastatin is not toxic for WM-266-4 cells. WM-266-4 cells were 

untreated or pretreated for 48 h with two doses (1 and 5 µM) of atorvastatin. Cells were then cultivated 

in vitro and counted every two days. Results show that all cells grew at similar rates, demonstrating 

that atorvastatin was not toxic (Figure 1C). 

 

Atorvastatin pretreatment reduces local WM-266-4 melanoma growth in vivo 

To investigate the effects of atorvastatin treatment in vivo, we performed subcutaneous injection of 

5x105 WM-266-4 cells, either untreated or pretreated for 48 h with 1 µM atorvastatin, into the flank of 
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NMRI nude mice. The resulting tumors showed that WM-266-4 cells pretreated with atorvastatin grew 

slower than untreated cells (Figure 2). These results are similar to those obtained previously with 

LB1319-MEL cells [7] and confirm the capacity of the statin to reduce tumor growth at doses that 

induce MICA overexpression. 

 

Atorvastatin pretreatment reduces lung metastasis development 

NMRI nu/nu mice have functional NK cells that are able to kill human MICA-positive tumor cells. 

Therefore, because NK cells play an important role in the control of melanoma metastatic processes 

[20,21], we tested whether the pretreatment of WM-266-4 cells with atorvastatin could reduce 

metastasis development. Intravenous injection of melanoma cells followed by lung examination 

allows a quantitative evaluation of the final steps in metastasis formation. Therefore, 5x105 WM-266-4 

cells either untreated or pretreated for 48 h with 1 µM atorvastatin were injected intravenously into the 

tail vein of nude mice and animals were then sacrificed 20 days later. We observed that mice injected 

with untreated WM-266-4 cells developed an average of XXX metastases per mouse, while mice 

injected with WM-266-4 cells pretreated with 1 µM atorvastatin developed an average of XXX 

metastases per mouse (Figure 4A and illustrated by a representative lung photomicrograph with 

metastatic area lesions in Figure 4B). These results show that atorvastatin pretreatment inhibited 

melanoma cell colonization of the lungs through metastasis. 

 

Atorvastatin intraperitoneal injections inhibit subcutaneous melanoma growth 

We next tested whether intraperitoneal injections of atorvastatin could reduce the growth of tumors in 

vivo. One day after subcutaneous implantation of 5x105 untreated WM-266-4 cells, mice were injected 

intraperitoneally with 0.1 ml PBS alone or with 30 µg atorvastatin daily for 16 consecutive days. This 

dose of atorvastatin was chosen because it is comparable to that used in humans to treat 

hypercholesterolemia. We observed that these atorvastatin injections significantly slowed 

subcutaneous tumor growth (Figure 5). 

 

Atorvastatin injections increase splenic NK cell concentration and activation 

In an effort to determine the mechanism of action of our observed statin-induced control of melanoma 

development, we tested the capacity of atorvastatin intraperitoneal injections to increase NK cell 

activity. Nude mice, which only have innate immune effectors available for immunological rejection 

of tumor cells, were injected for 6 consecutive days with either 0,1 ml PBS alone or with 30 µg 

atorvastatin. These injections induced a significant increase in splenic NK cell concentration and 

activation (Figures 5A and B).  

Together our data suggest that intraperitoneal atorvastatin injections favored an innate anti-melanoma 

immune response via two linked mechanisms: an increase in activated NK cells and a tumoral 

overexpression of the NKG2D ligand MICA, which together facilitated the killing of human 
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melanoma cells by murine NK cells. 

 

Discussion  

This work follows our first study on the contribution of statins to the innate anti-melanoma immune 

response [7]. The WM-266-4 melanoma cell line chosen for the present study is useful because it 

induces easily identifiable and quantifiable lung metastases after intravenous injection. With this 

tumor cell line we were able to confirm that statin treatment induces the overexpression of membrane-

expressed MICA. MICA is expressed on tumors or stressed cells and is a ligand for the activating 

receptor NKG2D. This receptor, which recognizes both human and murine tumor cells, plays an 

important role in the immune control of cancers. Using WM-266-4 melanoma cells, we show that the 

pretreatment of tumor cells with atorvastatin before injection into nude mice induced both a shrinkage 

of local tumor growth and a reduction in lung metastases. Above all, we demonstrate for the first time 

that statins, and in particular atorvastatin, may be of interest for the immunotherapy of melanoma. 

Indeed, the local growth of tumors obtained from the injection of untreated WM-266-4 cells was 

significantly slower when mice were injected daily with atorvastatin at a dose equivalent to human 

treatment for cardiovascular problems. Moreover, these injections induced an increase in the presence 

of activated NK cells in the spleens of injected mice. This is important becasue since activated NK 

cells express NKG2D receptors they efficiently kill MICA-positive melanoma cells. Conversely, it has 

previously been shown in Beige SCID mice, which do not have functional NK cells, that oral 

treatment with atorvastatin does not significantly reduce subcutaneous melanoma development [17]. 

These data strongly suggest that in our experimental nude mouse model, the atorvastatin-induced 

control of subcutaneous melanoma growth is dependent on NK cell activity. Moreover, previous 

studies of the anti-inflammatory effects of atorvastatin [22,23] suggest that in our experiments the 

atorvastatin-induced increase in activated (CD69+) NK cells is not linked to a direct effect of 

atorvastatin on NK cells but is more likely due to atorvastatin-induced MICA overexpression in 

melanoma cells. However, intraperitoneal statin injections induce systemic disruptions, which could 

also interfere with the innate anti-melanoma immune response by acting on Tγδ cells. Moreover, 

several cellular functions involving GTPases of the Ras family are likely to be disrupted by these 

statin injections. Interestingly Collisson et al. showed that, independently of the immune response, and 

at plasma concentrations similar to those used to treat hypercholesterolemia, atorvastatin inhibited the 

in vivo metastasis of melanoma cells overexpressing RhoC [17]. In our previous work we have shown 

that inhibitors of the RhoA GTPase favor an adaptive anti-melanoma immune response [3,4,5], and 

more recently we have described a beneficial role of statins in favoring the innate component of this 

immune response [7]. The present paper reinforces the idea that statins, and in particular atorvastatin, 

could be promising drugs for melanoma therapy. 
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Figures:   Titles and legends 

 
FIGURE 1. Atorvastatin treatment induces MICA overexpression on WM-266-4 cells.  

WM-266-4 cells were treated with Atorvastatin (Ator) for 48 h at indicated concentrations or not. 

MICA membrane expression was analyzed by flow cytometry. A representative experiment is 

illustrated in (A). To pool three independent experiments, the index of specific fluorescence (ISF) was 

calculated as indicated in the Section “Materials and Methods” (B). Results are expressed as mean ± 

SD [error bars, n = 3 experiments (B). *P < 0.05; **P < 0.005 versus control condition using the 

ANOVA Tukey test.  

 

FIGURE 2. Atorvastatin treatment does not affect WM-266-4 cells proliferation in vitro.  

WM-266-4 cells were treated with 1µM or 5µM of Atorvastatin (Ator) for 48 h or untreated.  The cells 

were then cultivated and every 2–3 days pretreated (Ator) and untreated WM-266-4 cells were 

counted to evaluate the in vitro proliferation. Results are illustrated as mean ± SEM (error bars, n = 3 

experiments). ns versus control condition using the two-way ANOVA test. 

 

FIGURE 3. Atorvastatin pretreatment reduces local in vivo WM-266-4 melanoma growth. 

 5x105 WM-266-4 cells untreated or pretreated with Atorvastatin at 1 µM for 48 h (Ator) were injected 

subcutaneously into the flank of four NMRI nu/nu mice. Tumor growth was measured every 2–3 days. 

Results are illustrated as mean ± SEM (error bars, n = 1 experiment). *P < 0.05; **P < 0.005 versus 

control condition using the two-way ANOVA test.  

 

FIGURE 4.  Atorvastatin pretreatment reduces lung metastases development. 

5x105 WM-266-4 cells untreated or pretreated with Atorvastatin at 1 µM for 48 h (Ator) were injected 

intravenously into the tail vein of 8 NMRI nu/nu mice. Lung metastases were microscopically 

quantified and measured after IHC staining (A). Results are illustrated as ratio of metastatic area in 

lungs. A representative lung photomicrograph with metastatic areas lesions is shown (B). 
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FIGURE 5. Daily intra-peritoneal injections of Atorvastatin reduce in vivo local untreated 

melanoma growth.  

5x105 untreated WM-266-4 cells were injected subcutaneously into the flank of eleven NMRI nu/nu 

mice. Mice were then treated by daily IP injections with either PBS alone or with 30 µg (1mg/kg) 

Atorvastatin. Local tumor sizes were measured serially. The results are expressed as mean size (mm2) 

of tumors from group of nine mice each. Results are illustrated as mean ± SEM (error bars, n = 2 

experiments). **P < 0.005; ***P < 0.001 versus control condition using the two-way ANOVA test.  

 

FIGURE 6. Daily intra-peritoneal injections of Atorvastatin increases splenic NK cells 

concentration and activation.  

Two groups of four nude mice were injected IP with 0,1 ml PBS alone or with 30 µg Atorvastatin for 

6 consecutive days. Mice were sacrificed the following day. Splenic NK cells concentration was 

detected by flow cytometry with anti-NK1.1-APC mAb (A) and activated NK cells with anti-CD69-

PE and anti-NK1.1-APC mAb (B). Results are expressed as % of splenic cells (error bars, n=2 

experiments). *P<0,05 and **P<0,005 versus control condition (PBS) using t-test. 
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Article soumis à British Journal of Cancer 

 
Dans plus de 80% des cas, l'exérèse chirurgicale d’un mélanome primaire suffit et il n'y a pas 

apparition de métastases (Belot et al, 2008). Dans les 20% restants, les mélanomes sont métastatiques 

et les traitements actuels ont une efficacité modérée. La recherche de marqueurs pronostiques pour 

l’agressivité du 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 & Moser, 2011; Nolte et al, 2009)  mais aussi 

sur certaines tumeurs solides comme les glioblastomes, les cancers du sein et les carcinomes rénaux 

(Diegmann et al, 2006; Petrau et al, 2014; Wischhusen et al, 2002). Dans les lymphocytes, la fixation 

de CD70 sur CD27 initie une signalisation intracellulaire nécessaire à la cytotoxicité et la mémoire 

immune. De plus, la trimérisation de CD70 par un anticorps monoclonal QA32 déclenche la 

signalisation de la voie des MAPK et une activation des LT (Garcia et al, 2004).  

Comme notre équipe avait précédemment montré que CD70, exprimé sur des cellules de carcinome 

mammaire murin, favorise la mise en place d’une réponse immune anti tumorale protectrice (Cormary 

et al, 2004; Cormary et al, 2005), nous avons voulu déterminer si les mélanomes humains exprimaient 

spontanément la molécule CD70 et quel était son rôle dans ces tumeurs.  

Grâce à des analyses en immunohistochimie, nous avons mis en évidence pour la 1ère fois 

l’expression membranaire de CD70 sur des biopsies de patients atteints de mélanome de différents 

stades. En comparaison avec les métastases (cutanées ou ganglionnaires), le pourcentage de cellules 

tumorales CD70+ est significativement plus important dans les mélanomes primitifs (37% versus 95% 

respectivement). Le niveau d’expression de CD70 est également plus important dans les mélanomes 

primitifs. L’expression de CD70 a aussi été étudiée dans neuf lignées de mélanomes. Six lignées sont 

négatives mais trois lignées expriment à des degrés divers la molécule CD70. Ainsi, toutes les cellules 

de la lignée LB1319-MEL expriment CD70, alors que 20% des cellules de la lignée LB39-MEL 

expriment CD70. Pour réaliser l’étude de la fonction de CD70, nous avons cloné cellulairement la 

lignée LB39- MEL pour obtenir des clones CD70+ et CD70-. Les analyses protéiques montrent que ce 
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sont les formes monomériques et trimériques de CD70 qui sont détectées en membrane, alors que 

CD70 est surtout présente sous forme monomérique dans le cytoplasme.  

Au niveau fonctionnel, nous avons prouvé 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). Pour les tests in vivo, nous avons transfecté le mélanome murin 

B16F10 soit avec un plasmide codant pour la protéine CD70 soit avec son contrôle. Nous avons 

injecté ces cellules par voie intraveineuse dans des souris immunocompétentes C57BL/6 wt, ou 

immunodéprimées C57BL/6 IFNγ-KO et NMRI nu/nu. Les énumérations macro- et microscopiques 

des métastases pulmonaires présentes chez ces souris ont mis en évidence que l’expression de CD70 

limite l’implantation pulmonaire des cellules de mélanome. De façon intéressante, cette propriété de 

CD70 ne dépend pas 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 et d’invasion en chambres de Boyden et en sphéroïdes 3D, nous ont permis de montrer 

que l’expression de CD70 diminue les capacités de migration et d’invasion des cellules de mélanomes. 

Cependant, lorsque les cellules de mélanome CD70+ sont traitées avec l’anticorps anti-CD70 QA32 

fonctionnel, la migration et l’invasion des mélanomes CD70+ sont significativement augmentées et se 

rapprochent de celles des mélanomes CD70-. Ces résultats suggèrent que l’expression basale de CD70 

est associée à une inhibition de voies intracellulaires favorisant les capacités invasives des cellules de 

mélanome et que la fixation de l’anticorps anti-CD70 promeut ces voies. Nous avons déterminé que la 

fixation de cet anticorps anti-CD70 induit la surexpression de CD70 sous sa forme homotrimérique 

fonctionnelle. En parallèle, cette fixation induit l’activation de la voie BRAF/MEK/ERK, la 

surexpression de la GTPase RhoE et l’inhibition des fibres de stress d’actine et des points focaux 

d’adhésion. Il s’avère que les voies des MAPK, de RhoE et des fibres de stress régulent la mobilité 

cellulaire et la génération de métastases des mélanomes. Ainsi, nos résultats suggèrent que la forme 

homotrimérique de CD70 induit une signalisation qui favorise l’activation de la voie pro-métastatique 

BRAF/MEK/ERK, la surexpression de RhoE et l’inhibition des fibres de stress d’actine et des points 

focaux d’adhésion.  

Nos travaux révèlent une nouvelle fonction non-immunologique de CD70 qui agit sur l’invasion du 

mélanome en régulant les voies des MAPK, RhoE et le cytosquelette. Cette étude suggère que CD70 

serait un marqueur de sous-populations de mélanome présentant un pouvoir métastatique diminué.  
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Abstract 

Background: CD70 is a costimulatory molecule of the Tumour Necrosis Factor family expressed in 

activated immune cells and some solid tumours including renal cell carcinomas and glioblastomas. In 

lymphocytes CD70 binding induces CD27 receptor trimerisation, initiating intracellular signalling 

involved in immune cytotoxicity and memory. CD70 cross-linking using a monoclonal antibody 

(QA32) triggers T-cell-mediated cytotoxicity and Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) 

phosphorylation. 

Results: We report that CD70 is expressed in human melanoma cell lines and tumour cells from   

melanoma biopsies. This expression was observed in 95% of primary melanomas but only 37% of 

metastases. Both the monomeric and trimeric forms of CD70 were detected in tumor cell membrane 

fractions, whereas cytoplasmic fractions contained almost exclusively monomeric CD70. In vitro and 

in vivo experiments demonstrated that CD70 expression inhibited melanoma cell migration, invasion 

and pulmonary metastasis implantation independently of the tumour immune microenvironment. 

Increasing the levels of the trimeric form of CD70 through QA32 binding led to an increase in CD70+ 

melanoma cell invasiveness through MAPK pathway activation, RhoE overexpression and the 

disappearance of stress fibres and focal adhesions.  

Conclusion: Our results describe a new non-immunological function of melanoma-expressed CD70, 

which involves melanoma invasiveness through the MAPK pathway, RhoE and cytoskeletal 

modulation.  

 

Introduction 

Melanomas arise from melanocytes and are the most aggressive and metastatic form of skin cancer. 

Melanoma progression results from the acquisition of molecular alterations that generate increasingly 

malignant phenotypes. Around 50% of melanomas contain mutations in the serine/threonine kinase 

BRAF, with the BRAFV600E mutation being particularly common.  Mutated BRAF induces the 

constitutive activation of the MAPK pathway which is involved in crucial cellular processes such as 

proliferation and differentiation, and which favours tumour invasiveness (Ades and Metzger-Filho, 

2012, Liang et al., 2007). Mutant BRAF also regulates RhoE (Rnd3) expression, which promotes 

cancer invasion through its actions on the actin cytoskeleton and the focal adhesions (Klein and Aplin, 

2009)(Riou et al., 2010). The use of pharmacological inhibitors of the MAPK pathway has shown 

promise for melanoma patients with mutated BRAF, however once metastasis occurs treatment 

options remain very limited (Ades and Metzger-Filho, 2012).  

CD70 is a type II transmembrane costimulatory molecule.  It is a member of the TNF superfamily and 

is expressed in activated NK cells and T- and B-lymphocytes in which it plays important 

immunological roles through binding to its receptor, CD27 (Denoeud and Moser, 2011). CD70 is 

functional in its membranous homotrimeric form that, upon engagement, induces the trimerisation of 
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the CD27 receptor and the initiation of intracellular signalling. By itself CD70 also plays an active role 

in T-lymphocyte since CD70 cross-linking induced by the binding of CD70-specific mAb QA32 has 

been shown to trigger T-cell-mediated cytotoxicity and MAPK phosphorylation (Garcia et al., 2004). 

Some tumour cells have been shown to express CD70, including lymphomas (Grewal, 2008), renal 

cell carcinomas and glioblastomas (Wischhusen et al., 2002).  

In the present study, we reveal that CD70 is ectopically expressed in most primary human melanomas 

and that its expression then decreases and is often lost in the subsequent metastases.  Interestingly, we 

found that CD70 expression dramatically reduced pulmonary metastatic implantation, which was 

linked to the decreased migration and invasive capacities of CD70-positive melanoma cells and was 

independent of the tumour immune microenvironment. A CD70-specific mAb (QA32) was able to 

bind to CD70-positive melanoma cells, inducing an enhancement of the trimeric CD70 form and 

restoring tumour mobility. This was mediated through over-activation of the MAPK pathway and 

over-expression of RhoE, leading to the disappearance of stress fibres and focal adhesions.  

 

 

Materials and Methods 

Tumour cell lines and mice 

Human melanoma cell lines: LB1319-MEL (wild type NRAS and BRAF), LB39-MEL (wild type 

NRAS and mutated BRAFV600E), and three melanoma cell lines derived from the same patient 

LB33-MEL (all wild type NRAS and BRAF): LB33-MEL A (cutaneous metastasis developed in 

1988); LB33-MEL.B  (lymph node metastasis developed in 1993) and LB33-MEL.D (intestinal 

metastasis developed in 1999) were provided by Pr. T. Boon (LICR, Brussels). B16F10 murine 

melanoma cells were purchased from the ATCC. B16F10-CD70 and its control cell line B16F10-wt 

were produced in our laboratory by genetic modification of B16F10 (Cormary et al., 2005). All 

tumour cells were maintained in RPMI 1640/10% FCS.  

Six- to eight-wk-old female C57BL/6 and NMRI nu/nu mice (Elevages Janvier) and C57BL/6 IFN-γ 

KO mice produced in our animal facility (agreement n°B.31.555.26) were used for in vivo 

experiments. All experiments involving mice were done using appropriate conditions, supervised by 

Regional ethic Committee of Midi-Pyrénées (agreement ICR-2009-0011 and ICR-2009-0020).  

 

CD70 immunohistochemical (IHC) detection in melanoma tumour specimens  

Two CD70 specific mAbs and two methods were used to detect CD70 in melanoma tumour samples: - 

IHC was performed on 4-µm-thick routinely processed formalin fixed paraffin embedded sections of 

tumour specimens with neighbouring normal tissue. Before incubation with the Abs a heat-induced 

epitope retrieval technique in a citrate buffer (pH6) was performed. The CD70 specific mAb (QA32 

hybridoma supernatant) was incubated 30 min and revealed using EnVision™ G|2 System/AP (Dako, 
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Glostrup, Denmark) enzyme-conjugated polymer backbone according to manufacturer protocol and 

visualized by Permanent Red Chromogen (Fas Red) included in the kit. The IHC was processed using 

an Autostainer plus (Dako, Glostrup, Denmark) slide processor.  

 - Stainings were also performed on cryostat sections, which were fixed and dried before 

incubation with anti-CD70 mAb (clone Ki-24 from BD Biosciences) diluted 1:50 in TBS plus 5% 

BSA overnight at 4°C and then with secondary biotinylated goat anti-mouse Ab (KIT Dako) at 1:200 

dilution for 30 min. Bound Ab was detected with streptavidin-alkaline phosphatase-kit (VECTOR) at 

room temperature in humidified chamber. Photos were taken with a DM 3000 microscope (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany) and a CMS GmbH DFC 295 camera (Leica Microsystems). The 

slides were subsequently counterstained with hemalun. 

In melanoma specimens, 2% of CD70+ tumour cells was used as threshold value, because detection of 

rare and isolated CD70+ tumour cells was often observed in less than 2% of melanoma cells and we 

considered that these observations were not significant. For each tumour specimen a slide was totally 

analysed by a pathologist and a biologist. These analyses were done independently and blind. 

Locoregional differences between epidermal and dermal CD70 expression were observed in most 

specimens and were considered. 

The expressions of two tumour associated antigens: MelanA and KBA.62 were detected with specific 

mAbs ready to use from DAKO revealed by FLEX/HRP (20 min incubation) then by FLEX DAB+ 

Sub-Chromo (10 min incubation) and FLEX Hematoxylin (5 min incubation). 

Local ethic committee approved analysis of human melanomas (agreement ICRCRB DC-2011-1364). 

 

Flow cytometric analyses 

Membrane CD70 expression was detected with PE-conjugated anti-CD70 mAb and control isotype  

(BD Bioscience) and analysed on a BD FACS Calibur. To compare several analyses, 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.   

 

Selection of LB39-MEL CD70 positive and CD70 negative clones 

LB39-MEL cells were stained with PE-conjugated anti-CD70 mAb (BD Biosciences). CD70+ and 

CD70- subpopulations were first sorted with Becton Dickinson FACS AriaII. Then a cellular cloning 

allowed the isolation of LB39-MEL CD70+ and CD70- clones. 

 

Western blot analyses  

Cells were lysed and protein extracts were prepared by the standard procedure (10) and then separated 

on sodium SDS-PAGE gel electrophoresis. Proteins were blotted onto PVDF membranes. The filters 

were incubated at 4°C overnight with primary Abs against CD70, MEK, P-MEK, ERK, P-ERK, 

RhoE, ROCK1 and ROCK2 (Tebu-Bio, Santa Cruz Biotechnology and Ozyme, Cell Signaling). Actin 
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was used as a loading control (Chemicon). The Hybond-p membranes (GE Healthcare) were then 

incubated with HRP-labelled secondary Ab (R&D System) for 1 h at room temperature and then 

detected with a chemiluminescence detection ECL kit (Thermo Scientific Pierce). Band intensities 

were quantified using ImageJ software. 

To analyse CD70 expression, in melanoma cells cytosolic and membrane fractions, the plasma 

membrane protein extraction kit of Biovision Incorporated (CA95035 USA) was used according the 

manufacturer protocol before western blot analysis.  

 

Pulmonary metastases implantation  

C57BL/6 mice (-wt or -IFN-γ KO) and NMRI nu/nu mice were injected i.v. with  B16F10-wt or 

B16F10-CD70 cells (1x105). Mice were sacrificed 10 days later. Macroscopic metastases were 

detected visually and quantified. NMRI nu/nu mice were injected i.v. with  LB1319-MEL cells 

transfected with siCtrl or siCD70 (1x106). Mice were sacrificed 30 days later. The lungs were fixed in 

formalin and paraffin embedded to visualize microscopic metastases.  

Photos were taken with a DMR microscope (Leica Microsystems) and a DS-Fi1 camera (Nikon 

Instruments). The experiments included 3 to 5 mice/group and were repeated twice. 

 

Transfection of siRNAs  

LB1319-MEL melanoma cells were transiently transfected with siRNAs, as previously described 

(Tilkin-Mariame et al., 2005). Briefly, 5 x 105 cells were transfected with 2,5 nM siRNA using 

JetPrime (Polyplus Transfection). The following siRNA duplexes, purchased from Thermo Fisher, 

were used: siCD70 pool (CACCAAGGUUGUACCAUUG, GCAUCUACAUGGUACACAU, 

GCAGCUGAAUCACACAGGA, UGACCACUGCUGCUGAUUA) and a non-targeting siNegative pool 

(siNeg) (UGGUUUACAUGUCGACUAA, UGGUUUACAUGUUGUGUGA, UGGUUUACAUGUUUUCUGA, 

UGGUUUACAUGUUUUCCUA). 

 

Cell migration and invasion in vitro assays   

Migration and invasion assays were performed in presence or not of Ctrl Ig (Y3 hybridoma 

supernatant diluted to half) or anti-CD70 mAb (QA32 hybridoma supernatant diluted to half). 

Migration and invasion studies were performed using triplicate or quadruplicate wells. Migration 

assays were performed with 8-µm pore size transwell system (BD Biosciences). 2.5x104/well 

melanoma cells were added in RPMI1640/2% FCS and with Ctrl Ig or anti-CD70 mAb (QA32) in the 

upper compartment of the filter. The bottom chamber was filled with RPMI1640/10% FCS.  After 24 

h, cells on the bottom surface of the filter were stained and counted. Migration was also tested by 

Wound-healing assays. 2,5x104 melanoma cells were plated on collagen type I (5mg/cm2, BD 

Biosciences) and treated with Ctrl Ig or anti-CD70 mAb. Two days later, a section of a confluent cell 

monolayer was produced, by scratching. The ability of cells to migrate into the cleared section was 
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monitored. Photos were taken with an Eclipse Ti microscope (Nikon Instruments) and a CoolSNAP 

HQ2 camera (Photometrics) in three randomized fields. 

 The protocol is similar for invasion assays, but invasion chambers (BD Biosciences) were used and 

melanoma cells that have passed through the matrigel were counted 48 h later.  

 

Three-Dimensional spheroid invasion 

Formation of 3D spheroids occurred after 72 h at 37°C using 1x103 LB1319-MEL cells/well on 96-

well plate coated with 1% agarose (Interchim). Spheroids were then embedded into a bovine collagen I 

gel containing EMEM, L-glutamine and 2% FBS with or without QA32 mAb (hybridoma supernatant 

diluted to half) for 24 h. Then MEK inhibitor U0126 (Calbiochem) was added or not at 5 µM. 

Spheroids sizes were measured and photos were taken after 72 h, using an Eclipse Ti microscope 

(Nikon Instruments) and a CoolSNAP HQ2 camera (Photometrics). 

 

Immunofluorescence staining of stress fibers and focal adhesions 

Melanoma cells (2,5x104) were plated on poly-lysin (0,001%, Sigma) coated coverslips in 6-well 

plates and treated with Ctrl Ig (Y3 hybridoma supernatant diluted to half) or anti-CD70 Ab (QA32 

hybridoma supernatant diluted to half).  After 24 or 48 hours, cells were fixed with cold Cristal, 

labelled with anti-vinculin (Sigma) and detected by anti-GAM-AlexaFluor488 Ab and phalloidin-

AlexaFluor594 (Sigma). Coverslips were mounted on slides using ProLong/DAPI (Invitrogen). After 

an overnight incubation at 4°C, photos were taken using an Eclipse Ti microscope and a CoolSNAP 

HQ2 camera in three randomized fields. 

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software. Significance of analyses was 

assessed by t-test, Mann-Whitney test or Tukey one-way ANOVA test. All statistic tests were two-

sides. The values are expressed as means ± standard deviation (SD) in the figures. P-values under .05 

were considered statistically significant. 

 

 

Results  

CD70 ectopic expression in melanomas 

To assess CD70 expression in human melanoma cells, immunohistochemistry (IHC) was used to 

screen 19 primary and 24 metastatic melanoma specimens. CD70 expression was detected with two 

CD70-specific mAbs: QA32 hybridoma (Figure 1A) and Ki-24 from BD Biosciences (Figure 1B) 

(Garcia et al., 2004), both revealed using Fast Red. The melanoma biopsies were simultaneously 

stained with two mAbs specific for the melanoma-associated antigens MelanA and KBA-62 (Pages et 
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al., 2008), and were revealed using HRP/DAB (Figure 1C). Specimens of healthy skin were also 

stained as negative controls (Supplemental Figure 1). CD70 was mainly detected in the cytosol of the 

tumour cells. Further analysis of CD70 expression showed that 95% (18/19) of primary tumours 

versus 37% (9/24) of the skin and lymph node metastases contained a significant (greater than 2%) 

fraction of CD70+ tumour cells. Primary melanomas also showed a significantly higher percentage of 

CD70+ tumour cells (Figure 1D) and a significant increase in the expression levels of CD70, although 

CD70 expression was variable among the different specimens (Figure 1E).  

This CD70 ectopic expression was also observed in four human melanoma cell lines, using flow 

cytometry. Of these, the LB1319-MEL line was strongly and homogenously CD70+, whilst the other 

three cell lines, LB39-MEL, LB33-MEL.A, and LB33-MEL.B, had a subpopulation of 5 to 50% of 

cells expressing CD70 (Figures 2A and B). CD70+ and CD70- clones were isolated from the LB39-

MEL cell line (Figure 2A) and their CD70 expression remained stable for more than 10 passages.  

To monitor CD70 expression over the course of disease progression, flow cytometry was used to 

analyse three melanoma cell lines that had been derived at different times and from different 

metastatic localizations of the same patient, LB33-MEL: a cutaneous metastasis, a lymph node 

metastasis which appeared 5 years later, and an intestinal metastasis which appeared a further 6 years   

later (Chiari et al., 2000). These samples showed that CD70 expression decreased and even 

disappeared over time as the disease progressed (Figure 2B), a result which was also observed using 

IHC analysis of two other patients (Figure 2C and data not shown). 

The sub-cellular localisation of CD70 in melanoma cells was analysed by western blotting of the 

subcellular fractions of LB1319-MEL cells. Both the monomeric and trimeric forms of CD70 were 

detected in the global fraction, indicating that these CD70 molecules were functional. Both forms were 

also detected in the membranous fraction, whereas the cytosolic fraction contained almost exclusively 

the monomeric form (Figure 2D). As a positive control, we used a murine melanoma cell line 

developed by Cormary et al (Cormary et al., 2005) that stably expresses CD70 (B16F10-CD70).  Both 

the monomeric and trimeric forms were expressed in these cells (Figure 2D).   

Altogether these data showed that most human primary melanomas express CD70 and that its levels 

tend to decrease in metastasis. 

 

CD70 expression reduces the metastatic capacity of melanoma cells   

The genetically modified murine melanoma cell lines B16F10-wt and B16F10-CD70 (Cormary et al., 

2005) were first used to investigate the in vivo function of CD70 in melanoma cells. Cells from these 

lines were subcutaneously injected into three murine models: C57BL/6 immunocompetent mice, 

C57BL/6-IFN-γKO and NMRI nu/nu immunocompromised mice. In all three models, CD70+ and 

CD70- tumours grew locally at similar rates (Supplemental Figure 2). On the contrary, when these 

cells were intravenously injected, all three models showed significantly less metastases in the lungs of 
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mice injected with CD70+ melanoma cells (Figure 3A and B), showing that CD70 expression 

decreased the metastatic implantation capacity of the melanoma cells.  

This decrease in the metastatic implantation potential of CD70-expressing melanoma cells was 

confirmed using human CD70+ melanoma cells. No lung metastases appeared after intravenous 

injection of CD70+ LB1319-MEL cells (wt and siCtrl) into NMRI nu/nu mice (Figure 3D), whereas 

siRNA-mediated silencing of CD70 (siCD70) (Figure 3C) in these melanoma cells before intravenous 

injection induced lung metastasis development as shown in Figure 3D and illustrated in Figure 3E. 

If we compare the number of metastases induced by the B16F10-wt versus the B16F10-CD70 cells in 

the three murine models (Figure 3A), it is obvious that the immunocompromised mice developed more 

metastases than the immunocompetent mice, suggesting that immune effector cells of the tumour 

microenvironment, such as T-lymphocytes and IFN-γ-secreting cells, partially controlled metastatic 

lung colonization. However, the 7-fold decrease in the number of lung metastases in mice 

intravenously-injected with CD70+ cells compared to CD70- cells was similar for all three mouse 

models, confirming that CD70 reduces metastatic implantation efficacy by a mechanism that is 

independent of the tumour immune microenvironment. Therefore, we hypothesised that this decrease 

in metastatic potential was due to an intrinsic property of CD70 within melanoma cells. 

 

CD70 reduces melanoma cell migration and invasion capacities in vitro 

To elucidate the mechanism involved in the CD70-mediated metastatic reduction, CD70+ and CD70- 

murine (B16F10-CD70 versus B16F10-wt) and human (LB39-MEL-CD70+ versus LB39-MEL-

CD70- and LB1319-MEL) melanoma cells were used to study in vitro migration and invasion, both of 

which are essential for metastasis. Wound-healing, transwell and Boyden chamber assays showed that 

CD70 expression inhibited B16F10 melanoma migration (Figures 4A and C) and invasion (Figure 

4B). Similar experiments with human melanoma cells also confirmed that CD70 expression 

significantly inhibited migration (Figure 4D) and invasion (Figure 4E). Interestingly, addition of the 

CD70-specific mAb QA32 to the culture medium reversed the inhibition of migration and invasion 

(Figures 4A, B, D and E). This QA32 mAb is known to cross-link CD70 molecules and activates a 

signalling pathway in T-lymphocytes (Garcia et al., 2004).  

As these experiments were done in vitro with melanoma cells alone, they show that the role of CD70 

in migration and invasion is intrinsic, and can be modulated by inducing CD70 signalling via the anti-

CD70 mAb QA32. 

 

Anti-CD70 mAb binding favours the trimeric CD70 form and induces melanoma cell invasion 

through MAPK pathway activation, RhoE overexpression and cytoskeleton modifications in vitro 

Since CD70 expression correlated with poor migration and invasive capacities which were restored 

with anti-CD70 (QA32) binding, we hypothesised that QA32 binding was able to modify the 

melanoma-expressed CD70 to induce a signalling pathway involved in melanoma invasion and 
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metastasis. Western blot analyses showed that the addition of QA32 to the culture medium 

significantly increased the ratio between the trimeric and monomeric forms of CD70 (Figures 5A and 

B). Therefore, we hypothesised that the trimeric form of CD70 positively regulated a signalling 

pathway involved in melanoma migration and invasion. Previous publications have suggested that this 

signalling pathway could include the MAPK pathway since anti-CD70 mAb binding was shown to 

induce the activation of the MAPK pathway in EBV-transformed B-cells and in CD70+ T-

lymphocytes (Garcia et al., 2004, Park et al., 2010). In addition, the MAPK pathway is known to 

regulate migration, invasion, and metastasis in several tumour models, including melanomas (Liang et 

al., 2007, Dua and Gude, 2008). Western blot analyses of CD70+ melanoma cells cultured in the 

presence of QA32 confirmed that the addition of this mAb activated the MAPK pathway, since an 8-

fold increase in ERK1 and ERK2 phosphorylation was observed in LB1319-MEL cells (Figure 5C) 

and a 3-fold increase in MEK1 phosphorylation was observed in LB39-MEL cells (Supplemental 

Figure 3A). Furthermore, in a 3D spheroid model, the invasive capacity of CD70+ melanoma cells 

was enhanced by QA32 and was reduced in the presence of the MEK inhibitor U0126 (Figures 5D and 

E). These results show that in melanoma cells the trimeric form of CD70, unlike the monomeric form, 

positively regulates the pro-invasive and pro-metastatic MAPK pathway, and that it exerts its action 

upstream of MEK since melanoma cell invasion was reduced in the presence of both QA32 and the 

U0126 inhibitor. In addition, this trimeric CD70-induced MAPK pathway up-regulation is 

independent of the BRAFV600E mutation since it was observed in LB39-MEL cells with 

BRAFV600E mutation (Supplemental Figure 3A) and in LB1319-MEL cells without the 

BRAFV600E mutation (Figures 5A and 5B). 

Cell invasion is also influenced by the actin cytoskeleton and by focal adhesions, both of which are 

essential for cell movement and are regulated by several Rho GTPases. RhoA, B, and C positively 

regulate the cytoskeleton via multiple effectors, including the Rho kinases ROCK1/2 (Vega and 

Ridley, 2008), whereas RhoE (Rnd3) antagonizes Rho/ROCK signalling and disrupts stress fibres and 

focal adhesions (Chardin, 2006). Consequently, RhoE can promote tumour invasion through its effect 

on the actin cytoskeleton. In human melanoma cells, it has been shown that BRAF controls RhoE 

activity and that, when BRAF is inhibited, RhoE activity is also decreased, leading to an enhanced 

number of stress fibres and focal adhesions, and therefore decreased cell invasion (Klein et al., 2008). 

Therefore we evaluated the effect of QA32 binding to CD70+ melanoma cells on RhoE, ROCK1/2, 

stress fibres and focal adhesions. Results show a 2-fold up-regulation in RhoE overall levels (Figure 

5C and Supplemental Figure 3A). As expected, a dramatic decrease in stress fibres and focal 

adhesions was also detected in LB1319-MEL cells after both 24h (Supplemental Figure 3C) and 48h 

of culture (Figure 5F). Similar results were obtained with LB39-MEL CD70+ cells (data not shown). 

However, ROCK1/2 inhibition was not detected (Supplemental Figure 3B), suggesting either that 

another Rho-effector was involved or that our experimental conditions and kinetics did not allow 

visualisation of ROCK1/2 inhibition. 
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These findings reveal that in melanoma cells, the presence of cytosolic monomeric CD70 correlates 

with poor invasion and metastatic capacities, whereas the binding of the anti-CD70 mAb QA32 

enhances the level of trimeric CD70, which activates the MAPK/RhoE signalling pathway leading to a 

reduction in stress fibres and focal adhesions, in turn enhancing melanoma invasiveness.  

 

 

Discussion 

This work has described that CD70 is expressed in human melanoma cells, that its expression is 

reduced in metastases and that its role in regulating melanoma invasion and metastasis is independent 

of the tumour immune microenvironment. Since an increased metastatic potential is associated with 

both the decreased levels of cytosolic monomeric CD70 and CD70 silencing, melanoma-expressed 

CD70 could become a useful prognostic marker.  

CD70 expression has already been reported in renal cell carcinomas, glioblastomas, astrocytomas and 

ovarian cancers. In addition, Ryan et al. (Ryan et al., 2010) previously reported that 16% of melanoma 

samples expressed CD70, although they did not describe the metastatic status of their sample. Here we 

describe CD70 expression both in human melanoma cell lines and in tumour cells from melanoma 

biopsies. Furthermore we analysed primary and metastatic tumour samples separately, which has 

allowed us to show that the number of CD70+ cells and the level of CD70 expression are significantly 

decreased in metastases. This loss of CD70 expression during disease progression was explained by 

our in vitro experiments which showed that CD70+ melanoma cells have a reduced capacity to 

migrate and invade, meaning they presumably had a limited ability for implantation of lung 

metastases.  

The observation that CD70+ melanoma cell invasion is reduced in vitro in the absence of a tumour 

immune microenvironment has proven that this effect is intrinsic within the CD70+ tumour cells. In 

order to try to explain this we tested whether CD70-induced inhibition of invasion could be due to 

interactions between melanoma cells expressing the CD70 ligand with melanoma cells expressing its 

receptor CD27. This hypothesis was excluded because we could detect no melanoma cells expressing 

CD27, and expression was not induced by anti-CD70 mAb binding (Supplemental Figure 4).  

We found that monomeric melanoma-expressed CD70 limits tumour cell migration and invasion but 

the trimeric form, induced by anti-CD70 mAb binding, restores these activities via MAPK activation, 

RhoE overexpression and stress fibre and focal adhesion inhibition. Thus, the trimeric form modulates 

the activation of the MAPK pathway, which is frequently mutated in melanomas and which is targeted 

by several pharmacological inhibitors used in the chemotherapy of metastatic melanoma. In this study 

we genotyped the melanoma cell lines to test for the presence of the BRAFV600E mutation which is 

frequent in melanomas. Our data showed that this mutation was not correlated with CD70 expression. 

Therefore, the use of BRAFV600E inhibitors such as Vemurafenib or Dabrafenib to treat metastatic 
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melanoma patients would not affect CD70 expression and signalling in melanoma cells. Furthermore a 

link between NRAS and CD70 expression was also excluded because we did not find any evidence of 

mutated NRAS among our melanoma cell lines. 

Finally our data suggest that anti-CD70 antibodies, which are currently considered as promising 

molecules to treat human malignancies (Grewal, 2008), should be carefully selected to eliminate those 

that promote tumour invasion and metastasis. 
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Titles and legends to figures 

 
Figure 1. CD70 ectopic expression in human melanomas. 

Representative images of CD70 expression after staining by IHC paraffin embedded melanoma human 

biopsies with anti-CD70 QA32 mAb (A) or staining of cryostat sections of frozen melanoma tumour 

specimens with anti-CD70 mAb clone Ki-24 (B). Negative staining corresponded to CD70 expression 

in less than 2% of melanoma cells, moderate staining in 2 to 20% and strong staining in more than 

20%. Three slides of the same melanoma fragment showing that CD70 expression is in the tumour 

cells. The first slide was labelled with anti-CD70 QA32 mAb revealed by Fast Red and the two other 

slides were stained with anti-tumour antibodies: anti-MelanA or anti-KBA.62 revealed by HRP/DAB 

(C). Primary human melanomas contain more CD70+ tumour cells than metastases as quantified in 

paraffin embedded melanoma biopsies (D). The intensity of CD70 expression is also stronger in 

primary melanomas than in metastases (E). P-values (D, E) were evaluated using the Tukey ANOVA 

test. 

 

Figure 2. CD70 expression decreases with time and disease progression in human melanomas. 

CD70 membrane expression measured by flow cytometry in three representative melanoma cell lines: 

LB1319-MEL, LB39-MEL and CD70+ (red) versus CD70- (blue) clones selected from LB39-MEL 

cell line (A). Decrease of membrane CD70 expression in three melanoma cell lines derived from the 

same patient (LB33-MEL) at different times and from different localizations: LB33-MEL.A 

(coetaneous metastasis, 1988), LB33-MEL.B (lymph node metastasis, 1993) and LB33-MEL.D 

(intestinal metastasis, 1999) (B). Decrease with disease progression of melanoma-expressed CD70, 

detected by IHC, in primitive, skin and lymph node metastases from the same patient: C121084 (C). 

Monomeric (CD70 M) and trimeric (CD70 T) forms of CD70 detected by western blot in LB1319-

MEL (total, cytosolic and membrane fractions), B16F10-wt and B16F10-CD70 cells (D). 

 

 

Figure 3.  CD70 expression is associated with decreased in vivo metastatic capacity.  

 C57BL/6, C57BL/6 IFN-γ KO and nu/nu mice were i.v. injected with B16F10-wt (blue) or B16F10-

CD70 (red) cells and pulmonary metastases were quantified, showing that B16F10-CD70 cells 

induced less metastases implantations (A). Representative lung photomicrographs (left) and 

enlargement of metastatic areas (right) of C57BL/6 mice i.v. injected with B16F10-wt (top) or 

B16F10-CD70 (bottom) cells. Arrows indicate metastases (B). CD70 silencing in LB1319-MEL cells 

transfected with siCD70 versus siCtlr as detected by flow cytometry for   membrane CD70 expression 

(C). NMRI nu/nu mice were i.v. injected with LB1319-MEL cells (WT), LB1319-MEL cells 

transfected with siCD70 (siCD70) or LB1319-MEL cells transfected with siCtrl (siCtrl) and 

pulmonary metastases were quantified and detected only in the lung of mice injected with LB1319-
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MELsiCD70 cells (D). Representative lung photomicrographs of nu/nu mice i.v. injected with 

LB1319-MELsiCtrl cells (left) or with LB1319-MELsiCD70 cells (right) where a metastasis is shown 

(E). P-values (A, D) were evaluated using the Tukey ANOVA test. 

 

Figure 4. In melanoma cells CD70 expression is associated with decreased in vitro migration and 

invasion capacities.  

Decreased in vitro migration (A) and invasion (B) capacities of B16F10-CD70+ melanoma cells 

analysed using transwell dishes for migration and invasion chambers for invasion with B16F10-wt 

(blue) versus B16F10-CD70 (red) cells. In the upper chamber the medium was or not (NT) 

supplemented with Ctrl Ig (Ct) or anti-CD70 mAb QA32 (QA). The number of B16F10-wt cells in the 

lower chamber in presence of Ctrl Ig was considered as 100%. Decreased in vitro migration capacity 

of B16F10-CD70+ melanoma cells analysed by wound-healing experiments done with B16F10-wt 

(blue/bottom) and B16F10-CD70 (red/top) cells (C). Decreased in vitro migration (D) and invasion 

(E) capacities of CD70+ human melanoma cells analysed using transwell dishes for migration and 

invasion chambers for invasion with LB39-MEL CD70− clone (blue), LB39-MEL CD70+ clone (red) 

and LB1319-MEL cells (black). In the upper chamber the medium was supplemented with Ctrl Ig (Ct) 

or anti-CD70 mAb QA32 (QA). The number of LB39-MEL CD70− cells in the lower chamber in 

presence of Ctrl Ig was considered as 100%. Results (A, B, D, E) are expressed as mean values (n=7). 

P-values were evaluated using the Tukey ANOVA test. 

 

Figure 5. CD70 signalling modulates MAPK activation, RhoE expression and cytoskeleton 

formation.  

 Western blot analysis (A) and quantification (B) in arbitrary units (A.U.) of monomeric CD70 (CD70 

M) decrease and trimeric CD70 (CD70 T) increase in LB1319-MEL cells incubated with QA32 mAb 

(QA). Controls are untreated (NT) and Ctrl Ig (Ct) incubated LB1319-MEL cells. Western blots 

analyses of the MEK/ERK pathway activation and RhoE overexpression in LB1319-MEL cells after 

48 h incubation with anti-CD70 QA32 mAb (QA). Controls are untreated (NT) and Ctrl Ig (Ct) 

incubated LB1319-MEL cells (C). 3D invasion using LB1319-MEL spheroids treated with Ctrl Ig or 

QA32 mAb and with or without MEK inhibitor U0126, showing QA32-induced invasion enhancement 

and U0126-induced invasion inhibition (D). Quantification of spheroid areas in three different 

experiments is shown in! (E).! Disappearance of actin stress fibbers (Actin) and focal adhesions 

(Vinculin) in LB1319-MEL cells treated with QA32 mAb for 48 h. Control cells were incubated with 

Ctrl Ig (F). Results (B, E) are expressed as mean values (n=3). P-values were evaluated using the 

Tukey ANOVA test. 

 

 



Résultats n°3 - 15/22 

Résultats n°3 - 15/22 

Supplemental DATA 

 

Supplemental Material and Methods 

Subcutaneous tumour growth 

C57BL/6 mice (-wt or -IFN-γ KO) and NMRI nude mice were injected s.c. with  B16F10-wt or 

B16F10-CD70 cells (1x105). Tumour surfaces were measured every 2-3 days using digital caliper. 

Two groups of 6 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.  

 

Supplementary Figures legends  

Supplementary figure 1  

 Absence of CD70 expression in normal skin  

 Analysis in normal skin of CD70 expression by IHC with anti-CD70 QA32 mAb revealed using Fast 

Red.  

 

Supplementary figure 2 

Melanoma-expressed CD70 is not associated with decreased in vivo subcutaneous tumour growth  

B16F10-CD70 and B16F10-wt tumours grew locally at similar rates as observed in immunocompetent 

and immunocompromised mice. C57BL/6, C57BL/6 IFN-γKO and NMRI nu/nu mice were injected 

s.c. with B16F10-wt cells (blue) or B16F10-CD70 cells (red) and local tumour growth was measured. 

Results are expressed as mean values (n=6). Statistical analysis was performed using a two-way 

ANOVA test.  

 

Supplementary figure 3 

QA32 binding on CD70+ melanoma cells induced MEK1 phosphorylation, RhoE overexpression 

and stress fibbers and focal adhesions inhibition but no detectable modification in ROCK1/2 

(A) Western blot analysis of P-MEK1 and RhoE overexpression in LB39-MEL CD70+ cells after 48 h 

incubation with QA32 mAb (QA). MEK1 expression and LB39-MEL CD70+ cells incubated alone 

(NT) or with Ctrl Ig (Ct) were used as controls. (B) Unchanged ROCK1 and ROCK2 expression in 

LB1319-MEL cells after 48 h incubation with QA32 mAb (QA) compared to Ctrl Ig (Ct) as detected 

by western blot analysis. (C) Disappearance of actin stress fibbers (Actin) and focal adhesions 

(Vinculin) in LB1319-MEL cells treated with QA32 mAb for 24 h. Control cells were incubated with 

Ctrl Ig. 
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Supplementary figure 4 

Absence of CD27 expression in human melanoma cells spontaneously or after anti-CD70 mAb 

binding  

CD27 membrane expression was measured by flow cytometry in two CD70+ melanoma cell lines: 

LB1319-MEL and LB39-MEL CD70+, which were CD27 negative and remained negative after 

binding of Ctrl Ig or anti-CD70 mAb. 
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Le mélanome est la forme de cancer cutané la plus agressive et son incidence est en constante 

progression ces dernières années (Belot et al, 2008). Cette agressivité est surtout caractérisée par le fait 

que peu de traitements actuels sont efficaces lorsque les malades ont développé des métastases 

(Eggermont et al, 2013). Un traitement par chimiothérapie prometteur repose sur l’inhibition 

spécifique de la protéine BRAF mutée en position V600E par le Vémurafénib (PLX-4032). Cette 

mutation BRAFV600E est retrouvée dans 50% des mélanomes. Elle active la protéine BRAF, 

appartenant à la voie des MAPK, de façon constitutive. Cette voie est essentielle pour diverses 

fonctions cellulaires comme la prolifération cellulaire ou encore l’invasion (Chapman et al, 2011; 

Gray-Schopfer et al, 2007). 

Nous avons récemment mis en évidence l’expression ectopique de CD70 sur un panel de biopsies et 

plusieurs lignées de mélanome. CD70 est une molécule de costimulation appartenant à la famille du 

TNF. CD70 est exprimé sur les cellules immunes activées et participent à leur fonction cytotoxique et 

mémoire (Denoeud & Moser, 2011). Son expression ectopique a aussi été retrouvée dans d’autres 

types de tumeurs solides comme les carcinomes rénaux, les cancers du sein ou les glioblastomes 

(Diegmann et al, 2006; Petrau et al, 2014; Wischhusen et al, 2002). Nos récents travaux ont montré 

que l’expression de CD70 sous forme monomérique limite les capacités migratrices et invasives des 

cellules de mélanome. A l’inverse, la trimérisation de CD70 active une signalisation 

MAPK/RhoE/fibres de stress favorisant l’invasion de ces cellules tumorales. 

Au cours des travaux présentés ci-dessous, nous nous sommes intéressés à la régulation de 

l’expression de CD70 sur différentes lignées de mélanome. Nous montrons que RhoA et la voie des 

MAPK régulent positivement l’expression de CD70 sur les mélanomes et ceci de façon dépendante et 

non additive.  

Nous avons déterminé par cytométrie en flux que l’expression membranaire de CD70 sur trois lignées 

de mélanomes humains, LB1319-MEL, LB39-MEL CD70+ et WM-266-4, est régulée positivement 



! 88!

par la GTPase RhoA. Des expériences de RT-qPCR, de Western-Blot et l’analyse de l’activité du 

promoteur de CD70 par luminescence révèlent que cette régulation se fait au niveau transcriptionnel et 

traductionnel. 

Néanmoins, l’inhibition de la GTPase RhoA n’éteint pas complètement l’expression de CD70. Nous 

avons alors étudié l’implication d’une autre voie importante dans la progression des mélanomes : la 

voie des MAPK (BRAF/MEK/ERK). En inhibant cette voie des MAPK avec un inhibiteur spécifique 

de MEK (U0126), nous montrons qu’elle régule positivement la transcription de CD70 dans les 

cellules de mélanome LB1319-MEL. Cette régulation positive de CD70 par la voie des MAPK est 

aussi retrouvée dans deux autres lignées de mélanomes CD70+ : LB39-MEL CD70+ et WM-266-4. 

De plus, en inhibant BRAF par ARN interférence et par inhibition pharmacologique ciblée de la 

mutation BRAF V600E avec le Vémurafénib, nous démontrons que BRAF régule positivement CD70 

mais ceci indépendamment de la mutation V600E. Ces résultats confirment l’implication de la voie 

MAPK (BRAF/MEK/ERK) dans la régulation positive de CD70 dans les mélanomes. 

Nous avons alors cherché à savoir si les régulations de l’expression de CD70 par RhoA et la voie 

MAPK sont liées. Pour cela, nous avons analysé l’expression et l’activation de RhoA sous inhibition 

de la voie des MAPK et inversement l’expression et l’activation de ERK après inhibition de RhoA. 

Nous avons déterminé que ces deux voies de régulation de CD70 sont liées. De plus, lors de 

l’inhibition simultanée des voies RhoA et MAPK, nous avons observé que l’expression membranaire 

de CD70 n’était pas significativement diminuée par rapport à l’inhibition seule de chacune des deux 

voies.  

Enfin, nous montrons que l’expression de CD70 dans les cellules de mélanome n’interfère pas avec 

l’activité du Vémurafénib. 

En conclusion, nos expériences mettent en évidence l’implication de RhoA et de la voie MAPK 

(BRAF/MEK/ERK) dans une régulation transcriptionnelle de l’expression de CD70 dans les 

mélanomes. De plus, nos expériences montrent que ces régulations par RhoA et les MAPK sont 

indépendantes et additionnelles, que l’expression de CD70 sur les mélanomes n’interfère pas avec leur 

sensibilité à l’inhibition par le Vémurafénib. 
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Abstract 

CD70 is a costimulatory molecule and member of the Tumor Necrosis Factor family that is expressed 

on activated immune cells. Its ectopic expression has been described in several types of cancer cells, 

including lymphomas, renal cell carcinomas and glioblastomas. We recently described its expression 

in a part of tumor cells from the vast majority of melanoma biopsies and human melanoma cell lines, 

and found that CD70 expression decreased over time as the disease progressed. Here, we show that 

RhoA and the Mitogen Activating Protein Kinase (MAPK) pathway are involved in the positive 

transcriptional regulation of CD70 expression in melanomas. Interestingly, the clinical inhibitor of the 

common BRAFV600E variant, Vemurafenib (PLX-4032), which is currently used to treat melanoma 

patients with BRAFV600E-mutated metastatic melanomas, decreased CD70 expression in human 

CD70+ melanoma cell lines. This decrease was seen in melanoma cells both with and without the 

BRAFV600E mutation, although was less efficient in those lacking the mutation. But interestingly, by 

silencing CD70 in CD70+ melanoma cell lines we show that PLX-4032-induced melanoma cell killing 

and its inhibitory effect on MAPK pathway activation are unaffected by CD70 expression. 

 

Introduction 

Malignant melanomas are the most aggressive form of skin cancers that kill affected patients through 

multiple metastases [1]. Mortality rates increase in the advanced stages and patient survival following 

metastatic detection is usually short. Melanoma progression correlates with the appearance of 

molecular alterations, thereby generating more malignant tumors [2,3]. Activating mutations in the 

serine/threonine kinase BRAF, in particular the BRAFV600E mutation, occur in about 50% of 

melanomas [1,4]. The BRAFV600E mutation induces activation of the MAPK pathway, which is 

involved in essential cellular processes such as proliferation, differentiation and particularly invasion, 

suggesting a strong relationship between the mutation and metastatic potential. PLX-4032 (also known 

as Vemurafenib) is a BRAFV600E-specific inhibitor. Preclinical studies have indicated that PLX-

4032 blocks the mutated BRAF protein, triggering rapid cell growth arrest and cell death in tumors 

carrying this mutation [5]. Recent studies have shown that treatment with Vemurafenib also promotes 

an anti-melanoma immune response by enhancing tumor antigen expression, lymphocyte cytotoxicity 

and tumor infiltration by lymphocytes [6,7]. Clinical trials of Vemurafenib have shown a therapeutic 

effect in more than 50% of patients with BRAFV600E-positive metastatic melanoma [5,8]. Only 

patients with this mutation appear to benefit from treatment, but for those patients Vemurafenib 

treatment has been shown to improve the rates of overall and progression-free survival and is 

recommended for the treatment of melanomas that have spread or cannot be removed by surgery. In 

the clinical context, the majority of patients first respond to this inhibitor and usually metastases 
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uniformly regress. However, often cancer cells break out and progress again once resistance is 

acquired [7,8].  

Recently, using patient biopsies and human melanoma cell lines, we investigated the ectopic 

expression of CD70 in melanoma tumor cells. CD70 is a costimulatory molecule and member of the 

TNF superfamily that is expressed in activated T- and B-lymphocytes.  In these immune cells, CD70 

is involved in priming, effector functions, differentiation, and memory formation through binding to 

its receptor, CD27 [9,10]. The functional form of CD70 is a membrane-expressed homotrimeric type 

II molecule that, upon engagement, induces trimerization of the CD27 receptor to initiate intracellular 

signaling [9,10]. CD70 also plays an intrinsic active role in T-lymphocyte activation. Indeed, cross-

linking of CD70 with the CD70-specific mAb QA32 was shown to trigger T-cell mediated 

cytotoxicity, cytokine production, calcium mobilization and MAPK phosphorylation [11]. In 

agreement with this we have previously demonstrated that CD70-positive murine tumor cells generate 

an enhanced anti-tumor immune response [12].   

In addition to its expression in activated lymphocytes, CD70 expression has been documented in 

several types of lymphomas, glioblastomas [13] and renal cell carcinomas [14]. We recently showed 

that CD70 was expressed in most primary melanomas and that its expression was lost over the course 

of melanoma progression. This study also demonstrated that melanoma-expressed CD70 is implicated 

in tumor migration, invasion and metastasis. Melanoma cells expressing monomeric CD70 possessed 

a reduced ability to migrate and invade surrounding areas, whereas the trimerization of CD70 

increased the invasive potential of the melanoma through MAPK pathway activation, RhoE 

overexpression and inhibition of actin fibers and focal adhesions (British J Cancer. Submitted). Rho 

GTPase activity is central to melanoma cells, and indeed we have previously shown that RhoA 

inhibition induced the up-regulation of several immune-interacting molecules including MHC Class-I, 

CD80/CD86 costimulatory molecules and FasL, which like CD70 belongs to the TNF superfamily 

[15,16,17]. However, the correlation between Rho GTPases, MAPK pathway activation status and 

CD70 expression in CD70+ melanoma cells is yet to be described.  

Most Rho family members act as molecular switches, cycling between a GTP-bound active form and a 

GDP-bound inactive form. Once activated, Rho GTPases bind to different effector molecules and 

trigger signaling cascades to direct essential cellular functions like cell growth, apoptosis and the 

cytoskeletal dynamics involved in cell motility, invasion and metastasis [18]. The three highly-related 

Rho isoforms RhoA, B and C share some effector proteins but show clear functional differences [19]. 

In this study, we investigated the roles of Rho GTPases on CD70 expression in human melanomas. In 

addition, we used several inhibitors of the MAPK pathway, including PLX-4032, to investigate the 

role of this pathway in the regulation of CD70 expressed by melanoma cells. Our results showed that 

RhoA and MAPK pathway cross-talk to positively regulate melanoma-expressed CD70. Interestingly 

this CD70 expression does not affect PLX-4032-induced inhibition of MAPK pathway activation and 

tumor cell cytotoxicity.                      
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Results 

RhoA inhibition decreases CD70 expression in human melanoma cells 

Rho GTPases are involved in tumor mobility and we have previously shown that, in melanoma RhoA 

regulates the expression of FasL, another TNF family member. Therefore we tested for potential roles 

of the Rho GTPases in the regulation of CD70 expression using an siRNA strategy to reduce RhoA, 

RhoB, or RhoC expression in CD70+ LB1319-MEL human melanoma cells. Transfection of two 

RhoA-specific siRNAs (siRhoA1 and siRhoA2) significantly reduced the level of membrane-

associated CD70, as detected by FACS analysis, compared to cells transfected with RhoB (siRhoB1 

and siRhoB2), RhoC (siRhoC1 and siRhoC2), or control (siCtrl) siRNAs (Figures 1A and B). The 

efficiency of the siRNAs in decreasing their specific Rho protein was confirmed, as illustrated in 

Figures 1C, S1A and S1B. Accordingly, over-expression of RhoA by infection of LB1319-MEL cells 

with RhoA-encoding adenoviruses increased levels of membrane-associated CD70 (Figures 1D and 

E). Furthermore, transfection of LB1319-MEL cells with RhoA-specific siRNAs significantly reduced 

global CD70 expression, as detected by western blotting (Figures 1C and S1C). SiRhoA2 was the 

most efficient RhoA inhibitor so was used in subsequent experiments. Using RT-qPCR we found that 

CD70 mRNA accumulation was severely reduced after transfection with siRhoA2 compared to siCtrl 

(Figure 1F). To determine whether this effect was linked to a modification of the CD70 promoter 

activity, we used a plasmid expressing firefly luciferase (Luc) under the control of the CD70 promoter 

(pCD70FL reporter plasmid, described in [20]). We sequentially transfected siRhoA2 and the 

pCD70FL plasmid, and observed a dramatic decrease in the Luc signal, showing that RhoA positively 

regulated the CD70 promoter (Figure 1G). 

To confirm the involvement of RhoA in the regulation of melanoma-expressed CD70, two other 

human CD70+ melanoma models were used, the WM-266-4 cell line and a CD70+ clone of the LB39-

MEL cell line. Membrane-associated and total CD70 protein levels were decreased in these cells after 

RhoA-specific siRNA transfection (Figures S1D-G).   

Altogether, these data show that RhoA positively controls the transcriptional levels of ectopic CD70 in 

human melanoma cells.                                                                                                                

 

Inhibition of the MAPK pathway decreases CD70 expression  

We next investigated the role of the MAPK pathway in the regulation of melanoma-expressed CD70, 

since this pathway is involved in TNF family protein regulation [20] and is activated in many 

melanomas, where it plays an essential role in melanoma progression and metastasis [4,5]. 

Constitutive MAPK pathway activation was observed in the three CD70+ cell lines tested (LB1319-

MEL, LB39-MEL CD70+ and WM-266-4), as demonstrated by western blotting which showed the 

presence of phosphorylated MEK and ERK even in the absence of any stimulation (Figure S2A). In 
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LB39-MEL CD70+ and WM-266-4 cells, MAPK pathway activation is linked to the BRAFV600E 

mutation, but in LB1319-MEL cells this activation is not due to this mutation since this cell line does 

not carry a mutation at this locus (data not shown). To investigate the role of the MAPK pathway in 

melanoma-expressed CD70 regulation, we used two specific pharmacological inhibitors of MEK 

phosphorylation (p-MEK): PD98059 (data not shown) and U0126. Melanoma cells were treated for 

48h at different concentrations of U0126. Inhibition of the MAPK pathway was observed, as 

illustrated in both LB1319-MEL and WM-266-4 cells, by a reduction in p-MEK (Figure 2A). Down-

regulation of membrane-expressed and global CD70 protein levels was observed in cells treated with 

both inhibitors. Figure 2B illustrates the decrease in CD70 expression in LB39-MEL CD70+ cells 

treated with U0126 at 5µM. Histograms in Figures 2C, 2D and 2E demonstrate the U0126 dose-

dependent decrease in membrane-expressed CD70 in LB1319-MEL, LB39-MEL CD70+ and WM-

266-4 cells. At 5µM, the U0126 inhibitor was less toxic than PD98059, so was used for subsequent 

experiments. The total amount of CD70 protein, detected by western blotting (Figures 2A and S2B), 

and CD70 mRNA levels, detected by RT qPCR (Figure 2F), were also reduced by U0126 treatment at 

5µM.  

These results demonstrate that MEK protein activation is involved in the positive transcriptional 

regulation of CD70 expression in melanomas.  

 

Melanoma-expressed CD70 regulation by RhoA and the MAPK pathway  

Both RhoA and MAPK are critical components of many cellular signal transduction pathways. 

Hyperactivity and over-expression of RhoA and hyper-activated mutated BRAF have been observed 

in numerous human cancers, including melanoma [8,19]. We hypothesized, based on results from a 

previous study [21], firstly that in melanoma cells proteins of the MAPK pathway might be activated 

by RhoA or vice versa, and secondly that this cross-talk could be responsible for the regulation of 

CD70 expression. To test these hypotheses, MAPK pathway activation was evaluated in LB1319-

MEL cells after RhoA inhibition induced by transfection with specific siRNAs (siRhoA2). 

Conversely, RhoA expression and activation were also evaluated following MAPK inhibition induced 

by treatment with the MEK phosphorylation inhibitor U0126. These results are illustrated in Figures 

3A-C and show that these two pathways are linked. Indeed, inhibition of RhoA reduces MAPK 

activation, illustrated by a decrease in ERK phosphorylation (Figures 3A and 3B), and inhibition of 

the MAPK pathway severely decreased RhoA expression and activation (Figures 3C and 3D). We  

wondered if simultaneous RhoA and MAPK inhibition would have an additive effect on membrane-

expressed CD70. LB1319-MEL cells were simultaneously transfected with siRhoA2 and treated with 

5µM U0126. The observed membrane-associated CD70 down-regulation was not increased when 

compared with the individual treatments (Figure 3E), confirming that the RhoA and MAPK pathways 

cross-talk to regulate melanoma-expressed CD70.  
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PLX-4032 treatment and BRAF knockdown reduce melanoma-expressed CD70 

In most melanoma cases, constitutive activation of the MAPK pathway is associated with the presence 

of BRAFV600E mutation. PLX-4032 is a pharmacological molecule designed to inhibit the 

constitutive activation of the BRAFV600E mutated protein that is commonly involved in melanoma 

metastasis [5].  

In LB39-MEL CD70+ and WM-266-4 cells MAPK pathway activation is linked to the BRAFV600E 

mutation (Figure S2A). The MAPK pathway is activated but to a lesser extent in LB1319-MEL cells 

which are not mutated in BRAFV600E. Nevertheless, the in vitro treatment of these three melanoma 

cell lines with PLX-4032 induced a decrease in both membrane-associated and global CD70 (Figures 

4A-F, S3A-C). In LB1319-MEL cells, which do not contain the BRAFV600E mutation, the effect was 

lower and was obtained with a higher dose of PLX-4032 (Figures 4E, 4F and S3C). Since activation of 

the MEK/ERK pathway can also be inhibited by BRAF knockdown, we tested the involvement of 

BRAF in melanoma-expressed CD70 using a BRAF-specific siRNA. Transfection of LB1319-MEL 

cells with siBRAF significantly inhibited MAPK pathway activation, which was illustrated by a 

reduction in ERK phosphorylation (Figure 4G). This transfection also reduced membranous and total 

CD70 levels compared to cells transfected with the control siRNA (Figures 3G and 3H). 

These results demonstrate that BRAF regulates CD70 expression independently of the V600E 

mutation and confirms that activation of the MAPK pathway positively regulates melanoma-expressed 

CD70. Inhibition of this pathway at either the BRAF or MEK level is able to reduce melanoma-

expressed CD70.  

 

Melanoma-expressed CD70 does not interfere with PLX-4032-induced inhibition of MAPK 

pathway activation and tumor cells cytotoxicity    

We wondered whether, in melanoma cells, CD70 expression might interfere with PLX-4032-induced 

inhibition of the MAPK pathway activation and killing of tumor cells. We evaluated MAPK pathway 

activation in CD70+ melanoma cells (LB1319-MEL and WM-266-4) after simultaneous transfection 

of CD70-specific siRNA and treatment with PLX-4032. The efficiency of siCD70 in decreasing CD70 

expression was confirmed (Figures S4A and S4B). The inhibition of the MAPK pathway activation 

induced by PLX-4032 was not altered in cells transfected by siCD70 compared to control siRNA 

(siNeg) (Figures 5A and B).  

We next investigated whether CD70 expression affects PLX-4032-induced tumor cell cytotoxicity.  

First we showed that siCD70 itself did not reduce in vitro melanoma cell proliferation (Figure S4C 

and S4D). We then evaluated PLX-4032 cytotoxicity on LB1319-MEL and WM-266-4 melanoma 

cells transfected by either siCD70 or control siNeg. The observed cell survival after 72h of PLX-4032 

treatment was similar for both siCD70- and siNeg-transfected cells (Figures 5C and 5D) showing that 

melanoma-expressed CD70 does not interfere with PLX-4032 treatment. Therefore the efficiency of 
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clinical treatment of melanoma patients with Vemurafenib should not be influenced by CD70 

expression in patients’ tumors. 

 

Discussion  

Altogether our experiments show that the expression of CD70 in melanoma cells is under the control 

of RhoA and the MAPK pathway. Most primitive melanomas contain CD70-positive tumor cells, and 

this expression decreases during the progression of the disease and in metastasis. In melanoma cell 

lines the monomeric form of CD70 is associated with reduced migration, invasion and metastasis 

capacities, whereas the active trimeric form of CD70 induces the activation of a signaling pathway, 

which favors melanoma invasiveness (Brit J Cancer, submitted). Therefore it is not surprising that 

CD70 expression is tightly regulated in these tumor cells. 

Using a human radial growth phase melanoma cell line (WM35), Ruth et al. previously showed that 

over-expression of RhoC promoted cell invasion by two independent pathways involving either 

ROCK or PI3K/Akt [22]. Here, using three other human melanoma cell lines we have shown that 

RhoA, rather than RhoC, controls the migration and invasive capacities of melanoma cells through its 

positive regulation of melanoma-expressed CD70. RhoA is a key player in many different types of 

cancer cells. Indeed, several different tumor models, including melanomas, have been used to 

implicate the RhoA GTPase in tumor growth, cell motility and metastatic development [18,23,24].  

The role of the BRAF/ERK pathway on CD70 expression in melanoma cells was also investigated 

here because this pathway is essential in melanoma progression and metastasis [4], and because 

pharmacological inhibitors have a strong but often transitory efficacy against these tumors. The 

interactions between the MAPK pathway and CD70 are complex and form a loop of positive 

regulation. Indeed, we have demonstrated here that the MAPK pathway positively regulates CD70 

expression in melanoma cells. We have previously shown that the enhancement of the active trimeric 

form of CD70, facilitated by the binding of a CD70-specific mAb, induced MAPK pathway hyper-

activation, which favored melanoma cell invasion (Brit J Cancer, submitted). These results revealed a 

role for CD70 in melanoma invasiveness via its interaction with MAPK pathway activation. Linkage 

between the RhoA-ROCK and the BRAF-ERK-MAPK pathway has previously been described, for 

example in the control of osteogenic gene expression [25] and in colon adenocarcinoma cells, where it 

induced cell migration and invasion [26]. Here we have also shown that the interaction of melanoma-

expressed CD70 with the MAPK pathway does not interfere with the inhibitory activities of PLX-

4032 (Vemurafenib) on MAPK activation and melanoma cell survival. This information is essential 

for the clinical use of Vemurafenib, to know that presence or absence of CD70 in melanoma patient 

tumor cells will not affect the efficacy of Vemurafenib treatment. Consequently patients' biopsies do 

not need to be tested for CD70-melanoma expression, but treatment of these patients with anti-CD70 

antibodies could be harmful because it could promote metastasis. 
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Materials and Methods  

Tumor cell lines  

Human melanoma cell lines: LB1319-MEL (BRAF and NRAS-wt) and LB39-MEL were kindly 

provided by Pr. T. Boon (Ludwig Institute for Cancer Research, Brussels). We have isolated a CD70+ 

clone of LB39-MEL cell line (LB39-MEL CD70+, BRAFV600E and NRAS-wt) by FACS sorting and 

cellular cloning. WM-266-4 (BRAFV600E and NRAS-wt) cell line was obtained from ATCC. These 

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.  

 

Flow cytometry analyses 

PE-conjugated anti-CD70 mAb and isotype control were purchased from BD Biosciences. Stained 

cells were analyzed on a BD FACS Calibur (Becton Dickinson) and results were analyzed with 

FlowJo software. To evaluate CD70 membrane expression and to pool several analyses, two 

quantifications were used: either Fold Induction values (CD70 membrane expression FI corresponding 

to the normalized level of membrane-expressed CD70) were calculated compared to control 

conditions, or 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  

 

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 sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide (SDS-PAGE) gel 

electrophoresis (50 or 100 µg protein/lane). Proteins were blotted onto polyvinylidendifluoride 

membranes. The filters were incubated at 4°C overnight with primary antibodies against CD70, RhoA, 

RhoA-GTP, RhoB, RhoC, MEK1, P-MEK1, ERK1/2 and P-ERK1/2 (Santa Cruz Biotechnology and 

Cell Signaling). Actin was used as a loading control (Chemicon, Merck Millipore). The Hybond-p 

membranes (GE Healthcare) were then incubated with HRP-labeled secondary antibody (R&D System 

and Cell Signaling) for 1 h at room temperature and then detected with a chemiluminescence detection 

ECL kit (Thermo Scientific Pierce). Band intensities were quantified using ImageJ software (National 

Institute of Health, USA). 
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Transfection of siRNAs and transduction with adenoviral vectors 

Cells were transiently transfected with siRNAs, as previously described [15]. Briefly, melanoma cells 

(5 x 105) were transfected with 20 nM siRNA using JetPrime (Polyplus Transfection). The following 

siRNA duplexes, purchased from Eurogentec, were used: siRhoA1 (GAAGUCAAGCAUUUCUGUC-TT); 

siRhoA2 (GCAGGUAGAGUUGGCUUUG-TT); siRhoB1 (CUAUGUGGGCCGACAUUGAG-TT); siRhoB2 

(CCGUCUUCGAGAACUAUGU-TT); siRhoC1 (UAAGAAGGACCUGAGGCAA-TT); siRhoC2 

(GACUAUGAUCGACUGCGGC-TT); a non-targeting siControl  (siCtrl)  (GACGUGGGACUGAAGGGGU-

TT). The following siRNA duplexes, purchases from Thermo Fisher, were used: siCD70 pool 

(CACCAAGGUUGUACCAUUG, GCAUCUACAUGGUACACAU, GCAGCUGAAUCACACAGGA, 

UGACCACUGCUGCUGAUUA) and a non-targeting siNegative pool (siNeg) 

(UGGUUUACAUGUCGACUAA, UGGUUUACAUGUUGUGUGA, UGGUUUACAUGUUUUCUGA, 

UGGUUUACAUGUUUUCCUA). 

Cells (6 x 105) were transiently transduced with adenoviral vectors at a multiplicity of infection of 

50:1 for 36h. 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. 

 

Real-Time quantitative PCR (RT-qPCR) 

Total RNA was isolated using the RNeasy kit (QIAGEN) according to the manufacturer’s instructions, 

then reverse-transcribed using the iScript cDNA synthesis kit (BioRad). Quantitative real-time PCR 

was performed with an iQreal-time PCR detection system (BioRad) using iQ SYBR Green Supermix 

(BioRad).  

 

Luciferase assays 

The pCD70-FLuc plasmid reporting CD70 promoter activity with Firefly Luciferase (FLuc) was 

kindly given by Dr. B. Richardson (University of Michigan, Ann Arbor, MI) [20]. The pCMV-RLuc 

plasmid expressing Renilla Luciferase (RLuc) 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-FLuc and pCMV-RLuc 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). 

 

GST pull-down assay 

The level of activated RhoA and GTP-bound RhoA protein was measured using the GST fusion 

protein containing the Rho binding domain of Rhotekin [27]. The amount of GTP- bound RhoA and 

the total amount of RhoA in cell lysates were determined by western blot as described above [28]. 
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Immunofluorescence 

Untreated and treated cells were fixed and processed for immunofluorescence directed against CD70 

using CytoFix/CytoPerm (BD Pharmingen) according manufacturers’ instructions, and stained for 45 

min with PE-conjugated anti-CD70 mAb and isotype control (BD Pharmingen). CD70 expression 

based on immunofluorescence signal was quantified using Arrayscan VTi high content microsocpe 

(Thermo Scientific cellomics).  

 

In vitro proliferation  

LB1319-MEL and WM-266-4 melanoma cells were transfected with siNeg or siCD70. Then cells 

were plated at 1x104 cells and treated with 1 µM of PLX-4032. 72 h after treatment, cells were 

counted using Coulter Counter (Beckman Coulter). 

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software. Significance of RT-qPCR and 

CD70 promoter activity were assessed by t-test. Significance of flow cytometry and western blot 

analyses were assessed by t-test or Tukey one-way ANOVA test. All statistic tests were two-sides. 

The values are expressed as means ± 95% confidence interval (CI) in the figures. P values less than 

.05 were considered statistically significant. 
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Figures : titles and legends 

Figure 1. RhoA GTPase positively and transcriptionally controls CD70 membrane and global 
expression  
 
LB1319-MEL cells were transfected with control siRNA (siCtrl), two RhoA-specific siRNAs 
(siRhoA1, siRhoA2), two RhoB-specific siRNAs (siRhoB1, siRhoB2), or two RhoC-specific siRNAs 
(siRhoC1, siRhoC2). 72 h post transfection, membrane associated CD70 levels were quantified using 
flow cytometry (A). Quantification of three different experiments is shown in (B). Western Blot 
analyses confirmed RhoA depletion and decreased in CD70 expression in LB1319-MEL cells 72h post 
siRNA transfection. Actin was used as a loading control (C). RhoA over-expression was induced in 
LB1319-MEL cells by infection with an AdenoRhoA (AdRhoA). 36h post infection, levels of 
membrane associated CD70 were detected by flow cytometry (D). Results of three different 
experiments are shown in (E). siRhoA2 transfection in LB1319-MEL cells decreases the accumulation 
of CD70 mRNA, as detected by RT-qPCR (F). Luciferase assay showed that downregulation of RhoA 
expression by siRhoA2 in LB1319-MEL cells represses CD70 promoter activity (G).  Flow cytometry 
histograms are illustrated in Fold induction (FI) corresponding to the normalized level of membrane 
expressed CD70. Results are expressed as mean values ± SD (error bars, n = 3 experiments). *P < 
0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 versus control siRNA using the Tukey ANOVA test (B) or t-test (E, 
G, H).  
 
 
Figure 2. MEK kinase positively and transcriptionally controls CD70 membrane and global 
expression 
 
LB1319-MEL and WM-266-4 cells were treated with 5 µM of U0126 for 72h then analyzed by 
Western Blot for CD70, phospho-MEK and MEK expression. Actin was used as a loading control (A). 
LB39-MEL CD70+ cells were treated with 5 µM of U0126 for 72h then fixed and processed for 
immunofluorescence directed against CD70. Pictures of U0126 treated cells and control (DMSO) 
conditions are presented (scale bar 50 µm) (B). LB1319-MEL were treated or not with U0126 for 72h 
at indicated concentrations then analyzed by flow cytometry for membrane CD70 expression. Fold 
induction of CD70 membrane expression in triplicate condition is illustrated (C). Same experiments 
were performed in LB39-MEL CD70+ cells (D) and WM-226-4 cells (E). In LB1319-MEL cells 
treatment with 5 µM of U0126 for 72h decreases the accumulation of CD70 mRNA, as detected by 
RT-qPCR (F). Results are expressed as mean values ± SD (error bars, n = 3 experiments). *P < 0.05; 
**P < 0.01; ***P < 0.001 versus control siRNA using the Tukey ANOVA test (C, E) or t-test (D, F). 
 
Figure 3. Melanoma-expressed CD70 regulation by RhoA and the MAPK pathway  
 
LB1319-MEL cells were transfected with control siRNA (siCtrl) and two RhoA-specific siRNAs 
(siRhoA1, siRhoA2). Western Blot analyses were performed 72 h after transfection for phospho- and 
total-ERK expression. Actin was used as a loading control (A). Quantification of three independent 
experiments is shown in (B). LB1319-MEL cells were treated with 5 µM of U0126 for 72h then 
analyzed by the TRBD pull-down assay (Rho binding domain of Rhotekin) (C). Quantification of 
three independent experiments is shown in (D). LB1319-MEL cells were transfected with control 
siRNA (siCtrl) or siRhoA2 for 72 h. At the same time (24h after transfection), the same cells were 
treated or not with 5 µM of U0126 for 48 h. Finally, cells were analyzed by flow cytometry for CD70 
membrane expression. Quantification of three independent experiments by ISF is shown in (E). 
Results are expressed as mean values ± SD (error bars, n = 3 experiments). *P < 0.05; ***P < 0.001 
versus control (siCtrl or DMSO) using the Tukey ANOVA test (B, E) or t-test (D). 
 



Résultats n°4 - 14/22 

  Résultats n°4 - 14/22 

Figure 4. PLX-4032 inhibition and siBRAF decreases melanoma global and membrane-
expressed CD70 
 
LB39-MEL CD70+ cells were treated with control medium (DMSO) or with PLX-4032 at indicated 
concentrations for 72 h then analyzed by flow cytometry for CD70 membrane expression (A) or by 
Western Blot for global CD70 expression. Actin was used as a loading control  (B). Same experiments 
were performed in WM-266-4 cells (C, D) and LB1319-MEL cells (E, F). LB1319-MEL cells were 
transfected with control siRNA (siCtrl) and BRAF-specific siRNA (siBRaf). Cells were analyzed after 
72 h of transfection by Western Blot for global CD70, phospho-MEK and total MEK expression (G). 
Actin was used as a loading control. Cells were analyzed after 72 h of transfection by flow cytometry 
for membrane CD70 expression (H).  Cytometry results are expressed as mean values ± SD (error 
bars, n = 3 experiments). *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 versus control condition (DMSO or 
siCtrl) using the t-test (G) or Tukey ANOVA test (A, C, E). Western Blot illustrations are 
representative of three independent experiments.  
 
 
Figure 5. Inhibition of MAPK pathway and killing of melanoma cells by Vemurafenib is 
independent of CD70 expression 
 
LB1319-MEL and WM-266-4 cells were transfected with control siRNA (siNeg) or a CD70-specific 
siRNA (siCD70) for 72 h. At the same time, these cells were treated or not with 1 µM of PLX-4032 
(PLX) for 72 h. Then cells were analyzed by Western Blot for phospho- and total-ERK expression and 
phospho- and total-MEK expression. Actin was used as a loading control (A). Same experiments were 
performed in WM-266-4 cells (B). Western Blot illustrations are representative of three different 
experiments. LB1319-MEL (C) and WM-266-4 (D) melanoma cells were transfected with siNeg or 
siCD70. Then cells were plated at 1x104 cells and treated with 1 µM of PLX-4032. 72 h after 
treatment, cells were counted using Coulter Counter. Quantification of three independent experiments 
are shown. 
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Supplemental data 

Figure 1S 
 
RhoB (A) and RhoC (B) silencing were checked by Western Blot in LB1319-MEL cells transfected 
with siCtrl, siRhoB1, siRhoB2, siRhoC1 or siRhoC2 for 72h. 
LB1319-MEL cells were transfected with siCtrl, siRhoA1 and siRhoA2. 72 h post transfection global 
CD70 expression was analyzed by Western Blot and quantified in three independent experiements in 
(C). LB39-MEL CD70+ cells were transfected with control siRNA (siCtrl) and siRhoA2. 72 h post 
transfection membrane associated CD70 levels were quantified using flow cytometry. Quantification 
of three different experiments is shown in (D). WM-266-4 cells were also transfected with siCtrl, 
siRhoA1 and siRhoA2. 72 h post transfection membrane associated CD70 levels was quantified using 
flow cytometry. Quantification of three different experiments is shown in (E). In the same cells, global 
CD70 expression was also analyzed by Western Blot as illustrated in (F) and quantified in three 
independent experiments in (G). 
Results are expressed as mean values ± SD (error bars, n = 3 experiments). *P < 0.05; **P < 0.01; 
***P < 0.001 versus control condition (siCtrl) using the t-test (D) or the Tukey ANOVA test (C, E, 
G). 
 
 
Figure 2S 
 
MAPK pathway activation was evaluated by Western Blot in LB1319-MEL, LB39-MEL CD70+ and 
WM-266-4 cells (A). WM-266-4 cells were treated with 5 µM of U0126 for 48 h and analyzed for 
global CD70 expression by Western Blot. Quantification of three independent experiments is shown in 
(B). Results are expressed as mean values ± SD (error bars, n = 3 experiments). ***P < 0.001 versus 
control condition (DMSO) using the t-test (B).  
 
 
Figure 3S 
 
Three melanoma cell lines were treated with control medium (DMSO) or different doses of PLX4032 
for 72 h, and analyzed for global CD70 expression by Western Blot.  Quantification of three 
independent experiments is shown in (A) for LB39-MEL CD70+ cells, in (B) for WM-266-4 cells and 
in (C) for LB1319-MEL cells. Results are expressed as mean values ± SD (error bars, n = 3 
experiments). **P < 0.01; ***P < 0.001 versus control condition (DMSO) using the Tukey ANOVA 
test (A, B, C).  
 
 
Figure 4S 
 
CD70 silencing were checked by Western-Blot in LB1319-MEL cells (A) and in WM-266-4 (B) 
transfected with control siRNA (siNeg) or CD70 specific siRNA (siCD70). 72 h post transfection 
CD70 global expression was analyzed by Western-Blot (A, B). LB1319-MEL cells were transfected 
with siNeg or siCD70 and their in vitro proliferation was compared (C). Same experiments were 
performed with WM-266-4 cells (D). 
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Résultats V 
 

ROCK inhibition-induced FasL overexpression decreases melanoma 
growth 

 

Teiti Iotefa, Pich Christine, Gence Rémi, Lajoie-Mazenc Isabelle, Rochaix Philippe, Favre Gilles and 

Tilkin-Mariamé Anne-Françoise. 

Article soumis à Frontiers in Oncology, en révision 

 

Le mélanome est un cancer dont l’incidence a triplé au cours des vingt dernières années (Belot et al, 

2008). Si l’exérèse chirurgicale d’une tumeur de faible épaisseur est généralement curative, aucun 

traitement n’a encore fait la preuve de son efficacité sur les mélanomes plus avancés même si un 

nouvel inhibiteur de BRAF (le PLX4032) semble prometteur (Eggermont et al, 2013). L’inefficacité 

globale des traitements anti-cancéreux classiques dans le traitement du mélanome métastatique motive 

de nombreuses équipes dans l’exploration de nouvelles voies thérapeutiques telles que l’étude 

d’immunothérapies innovantes (Kim et al, 2014). 

La surveillance immunologique repose sur la capacité du système immunitaire à reconnaître les 

cellules tumorales afin de limiter leur développement (Prendergast, 2013). Cependant, elle est souvent 

insuffisante pour engendrer une éradication tumorale à cause de mécanismes développés par les 

tumeurs pour combattre et paralyser le système immun : il s’agit de l’échappement tumoral (Mittal et 

al, 2014). La protéine FasL est impliquée dans certains mécanismes d’échappement tumoral. FasL est 

physiologiquement exprimé à la surface des lymphocytes T et des cellules Natural Killer (NK) activés 

et est impliquée dans la cytotoxicité lymphocytaire, le privilège immun et l’apoptose lymphocytaire 

associée à l’activation (Arakaki et al, 2014; Lettau et al, 2010). Son expression ectopique dans les 

tumeurs est décrite comme capable d’induire l’apoptose des lymphocytes T au contact des cellules 

tumorales et ainsi de contribuer à un échappement à la surveillance immune (Ryan et al, 2006). 

Cependant, ce modèle de contre-attaque reste soumis à controverse en particulier suite à l’observation 

de réponses anti tumorales plus efficaces et de rejets de tumeurs amplifiés après  transfection des 

cellules tumorales par FasL (Igney et al, 2005; Igney & Krammer, 2005; Wada et al, 2007). 

Un travail récent de l’équipe a montré que la lignée de mélanome B16F10 exprime de façon 

constitutive un faible niveau de FasL et que la protéine RhoA et ses effecteurs ROCK régulent 

négativement l’expression membranaire de FasL (Sarrabayrouse et al, 2007). Le ligand FasL est 

fonctionnel sur les cellules B16F10 et est capable d’induire in vitro l’apoptose de lymphocytes Fas 

positifs. Suite à ces données, nous avons voulu étudier in vivo les rôles régulateurs de la voie 

RhoA/ROCK dans l’expression tumorale de FasL et ses conséquences sur le développement du 

mélanome B16F10. 
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Dans cette étude, nous avons montré que le traitement des cellules B16F10 par l’inhibiteur des 

protéines ROCK, H1152, induit une surexpression membranaire de FasL à une dose de 1 µM. Ensuite, 

nous avons mis en évidence que ce traitement n’induit pas, par lui-même, dans nos conditions 

expérimentales, d’inhibition de la prolifération cellulaire in vitro.  

Nous avons voulu savoir si notre traitement par le H1152 induisait des modifications de la croissance 

tumorale in vivo suite à l’augmentation de l’expression membranaire de FasL. Pour cela, nous avons 

injecté! à! des souris syngéniques immunocompétentes C57BL/6 des cellules B16F10 prétraitées au 

H1152 et nous avons observé! un ralentissement de la croissance tumorale et un retard dans 

l’apparition des tumeurs. L’utilisation de souris mutée pour le récepteur Fas (B6/lpr) a permis de 

vérifier que cette différence de développement tumoral implique la voie Fas/FasL et serait donc liée à 

la surexpression de FasL induite par le H1152. Ensuite, nous nous sommes intéressés à l’implication 

des réponses immunes dans ce ralentissement tumoral. Le suivi de la croissance du mélanome B16F10 

dans les mêmes conditions que précédemment mais dans des souris immunoincompétentes, NUDE ou 

KO pour l’IFN-γ, a mis en évidence qu’une réponse lymphocytaire T cytotoxique impliquant l’IFN-γ 

joue un rôle majoritaire dans ce ralentissement tumoral. 

De plus, grâce à des expériences de déplétion in vivo des cellules CD8+ ou CD4+, à des analyses 

histologiques des tumeurs sous-cutanées et à l’analyse de l’infiltrat lymphocytaire, nous avons montré 

que l’effet bénéfique du prétraitement in vitro au H1152 sur la pousse tumorale est dépendant d’une  

infiltration de lymphocytes CD4 et surtout CD8 activés dans la tumeur.  

Enfin, nos résultats montrent que l’implantation des métastases pulmonaires est réduite après 

inhibition des ROCK par le H1152, mais que la réponse immune adaptative ne semble pas être 

impliqué dans cet effet.  

Ces résultats montrent que le prétraitement des cellules de mélanome B16F10 par un inhibiteur des 

Rho Kinases (H1152), via l’augmentation de FasL, favorise la réponse immune anti mélanome. Cet 

inhibiteur pourrait devenir un agent pharmacologique intéressant pour l’immunothérapie du 

mélanome. 

 
 



Résultats(n°5(,(1/19(

Résultats(n°5(,(1/19(
$

 
ROCK inhibition-induced FasL over-expression decreases 

melanoma growth 
 
 

 
Teiti Iotefa1,2,3,, Pich Christine1,2,3,, Gence Rémi1,2,3, Lajoie-Mazenc Isabelle1,2,3, Rochaix 

Philippe2,3, Favre Gilles1,2,3 and Tilkin-Mariamé Anne-Françoise1,2,3. 

1 Unité INSERM UMR 1037, CRCT, Toulouse, France 

2 Institut Universitaire du Cancer de Toulouse, Toulouse, France. 

3 Université Paul Sabatier, Toulouse, France 

 

Corresponding author: Tilkin-Mariamé Anne-Françoise1,2,3 INSERM U1037 - Université 

Toulouse 3 - ERL5294 CNRS, 2 avenue Hubert Curien, 31200 TOULOUSE - FRANCE  

E-mail: anne-francoise.tilkin@inserm.fr 

 
Running title: ROCK inhibition-induced melanoma control  
 
Keywords : ROCK, melanoma, H1152, FasL, immune response,  
The authors have no conflicting financial interests. 



Résultats(n°5(,(2/19(

Résultats(n°5(,(2/19(
$

 
 
Abstract 
!
Ectopic Fas-ligand (FasL) expression in tumor cells is responsible either of a tumor escape 

mechanism, through tumor counterattack of Fas-positive infiltrating lymphocytes, or of tumor 

rejection linked to inflammatory and immune responses. Our team previously showed that RhoA 

GTPase and its effectors ROCK negatively control FasL membrane expression on murine melanoma 

B16F10 cells. 

In this study, we showed that B16F10 treatment with the ROCK inhibitor, H1152, reduces melanoma 

development in vivo through FasL membrane over-expression. H1152 treatment did not induce in 

vitro tumor growth slowing down. But in vivo in C57BL/6 immunocompetent mice, this treatment 

induced tumor appearance delay and slowing. Using mice bearing a mutated Fas receptor (B6/lpr), we 

showed that the slowing tumor growth, observed in immunocompetent mice, is linked to the FasL 

over-expression induced by H1152 treatment. Tumor growth follow-up in immunoincompetent NUDE 

and IFNγ-KO mice highlighted a main role of T lymphocytes and IFNγ in H1152-induced tumor 

growth slowing. Histological analyses of subcutaneous tumors, obtained from untreated- versus 

H1152-treated B16F10 cells, showed that H1152 pretreatment induced a strong lymphocytes intra-

tumoral infiltration. Cytofluorometric analyses showed that CD8 activated lymphocytes mainly 

infiltrate these tumors and were responsible for the tumor growth slowing. Finally, H1152-induced 

ROCK inhibition also reduced pulmonary metastases implantation, but this effect was not dependant 

on T cells-mediated immune response. 

Altogether our data show that B16F10 melanoma cells pretreatment with a Rho kinase inhibitor 

(H1152), through increased FasL expression, promotes anti-tumor immune response. This inhibitor 

could become an interesting pharmacologic molecule for melanoma immunotherapy. 

 

Introduction  

 

Fas (also known as CD95/Apo-1) is a transmembrane protein belonging to the TNF receptor 

superfamily. It transmits an apoptotic signaling in susceptible cells once triggered by its natural ligand 

FasL (CD95L/CD178) [1]. Fas receptor is ubiquitously expressed on normal cells whereas FasL is 

mainly expressed on activated NK and T cells$ [2]. Fas-mediated apoptosis is important for various 

biological processes, including immune homeostasis through activation-induced cell death in T 

lymphocytes or cell-mediated cytotoxicity against tumor cells or virus infection$ [3, 4]. FasL is also 

expressed in the eye and testis where its pro-apoptotic activity contributes to the immune privilege 

status of these tissues$[5, 6]. 
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Cancer progression is often associated with acquisition of immune resistance of tumor cells$[7]. FasL 

expression by tumor cells is one of those mechanisms responsible of immunological escape. Indeed, 

this ectopic expression allows tumor cells to counterattack and induce apoptosis in Fas-expressing 

cytotoxic T lymphocytes and natural killer cells, infiltrating the tumor microenvironment [8-11]. 

However, the biologic significance of the Fas – FasL implication in human tumors remains under 

debate$ [12]. In fact, some studies reported that FasL expression on tumors triggers a neutrophil-

mediated inflammatory response and tumor rejection$ [13]. Plus, it has also been shown that FasL 

expression levels modulate its effects$[14]. At high levels, FasL triggers tumor rejection by a potent 

neutrophil-mediated local inflammation response, which starts of a T-lymphocytes-dependent anti-

tumor-specific memory. In contrast, at low levels, FasL enhances tumor growth by counterattacking 

anti-tumor effector lymphocytes. 

In a precedent study, it has been shown that RhoA GTPase and its effectors ROCK down-regulate in 

vitro membrane FasL expression on B16F10 melanoma cells$ [15]. B16F10 cells, over-expressing 

membrane FasL after pharmacological inhibition of the RhoA/ROCK pathway, were able to induce in 

vitro the apoptosis of cocultivated Fas-sensitive lymphocytes.  

Rho GTPases belong to the Ras superfamily of GTP binding proteins$[16]. After activation, the RhoA 

GTPase interacts with intracellular target proteins or effectors to trigger a wide variety of cellular 

responses, including the reorganization of the actin cytoskeleton, cell cycle progression, cell death, 

adhesion, metastasis, and gene transcription. Ones of its main effectors are ROCK kinase (Rho-

associated protein kinase)$ [17]. These proteins are well described for modulating actin cytoskeleton 

and actin-myosin contractility through the phosphorylation of MYPT1 protein$[18]. 

Many pharmacological molecules have been developed to target the RhoA/ROCK pathway. Statins 

inhibit the mevalonate pathway necessary for the prenylation and the activation of GTPases. Some of 

them are widely prescribed as hypocholesterolemic agents and they are now studied as potential anti-

cancer agents$ [19]. Targeting ROCK proteins has been shown useful in cardiovascular diseases like 

the inhibitor Fasudil, which is indicated for cerebral vasospam$ [20]. Due to their implication in 

migration and invasion capacities, they are now evaluated as anti-tumor therapies$[21, 22]. 

In the present study, we have investigated the capacity of a ROCK inhibitor, the H1152, to modulate 

FasL membrane expression on B16F10 melanoma cell line and to control tumor growth. Thus, we 

have demonstrated that ROCK inhibition with H1152 induces in vitro FasL over-expression on 

melanoma membrane and in vivo tumor growth slowing-down, which is mediated by immune effector 

cells drawn in the tumor microenvironnement.  

 

 

Materials and methods 
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Tumor cell lines and animals 

The murine melanoma cell line B16F10 and hybridomas against murine CD4 and murine CD8 were 

obtained from ATCC and were in vitro 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 nine-week-old 

female C57BL/6 wt and NMRI nude mice were obtained from Elevages Janvier. C57BL/6 IFN-γ-KO 

mice were kindly provided by Pr. Jean-Charles Guéry (INSERM U1043, Toulouse) and B6/lpr mice 

were kindly provided by Pr. Pierre Bobé (CNRS UMR7592, Paris). 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 protocols were validated and received the agreement number ICR-2009-0011. 

 

Treatment of melanoma cells 

Melanoma cells were treated in vitro with a ROCK inhibitor: H1152 (Calbiochem) at 1 μM for 24 h. 

 

Flow cytometry analyses 

FITC-conjugated anti-Thy1.1, PE-conjugated anti-FasL, PE-conjugated anti-CD69, PE-conjugated 

anti-CD4 and APC-conjugated anti-CD8 mAbs, corresponding isotype controls and 7-

Aminoactinomycin D (7-AAD) were purchased from BD Biosciences. After 30 min incubation, the 

stained cells were analyzed on a BD FACS Calibur (Becton Dickinson) and results were analyzed with 

FlowJo software. Results are illustrated as % of positive cells for each molecule.  

 

 

In vitro proliferation  

1x105 B16F10 cells, either untreated or pretreated for 24 h with 1 µM of H1152, were cultivated in 

vitro. B16F10 cells were counted after 2, 4, 6 and 8 days of culture with Cell Counter (Coulter) to 

evaluate their in vitro proliferation, which allows evaluating the toxicity of the H1152 treatment. 

 

Subcutaneous tumor growth  

To study the tumor growth, all mice were injected subcutaneously with 3x105 B16F10 cells either 

untreated or pretreated with 1 μM of H1152 for 24 h. Melanoma cells were washed twice in PBS 

before injection. 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 at day 14 after tumor injection. Results are expressed as mean surface ±SD (error bars, n = 

12 to 16 mice). 
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CD4 and CD8 cells depletion in C57BL/6 wt mice 

Neutralizing antibodies against murine CD4 and CD8 are produced from hybridomas TIB-207 and 

TIB-105 respectively. Antibodies were isolated and purified in our laboratory by affinity 

chromatography with ÄKTA Purifier system (GE Healthcare Life Sciences). 

To validate their in vivo efficiency, these antibodies were injected intraperitoneally in C57BL/6 wt 

mice daily for 3 consecutives days at 200 µg for each mouse. On day 4, lymph nodes and spleen of 

each mouse were recovered and crashed in a manual manner through a Cell Strainer (Falcon). Then, 

extracted cells were analyzed for CD4+ and CD8+ population by flow cytometry. 

For tumor growth experiments, anti-CD4 and anti-CD8 neutralizing antibodies were injected 

intraperitoneally in C57BL/6 wt mice at day 0, 1, 2, 4, 7 and 11 after tumor inoculation at 200 µg for 

each mouse. 

 

Tumor infiltrating lymphocytes analyzes 

1x106 B16F10 cells, untreated or pretreated 24 h with 1 μM H1152, were injected subcutaneously in 

the flanks of C57BL/6 wt mice. Four days later, tumor masses were recovered and dissociated with the 

GentleMACS Dissociator (Miltenyi) according to manufacturer’s instructions. Quantification of 

lymphocytes was performed thanks to the staining of extracted cells with anti-CD8, anti-CD3 and anti-

CD69 antibodies and also a cell viability marker 7-AAD and then analyzed by flow cytometry. 

 

Cell migration in vitro assays  

Migration and invasion studies were performed using triplicate or quadruplicate wells. Migration 

assays were performed with 8-μm pore size transwell system (BD Biosciences).  

B16F10 cells were untreated or pretreated 24 h with 1 μM H1152. Then, 2.5x104/well melanoma cells 

were added in RPMI 1640 + 2% FCS in the upper compartment of the filter. The bottom chamber was 

filled with RPMI 1640 + 10% FCS. After 24 h, cells on the bottom surface of the filter were stained 

and counted. Photos were taken with an Eclipse Ti microscope (Nikon Instruments) and a CoolSNAP 

HQ2 camera (Photometrics) in three randomized fields.  

 

Histology 

Mice tissues were taken from the area surrounding the B16F10 cells inoculation sites and fixed in 

formol. Tissues were then embedded in paraffin wax and 5-µm serial sections were taken. Sections 

were then stained with haematoxylin & eosin (H&E) to estimate the tumor mass and infiltrate. 

 

Pulmonary metastases implantation  

To study pulmonary metastases implantation, C57BL/6 WT mice were injected intravenously (i.v.) 

with 2x105 B16F10 cells either untreated or pretreated 24 h with 1 μM H1152. The melanoma cells 

were washed twice in PBS before injection. Mice were sacrificed twelve days later. Macroscopic 
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metastases were detected visually and double blind quantified. Then, lungs were fixed in formalin and 

paraffin embedded to visualize microscopic metastases. Photos were taken with a DMR microscope 

(Leica Microsystems) and a DS-Fi1 camera (Nikon Instruments). Results are expressed as mean ±SD 

(error bars, n = 12 mice). The experiments included 4 mice/group and were repeated twice. 

 

Statistical analysis  

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software. Significance of analyses was 

assessed by t-test or Tukey one-way or two-way ANOVA test. All statistic tests were two-sides. The 

values are expressed as means ± standard deviation (SD) in the figures. P-values less than .05 were 

considered statistically significant.  

 

 

 

Results 

 

H1152 in vitro treatment of B16F10 melanoma cells induces FasL membrane over-expression 

without interfering their proliferation in vitro$
In our previous study, it has already been shown that inhibition RhoA pathway induced over-

expression of membrane FasL on B16F10 melanoma cell line$ [15]. We confirm here that the 

inhibition of RhoA’s effectors, ROCK kinases, with a pharmacological molecule, H1152 at 1 µM for 

24h also over-expressed membrane FasL on B16F10 cells (Figure 1A). Then we controlled that this 

H1152 treatment is not toxic for the B16F10 cells. B16F10 cells were untreated or treated for 24h with 

1 µM of H1152 then the cells were cultivated in vitro and counted every two days. This treatment with 

H1152 is not toxic by itself as B16F10 cells proliferate in vitro at similar rate after it (Figure 1B). 

These data confirm that membrane FasL over-expression does not interfere with B16F10 cells in vitro 

proliferation. 

 

H1152 pretreatment reduces in vivo local B16F10 melanoma growth through a Fas/FasL pathway 

dependent manner 

Based on previous studies reporting an ambiguous role of FasL in tumor development$ [13, 23], we 

wondered if H1152-induced FasL membrane over-expression could modulate in vivo tumor growth. 

We performed subcutaneous injections of 3x105 B16F10 cells, either untreated or pretreated with 1µM 

of H1152 for 24h, into the flank of C57BL/6 wild-type mice. The resulting tumors showed that 

B16F10 cells pretreated with H1152 grew significantly slower than untreated cells (Figure 2A). Plus, 

the tumor appearance in mice is delayed of five days (Figure 2B). Then we wondered if the B16F10 

melanoma shrinkage observed in immunocompetent mice was dependent of the FasL over-expression 
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or not. For that purpose, we used C57BL/6 mice naturally carrying the mutation lpr leading to a 

truncated and inactive form of the Fas receptor (B6/lpr mice)$[24]. In these mice, we performed the 

same subcutaneous injections of 3x105 B16F10 cells, either untreated or pretreated with 1 H1152 for 

24h. Unlike in immunocompetent mice, we did not observed either tumor growth slowing down 

(Figure 2C) or tumor appearance delay (Figure 2D). These results confirm the essential role of 

membrane FasL over-expression on B16F10 cells in the reduction of tumor growth observed in vivo 

after H1152 pretreatment.  

 

Melanoma shrinkage after H1152 pretreatment is dependant of IFN-γ-mediated T cell immune 

response 

We went further with regard to the immune mechanisms implicated in the FasL-mediated B16F10 

melanoma shrinkage in vivo. For that, 3x105 B16F10 cells, pretreated or not with H1152 at 1µM for 

24h, were subcutaneously injected into the flank of IFN-γ-KO C57BL/6 mice and NMRI nu/nu mice. 

The monitoring of tumor growth did not reveal any slow down neither in NMRI nu/nu mice (Figure 

3A) nor in IFN-γ-KO C57BL/6 mice (Figure 3C) when B16F10 cells were pretreated with H1152 

compared to control. No tumor emergence delay was observed in the same mice (respectively Figure 

3B and 3D). These results highlight a strong implication of adaptative immune response in strinkage 

of H1152-induced FasL over-expressing B16F10 tumor growth through an IFN-γ dependent 

mechanism.  

 

Pretreatment with H1152 induces a massive infiltration of immune cells in tumor site including 

activated TCD8+ cells 

We showed that the immunological status of mice was essential to observe the biological effect of 

ROCK inhibition-induced FasL over-expression on B16F10 tumor growth. Histological and flow 

cytometric analyses were performed to visualize the modifications of immune microenvironment in 

our model. First, double blind analyses of tumoral and surrounding tissues stained by hematoxylin and 

eosin (H&E) were done. To obtain these tissues, 1x106 B16F10 cells pretreated or not with 1 µM of 

H1152 for 24h were injected subcutaneously in C57BL/6 mice. Four days after tumor inoculation, 

tumors are recovered and embedded in paraffin. Examination of the H&E stained tumor sections 

revealed that H1152 pretreatment induce a massive infiltration of immune cells inside the tumor 

whereas with control cells this infiltration is weak and located at the tumor periphery (Figure 4A). 

Plus, in contrast to control cells, pretreated tumors showed a lower mitotic index, a lower cohesion and 

the presence of large cell death area (Figure 4A). We also analyzed by flow cytometry the infiltration 

of CD8+ lymphocytes cells in these tumors. Four days after tumor inoculation in the same conditions, 

tumors are recovered, dissociated with the GentleMACS dissociator, and then cells were analyzed by 

flow cytometry. Results showed a stronger infiltration of activated TCD8+ lymphocytes 
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(CD3+CD8+CD69+ cells) in pretreated tumors compared to control tumors (Figure 4B). We also 

checked that this tumoral infiltration was not due to a global higher amount of TCD8+ lymphocytes 

present in these mice as shown in Figure 4C.  

 

 

Depletion of CD8+ and CD4+ cells limits in vivo melanoma shrinkage occurring after H1152 

pretreatment  

Control of immunogenic tumor cells occurs with the establishment of adaptative immune response 

mainly managed by TCD8+ and TCD4+ cells. We investigated the role of these immune populations 

in our model. We specifically depleted CD8+ or CD4+ cells in C57BL/6 mice by using neutralizing 

antibodies, TIB-105 and TIB-207 respectively, derived from hybridoma compared to a control 

antibody. These neutralizing antibodies were injected intraperitoneally in mice at 200 µg per injection   

at Day 0, 1, 2, 4, 7 and 11 after tumor inoculation. At Day 0, 3x105 B16F10 cells, pretreated or not 

with 1 µM of H1152 for 24h, were subcutaneously injected in these mice, then tumor growth was 

monitored. In vivo efficiency of TIB-105 and TIB-207 neutralizing antibodies on depletion of CD8+ 

and CD4+ cell populations was assessed in our conditions four days after injection. The results 

confirmed that these antibodies were efficient for depleting there respective cell populations in spleen 

and lymph node (Figure S1A, S1B, S1C, S1D). As initially observed, H1152-pretreated B16F10 cells 

have a slower in vivo growth compared to control cells (Figure 5A). More interestingly, depletion of 

CD8+ population completely abolish this slowing down (Figure 5A) as the corresponding curve 

overlays the control curve. Concerning depletion of CD4+ cells, the effect on H1152-induced 

melanoma shrinkage is intermediate, as it does not completely restore the tumor growth as in the 

control condition (Figure 5B). So, these results show the strong implication of CD8+ cells 

lymphocytes in H1152-induced tumor growth control and a light effect of CD4+ cells.  

 

Pretreatment with H1152 inhibits in vitro migration and reduces pulmonary metastases 

implantation of B16F10 cells 

In melanoma pathology metastases is the most dangerous clinical step and therapies have limited 

efficiency at this stage. Moreover, ROCK kinases are well recognized as cell migration and cell 

invasion regulators, through modulation of actin cytoskeleton$[18, 22]. So, we analyzed the impact of 

H1152 treatment on B16F10 cells motility and invasion. First, in vitro transwell assays showed that 

H1152 pretreatment in our conditions (1 μM for 24h) inhibits migration of B16F10 cells (Figure 6A). 

Then, B16F10 cells either untreated or pretreated with H1152 were injected intravenously into the tail 

vein of C57BL/6 wt mice and lungs were recovered 12 days later. Macro-quantification revealed a 

lower metastases number in the lungs of mice injected with H1152-pretreated B16F10 cells compared 

to control cells (Figure 6B), showing that H1152 pretreatment decreases metastatic implantation 

capacity of melanoma cells. Figure 6C illustrates lungs H&E staining of a representative experiment. 



Résultats(n°5(,(9/19(

Résultats(n°5(,(9/19(
$

We wondered if this reduction of metastases implantation could be dependant of an adaptative 

immune response. So same experiments were performed in NMRI nu/nu mice. The number of lung 

metastases was decreased in NMRI nu/nu mice injected with H1152-pretreated B16F10 cells versus 

untreated cells. Moreover, the ratio between the numbers of metastases obtained with untreated versus 

H1152-pretreated B16F10 cells (3.7-fold) is similar in immunocompetent and immunocompromised 

mice, which strongly suggest that T lymphocytes are not involved in H1152-dependent metastases 

reduction. Therefore, we hypothesized that this decrease of metastatic potential was due to an intrinsic 

property of ROCK inhibition.  

$
$
Discussion 

 Melanomas are immunogenic tumors, which express tumor antigens and other molecules 

recognized by the effectors of innate and adaptive immune responses. This recognition could be 

avoided by many mechanisms leading to the immune escape of tumors. One of these mechanisms is 

the ectopic expression of FasL on tumor cells that triggers a counterattack against Fas expressing 

lymphocytes. However, the FasL-mediated tumor counterattack could be reversed as FasL over-

expression on cancer cells can also elicit anti-tumor effects. 

Our study was to find out if treatment with a ROCK inhibitor, such as H1152, could induce melanoma   

over-expression of FasL capable of promoting tumor rejection. In this case, such inhibitors might have 

an interest in the treatment of metastatic melanoma. Recently, a study reported that FasL ambivalent 

role in cancer could be related to its time of expression. In fact, they showed that when FasL is 

initially expressed on injected cancer cells, it can elicit anti-tumor activity. But when FasL expression 

is delayed after tumor implantation, the tumor microenvironment abrogates FasL-mediated anti-tumor 

activity [25]. Moreover a previous publication had shown that FasL ambivalent role in melanoma 

would rather be connected to its level of expression, high expression favoring tumor rejection while 

low expression inducing tumor escape through FasL counterattack [14]. 

Altogether our present in vivo experiments showed that H1152 in vitro treatment of B16F10 

melanoma cells induces FasL membrane over-expression without interfering their proliferation in 

vitro, and this$FasL over-expression triggers in vivo a protective immune tumor-microenvironment. 

Indeed, we showed that tumor development from H1152-treated-B16F10 cells were significantly 

reduced in vivo. This effect was dependent of Fas/FasL pathway and mainly mediated by immune 

response of IFN-γ-T CD8+ lymphocytes. Our results are consistent with studies reporting FasL over-

expression as an inducer of anti-tumor immune responses [14, 25-27].  

Tumor infiltrating CD8 lymphocytes play a major role in the reduction of FasL over-expressing 

B16F10 melanoma growth. Indeed, CD8 activated lymphocytes mainly infiltrate these tumors and 

were responsible for the tumor growth slowing down, as specific in vivo depletion of CD8+ population 
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restores tumor growth of H1152-pretreated B16F10 cells even if FasL was over-expressed on these 

cells. On the other side, specific depletion of CD4+ cells had an intermediate effect partially restoring 

tumor growth. This intermediate effect could be explained by the diversity and the opposite effects of 

CD4+ T cell subsets present in tumor microenvironnement, including anti-tumoral Th1 cells and 

immunosuppressive T regulatory (Treg) cells$ [28]. It was previously shown with B16F10$ cells$
transfected$ with$ FasL$ that Treg cells limit inflammatory response by inhibiting neutrophil 

accumulation and survival.$ Therefore, these Treg cells favor melanoma growth [29]. Here, we 

generated a FasL over-expression through ROCK inhibition, and our depletion experiments showed 

that the selective elimination of CD8+ cells is sufficient to restore proper tumor growth.  

We demonstrated that H1152-induced melanoma shrinkage was associated with a massive infiltration 

of activated CD8+ lymphocytes. These results are consistent with Erdag et al. who demonstrated that 

higher densities of CD8+ T cells are correlated to a better survival in melanoma patients [30].$
Moreover, studies led by Pr. Galon’s team correlated a good survival prognosis of colorectal cancer 

patients to the infiltration of T CD8+CD45RO+ memory cells [31, 32]. Memory immunity has not 

been evaluated in our present study, but we can speculate that the H1152-induced increase of tumor 

infiltrating activated CD8+ lymphocytes could then generate CD8+CD45RO+ memory cells.  

Our last results showed that ROCK inhibition reduces cell migration and pulmonary metastases 

implantation. These results are mainly due to the intrinsic capacity of H1152 ROCK inhibitor to 

reduce ROCK kinases control of cell migration and cancer cells$ invasion [18]. This hypothesis is 

reinforced by our experiments done in immunodepressed NMRI nu/nu mice, which revealed that an 

adaptative immune response involving T lymphocytes was not responsible of the metastases reduction. 

Moreover, some studies reported that even if FasL is well established as an apoptosis inducer, it is 

now recognized as an inducer of cell invasion and cell migration [33]. However, it is well know that 

NK cells play an important role in the control of metastatic processes [34]. As the mutation present in 

NUDE mice does not impact NK cells generation and activity, an innate immunity-independent effect 

of ROCK inhibition on metastases development cannot be excluded yet.$ 
These results show that the B16F10 melanoma cells pretreatment with a Rho kinase inhibitor (H1152), 

through increased FasL expression, promotes anti-tumor immune response. Therefore, this inhibitor 

could become an interesting pharmacologic molecule for melanoma immunotherapy. 
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Figure 1. Inhibition of ROCK increases FasL membrane expression on B16F10 melanoma cells 

without cell toxicity.  

B16F10 cells were treated or not with 1 µM of H1152 for 24 h then membrane FasL expression was 

quantified using flow cytometry (A). B16F10 cells were treated or not with 1 µM of H1152 then these 

cells put in culture and every 2 days pretreated or untreated B16F10 cells were counted to evaluate the 

in vitro proliferation (B). Results are expressed as mean ± SD (error bars, n = 3 experiments). 

 

 

Figure 2. Inhibition of ROCK reduces in vivo melanoma growth through Fas/FasL pathway. 

3x105 B16F10 cells pretreated or not with 1 µM H1152 for 24 h were injected subcutaneoulsy in 

C57BL/6 immunocompetent mice (n=20 mice for each group). In vivo tumor growth was monitored 

regularly (A) and number of tumor-free mice was also assessed (B). Same experiments were 

performed in Fas-deficient C57BL/6 lpr mice (C, D) (n=16 mice for each group). Results are 

expressed as mean ± SD. ***P < 0.001 versus control using the Tukey ANOVA test. 

 

Figure 3. An IFN-γ  dependant lymphocytes response is involved in the in vivo melanoma 

shrinkage observed in C57BL/6 immunocompetent mice following ROCK inhibition.  

3x105 B16F10 cells pretreated or not with 1 µM of H1152 for 24 h were injected subcutaneoulsy in 

nude NMRI mice (n=12 mice for each group). In vivo tumor growth was monitored regularly (A) and 

number of tumor-free mice was also assessed (B). Same experiments were performed in IFN-γ-KO 

C57BL/6 mice (C, D) (n=16 mice for each group). Results are expressed as mean ± SD. ns versus 

control using the Tukey ANOVA test. 

 

Figure 4. H1152 pretreatment recruits a massive infiltration of immune cells into the tumor site.  

B16F10 cells pretreated or not with 1µM of H1152 for 24 h were injected subcutaneoulsy in C57BL/6 

mice. Four days later, mice were killed and tumors were collected for histology. Haematoxylin & 

eosin-stained 5-µm paraffin-mounted sections were generated (A). Also, tumor masses were recovered 

and tumor infiltrating cells were extracted with the Gentle MACS Dissociator according 

manufacturer’s instructions and TIL CD8+CD69+ were analyzed by flow cytometry (B). In the same 

mice, spleens were recovered, splenic cells were extracted by manual dissociation through a Cell 

Strainer and CD8+ cells were analyzed by flow cytometry (C). Results are expressed as mean ± SD. 

*P < 0.05 versus control using the Student t-test (B, C). 

 

Figure 5. Infiltration of T CD8+ cells in tumors is mainly responsible for B16F10 tumor growth 

slowing-down and TCD4+ cells are lightly involved. 

B16F10 cells pretreated or not with 1 µM of H1152 for 24 h were injected subcutaneously in C57BL/6 

mice (13<n<22 mice for each group). Mice received five intraperitoneal injections of anti-CD8 (A) or 
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anti-CD4 (B) neutralizing antibody or control antibody at 200 µg between Day 0 and Day 11 after 

tumor injection. Then, in vivo tumor growth was monitored regularly until sacrifice at Day 14. Results 

are expressed as mean ± SEM. *P < 0.05; ***P < 0.001 versus control using the Tukey ANOVA test 

(A, B). 

 

Figure 6. ROCK inhibition with H1152 reduces in vitro cell migration and in vivo metastases’ 

establishment in lung without implication of T lymphocytes 

In vitro migration of B16F10 cells untreated or pretreated with H1152 1 μM for 24 h was analyzed 

using transwell assays (A). B16F10 cells untreated or pretreated with H1152 1 μM for 24 h were 

injected intravenously in C57BL/6 mice. Twelve days after inoculation, lungs were recovered and 

macroscopic pulmonary metastases were quantified (B). Lung photomicrographs are shown for 

representative lungs of C57BL/6 mice (C). Results are expressed as mean ± SD. **P < 0.005; ***P < 

0.001 versus control using the Student t-test. B16F10 cells untreated or pretreated with H1152 1 μM 

for 24 h were injected intravenously in nude NMRI mice (D). Twelve days after inoculation, lungs 

were recovered and macroscopic pulmonary metastases were quantified. Results are expressed as 

mean ± SD. **P < 0.005 versus control using the Student t-test. 

 

Figure S1. Neutralizing antibodies against CD8+ and CD4+ cells are functional in mice.  

C57BL/6 mice were injected with anti-CD8 or anti-CD4 neutralizing antibody or control antibody 

intraperitoneally at 200 µg each day for three consecutive days. The fourth day, spleens (A, C) and 

lymph nodes (B, D) were recovered, cells were extracted by manual dissociation through a Cell 

Strainer and CD8+ (A, B) and CD4+ (C, D) cells were analysed by flow cytometry. **P < 0.005; ***P 

< 0.001 versus control using the Student t-test. 
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DISCUSSION ET 
CONCLUSION 

 

1) Le ciblage de la voie des GTPases Rho par les statines 
favorise une réponse immune innée anti mélanome. 

 

Nous avons étudié l’intérêt potentiel de l’inhibition des GTPases Rho dans la mise en place de la 

réponse immune innée anti mélanome en nous focalisant sur leur rôle dans l’expression tumorale du 

ligand activateur MICA. MICA est exprimé sur les cellules tumorales, dont les mélanomes, et sa 

forme membranaire participe à l’activation des cellules NK et à la costimulation des LT (Cerwenka & 

Lanier, 2003). A l’inverse, sa forme soluble clivée par des MMP (ADAM-10, MMP14) est impliquée 

dans l’échappement tumoral (Chitadze et al, 2013a; Chitadze et al, 2013b). En effet, l’interaction entre 

MICA soluble et le récepteur NKG2D, qui est exprimé sur les cellules NK et les LT  activés, entraîne 

l’internalisation du récepteur et sa dégradation. Ainsi, les cellules NK et LT qui arrivent au site 

tumoral expriment moins de NKG2D et sont par conséquent moins efficaces (Paschen et al, 2009).  

Des études antérieures de l’équipe avaient mis en évidence une régulation positive des molécules de 

costimulation (CD80 et CD86) et du CMH-I par l’Atorvastatine sur des cellules de mélanome 

(Sarrabayrouse et al, 2010; Tilkin-Mariame et al, 2005). Ces surexpressions favorisaient la réponse 

immune adaptative anti tumorale. Nous avons alors voulu analyser la capacité de l’Atorvastatine à 

favoriser également la réponse immune innée anti mélanome. C’est pourquoi nous avons étudié la 

régulation de l’expression de MICA sur trois des neuf lignées de mélanome métastatique que nous 

possédons (LB1319-MEL, BB74-MEL et LB39-MEL) après traitements à l’Atorvastatine. Nous avons 

observé que ces traitements induisaient une augmentation d’expression membranaire de MICA sur les 

lignées LB1319-MEL et BB74-MEL, alors que sur la lignée LB39-MEL on observe une diminution de 

MICA membranaire.  Nous avons essayé de déterminer le type de régulation de MICA induite par 

l’Atorvastatine. La littérature décrit que MICA possède différents niveaux de régulation : au niveau de 

sa transcription, de son transport à la membrane ou de son clivage en membrane et par l’implication 

d’un miRNA, (Elsner et al, 2010; Fuertes et al, 2008; Yadav et al, 2009; Yang et al, 2014). Nos 

expériences d’immunoempreinte et d’ELISA ont exclu toute régulation au niveau de sa traduction et 

de son clivage pour les cellules BB74-MEL et LB39-MEL. Par contre, pour la lignée LB1319-MEL, 

nous avons observé une augmentation des protéines MICA totales suite au traitement par 

l’Atorvastatine. Cette augmentation pourrait être la conséquence d’une augmentation de la traduction 

ou de la transcription de MICA, ou de la stabilité des protéines ou des ARNm. Cet aspect reste à 
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déterminer car nous n’avons pas réussi à avoir assez de résultats pour obtenir une valeur 

statistiquement valable. Ainsi, pour trancher il faudra utiliser des inhibiteurs de la transcription, 

comme l’actinomycine D, combinés au traitement par l’Atorvastatine et mesurer la stabilité de 

l’ARNm par RT-qPCR ou encore par des essais rapporteur à activité luciférase pour tester l’activité du 

promoteur de MICA. Nos résultats actuels nous permettent seulement de savoir que la régulation de 

l’expression de MICA induite par l’Atorvastatine est complexe et différente dans plusieurs lignées de 

mélanomes humains. 

 

En nous concentrant sur la lignée LB1319-MEL, nous avons étudié la voie de signalisation qui régule 

MICA après traitement à l’Atorvastine. Nous nous sommes naturellement orientés vers la voie des 

GTPases Rho. En effet, les statines sont connues pour inhiber l’activité de ces protéines en ciblant leur 

prénylation. De plus, nous avions précédemment montré que, dans la lignée LB1319-MEL, la 

régulation de l’expression des molécules du CMH-I et de costimulation CD86 par les statines se faisait 

via les GTPases Rho. Nous avons inhibé ces GTPases avec des systèmes d’inhibitions spécifiques 

pharmacologiques ou par ARN interférence. De façon inattendue, RhoA ne régule pas l’expression de 

MICA et les GTPases Ras, Rac1, RhoB et RhoC sont toutes des protéines régulatrices positives de 

l’expression membranaire de MICA. L’inhibition de ces GTPases devrait donc inhiber l’expression de 

MICA au lieu de l’amplifier. Ces GTPases ne semblent donc pas impliquées dans la surexpression de 

MICA induite par l’Atorvastatine sur les cellules LB1319-MEL. D’autres données de la littérature 

montraient que la voie des PPARs (Peroxisome proliferator-activated receptors) pouvait être modulée 

par les statines (Balakumar & Mahadevan, 2012). Nos expériences d’inhibition de PPARγ ou des 

essais de gène rapporteur ont montré que PPARγ et la voie SAPK/JNK sont impliqués dans la 

surexpression de MICA induite par l’Atorvastatine dans les cellules LB1319-MEL. 

Les protéines PPARs sont des facteurs de transcription principalement impliqués dans le métabolisme 

du glucose et des lipides. Des agonistes de PPARs ont été développés pour le traitement de maladies 

cardiovasculaires ou du diabète (Wilding, 2012). Mais récemment, plusieurs travaux ont montré que 

ces agonistes des PPARs (comme les thiazolidinediones ou des dérivés de prostaglandines) ont une 

activité anti mélanome in vitro et in vivo (Botton et al, 2009). En effet, ils sont capables d’inhiber le 

cycle cellulaire ou de favoriser l’apoptose (Paulitschke et al, 2012; Wasinger et al, 2014). Nous avons 

montré que l’activation de PPARγ était nécessaire pour la surexpression de MICA induite par 

l’Atorvastatine. Ces résultats suggèrent que ces agonistes des PPARs, en plus de leur activité 

cytostatique, pourraient aussi avoir une activité anti mélanome en modulant le volet immun. 

 

Par la suite, nous avons voulu étudier les effets fonctionnels in vivo de la surexpression de MICA 

induite par l’Atorvastatine. En isolant des cellules NK murines, nous avons montré que cette 

surexpression de MICA sur les LB1319-MEL les rendait plus sensibles à la lyse médiée par les 

cellules NK lorsque ces cellules sont mises en coculture. Il faut rappeler que l’utilisation de cellules 
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NK murines dans nos expériences est possible car MICA est un ligand reconnu par les récepteurs 

NKG2D humains et murins et qu’il est fonctionnel dans les deux modèles (Cerwenka & Lanier, 2001). 

Nos expériences in vivo en souris Nude ont mis en évidence que la surexpression de MICA induite 

après le prétraitement des cellules LB1319-MEL avec de l’Atorvastatine provoque d’une part un 

ralentissement significatif de la croissance tumorale sous-cutanée, et d’autre part une diminution de 

leur capacité à induire des métastases pulmonaires. Ces résultats suggèrent que les cellules NK des 

souris Nude parviennent à mieux contrôler le développement des mélanomes lorsque ceux-ci 

surexpriment MICA membranaire suite au traitement par l’Atorvastatine. 

Ces résultats sont cohérents avec les données scientifiques qui mettent en avant l’importance des 

cellules NK dans le contrôle actif du processus métastatique (Mehlen & Puisieux, 2006). Néanmoins, 

notre protocole d’induction de métastases est imparfait car il se base sur l’injection des cellules dans la 

veine caudale. Donc cela ne mime que les étapes finales du processus métastatique : la survie des 

cellules tumorales dans la circulation sanguine, l’extravasation et la colonisation d’un organe à 

distance. Il faudrait aussi étudier l’effet des statines sur les étapes plus précoces de la métastase en 

réalisant par exemple des injections intra-auriculaires des cellules de mélanome (Nicolson et al, 1978). 

Dans ce protocole, les cellules tumorales se développent d’abord sur le site de l’injection, puis elles 

métastasent vers les ganglions drainants.  

Pour le moment, les expériences effectuées prouvent uniquement que l’action des statines induit une 

diminution de l’implantation des métastases. Or, nous voudrions savoir si la surexpression de MICA 

est elle-même à l’origine de cet effet. Pour répondre à cette question, nous pourrions dépléter 

complètement l’expression de MICA sur nos cellules de mélanome par un shRNA et les réinjecter in 

vivo après prétraitement à l’Atorvastatine. Pour conclure sur l’implication réelle des cellules NK dans 

notre modèle, on pourrait aussi réaliser nos expériences dans des souris NSG (NOD-scid-gamma) ne 

possédant ni LT, ni LB, ni NK (Shultz et al, 2011) ou encore dans des souris mutées pour le récepteur 

NKG2D (Guerra et al, 2008). 

 

La première étude portant sur la régulation de MICA par les statines (Résultats n°1, Pich et al., 2013) 

est basée principalement sur la lignée LB1319-MEL. Or celle-ci s’est montrée peu efficace pour 

générer des tumeurs palpables ou des métastases pulmonaires clairement identifiables après 

inoculation in vivo. C’est la raison pour laquelle, nous avons utilisé la lignée WM-266-4 pour la suite 

des travaux (Résultats n°2). En effet, ces cellules de mélanome présentent une prolifération plus 

importante et facilement observable in vivo et elles peuvent générer les métastases pulmonaires 

quantifiables. Ce modèle s’est donc montré plus favorable pour étudier l’effet de la surexpression de 

MICA et de l’Atorvastatine sur la réponse immune innée induite in vivo contre le développement du 

mélanome.  
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Notre modèle d’inoculation des cellules humaines de mélanome dans des souris NMRI nu/nu ne 

permet que d’étudier l’implication de la réponse innée en particulier vis-à-vis de la surexpression de 

MICA. Si, on avait voulu étudier le rôle de d’autres effecteurs immuns (LT ou LB), il aurait été 

nécessaire de travailler sur des modèles de mélanomes murins syngéniques à des souris disponibles au 

laboratoire. Il s’avère que la lignée de mélanome B16F10 est communément utilisée car elle est 

syngénique à la souche murine C57BL/6 et elle est très agressive comme les mélanome métastatiques 

humains. De plus, nous possédons aussi au laboratoire plusieurs lignées cellulaires obtenues à partir 

du mélanome B16 et caractérisées par des potentiels métastatiques différents (B16F0, B16F1, 

B16BL6). Des expériences préliminaires réalisées sur B16F10 ont mis en évidence une régulation du 

ligand RAE-1 (un ligand murin de NKG2D) suite à des traitements à l’Atorvastatine (données non 

publiées). Il serait donc intéressant de poursuivre cette étude en analysant les réponses immunes 

innées et adaptatives in vivo induites par les cellules B16F10 surexprimant RAE-1. 

 

L’injection des cellules de mélanome traitées par l’Atorvastatine induit un ralentissement de la 

croissance tumorale et une baisse du nombre de métastases. Selon toute vraisemblance, ces effets 

impliquent les cellules NK dont l’activité lytique a été augmentée par la surexpression de MICA. 

Cependant, l’injection des statines en IP induit également d’autres modifications systémiques qui 

pourraient interférer avec la réponse innée anti tumorale en particulier en agissant sur les cellules Tγδ. 

De plus, il se pourrait que des cellules, autres que les mélanomes, surexpriment aussi MICA et soient 

donc d’avantage lysées par les cellules NK. Enfin, plusieurs fonctions cellulaires impliquant des 

GTPases de la famille Ras peuvent être perturbées par ces injections de statine qui inactivent ces 

GTPases.     

De plus, il est connu que les statines réduisent l’invasion cellulaire en inhibant les MMP1, 2, 9 et 14 et 

les intégrines α2, α4 et α5 (Kidera et al., 2010). Ainsi les statines peuvent à la fois combiner deux 

types d’actions : une modification du microenvironnement immun de la tumeur et une activité 

inhibitrice intrinsèque sur la migration, ce qui rend ces inhibiteurs intéressants pour des thérapies anti 

mélanome. Toutefois, il est à 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. 

C’est pourquoi le développement de telles thérapies contre le mélanome devra préalablement prendre 

en considération la variabilité des mélanomes de chaque patient.  

 

Les études rétrospectives de consommateurs de statines montrent un intérêt de ces molécules contre le 

cancer! (Ahern et al, 2014; Bockorny & Dasanu, 2015; Lytras et al, 2014). Nous avons vu que la 

surexpression de MICA, induite par les statines sur 3 des 4 lignées de mélanomes, suggère leur 

éventuelle utilisation en immunothérapie du mélanome. Puisqu’une de nos lignées dérégule MICA 

après un traitement aux statines, il serait intéressant de tester dans les mêmes conditions les 11 lignées 

de mélanome que nous possédons au laboratoire. Le traitement avec des  statines module soit 
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positivement soit négativement l’expression de MICA, ce qui nous permet de différencier deux 

groupes de mélanome. Nous pourrions alors étudier les différences, qui existent entre ces deux 

groupes, au niveau de leurs voies métaboliques (PPARγ, Rho) ou de mutations éventuelles. Ces 

résultats pourraient par la suite permettre de connaître les critères à rechercher pour choisir les patients 

chez lesquels des traitements aux statines favoriseraient le rejet immun des mélanomes. 

 

Pour finir, il serait intéressant de déterminer s’il y existe une corrélation clinique entre l’expression de 

MICA et l’évolution des mélanomes ainsi que la survie des patients. Ceci pourrait être fait de façon 

rétrospective à partir de biopsies de patients dont l’évolution de la maladie est connue. Par la même 

occasion, nous pourrions aussi étudier une corrélation éventuelle entre la prise de statines, pour leurs 

propriétés hypocholestérolémiantes, et la progression clinique des mélanomes. 

 

2) CD70 : un marqueur des capacités métastatiques du 
mélanome régulé par les GTPases Rho 

 

Le mélanome est à l’heure actuelle une pathologie dont l’incidence ne cesse d’augmenter depuis ces 

dernières décennies dans le monde (Eggermont et al, 2014). La prise de conscience et les diagnostics 

précoces permettent de réduire la probabilité de récidive. Néanmoins, il est difficile d’identifier les 

patients diagnostiqués pour un mélanome localisé qui vont développer par la suite des métastases 

(Balch et al, 2012). Ce stade de la maladie est caractérisé par une survie plus courte des patients. De 

nombreux efforts se sont focalisés sur la recherche de nouveaux marqueurs pronostiques et prédictifs 

de l’évolution de la maladie. 

Nous avons étudié la molécule de costimulation CD70 comme un marqueur potentiel du mélanome 

métastatique. Diverses études ont montré l’expression ectopique de CD70 sur différentes tumeurs 

comme les carcinomes rénaux, les cancers hématologiques, les glioblastomes, les cancers du sein ou 

les carcinomes ovariens (Grewal, 2008; Jilaveanu et al, 2012; Petrau et al, 2014; Wischhusen et al, 

2002). Nos travaux décrivent pour la première fois clairement l’expression de CD70 sur des 

mélanomes humains. Sur notre panel de biopsies, l’expression de CD70 est présente sur quasiment 

toutes les tumeurs primitives, mais elle est fortement diminuée dans les stades métastatiques. Nous 

avons confirmé cette diminution de CD70 au cours de la progression du mélanome grâce à trois 

lignées tumorales obtenues à partir d’un même patient mais à différents stades de la maladie et à 

plusieurs années d’intervalle. 

Le rôle de CD70 dans les tumeurs fait l’objet de controverses. D’une part, dans des glioblastomes 

murins, CD70 induirait une apoptose des lymphocytes favorisant ainsi l’échappement tumoral 

(Wischhusen et al, 2002). D’autre part, CD70 pourrait au contraire induire une immunité protectrice 

contre des glioblastomes humains (Aulwurm et al, 2006). Notre équipe avait aussi précédemment 
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montré que l’expression ou la sécrétion de CD70 par des cellules de carcinome mammaire murin 

favorisait la mise en place d’une réponse immune protectrice (Cormary et al, 2004; Cormary et al, 

2005). 

Nos expériences actuelles in vitro avec des lignées de mélanomes humains semblent aussi en faveur 

d’un rôle protecteur de CD70.  Sa présence est associée à une diminution des capacités migratoires et 

invasives des cellules de mélanome. Pour comprendre véritablement l’importance de CD70 dans ces 

tumeurs humaines, il serait judicieux de corréler l’étude de l’expression de CD70, non plus avec le 

stade de la maladie, mais avec la survie des patients. Cependant, cette étude est difficile car le 

diagnostic de mélanome chez les patients survient parfois précocement et parfois tardivement sans 

qu’on puisse savoir depuis combien de temps la tumeur est apparue. Néanmoins, des études 

rétrospectives de marquages, avec l’anticorps anti-CD70, de biopsies provenant de patients dont on 

connaît l’évolution clinique et la survie, pourraient permettre de savoir s’il existe un lien entre 

l’expression tumorale de CD70 et l’évolution du mélanome. De telles études ont déjà été faites dans 

les carcinomes rénaux et mammaires (Jilaveanu et al, 2012; Petrau et al, 2014). Mais elles ont montré 

qu’à l’inverse du mélanome, CD70 est plus exprimé dans les stades avancés et peut être corrélé, dans 

certains cas, à une survie des patients plus courte.  

De plus, une étude récente a montré que l’expression de CD70 est associée à la résistance in vitro de 

plusieurs lignées de carcinome ovarien vis-à-vis d’un traitement au cisplatine. (Liu et al, 2013). Il 

serait intéressant de savoir si, dans le mélanome, CD70 pourrait être un marqueur prédictif de réponse 

à des chimiothérapies classiques comme la Dacarabazine. Concernant les chimiothérapies ciblées 

comme le Vémurafénib, qui cible la mutation BRAFV600E, nous avons montré que son activité 

inhibitrice de la voie BRAF/MEK n’était pas affectée par la présence ou l’absence de CD70 sur les 

cellules de mélanome LB1319-MEL, non mutées en BRAFV600E et WM-266-4, qui sont mutées en 

BRAFV600E.  

 

Nous avons étudié la régulation de l’expression de CD70 dans les mélanomes. Par des systèmes 

d’inhibition de plus en plus spécifiques, nous avons constaté que seule la GTPase RhoA, 

contrairement à ses homologues RhoB et RhoC, régulait positivement l’expression de CD70 au niveau 

de la transcription et de la traduction. Il serait intéressant de savoir quels effecteurs de RhoA peuvent 

être impliqué dans cette régulation de CD70. Ses effecteurs les plus connus sont les protéines ROCK, 

mDia ou Citron, mais elles sont plutôt connues pour remodeler le cytosquelette cellulaire (Thumkeo et 

al, 2013). Par contre d’autres effecteurs de RhoA, tels que PLCγ1 et PKCα, sont connus pour agir sur 

la transduction du signal et des seconds messagers et ils pourraient donc participer à la régulation de la 

transcription de CD70 (Bustelo et al, 2007). L’utilisation d’inhibiteurs et de siRNA spécifiques serait 

nécessaire pour tester leur implication réelle.  
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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 façon liée la régulation de CD70 dans les 

mélanomes. Cette régulation exercée par BRAF est d’autant plus intéressante, qu’il existe des  

inhibiteurs de BRAF efficaces en clinique, le Dabrafénib et le Vémurafénib (PLX-4032) qui ciblent 

BRAF mutée à la position V600E. Nous avons fait séquencer l’exon 15 de BRAF dans nos lignées de 

mélanome LB1319-MEL, LB39-MEL CD70+ et WM-266-4 pour savoir si ces cellules présentaient la 

mutation BRAF V600E (Séquençages réalisé par le Dr Laurence Lamant de l’IUCT). Les résultats 

obtenus montrent que LB1319-MEL ne présente pas la mutation V600E, par contre LB39-MEL 

CD70+ et WM-266-4 sont mutés en BRAF V600E. De façon attendue,  le PLX-4032 s’est montré plus 

efficace pour inhiber l’expression de CD70 dans les lignées mutées en BRAF V600E par rapport à 

celle qui ne l’était pas. Néanmoins, le PLX-4032 peut quand même inhiber, mais moins efficacement, 

la voie BRAF dans les cellules LB1319-MEL dont l’activation basale de la voie des MAPK est 

importante. Ceci suggère que, dans les cellules LB1319-MEL, soit BRAF porte une autre mutation 

activatrice, soit Ras, en amont de BRAF, porte une mutation qui induit une activation constitutive de 

la voie des MAPK. Ainsi, le séquençage d’autres exons de BRAF (notamment l’exon 11) et de RAS 

serait nécessaire pour confirmer ces hypothèses. Mais une information importante apportée par notre 

travail est que l’expression de CD70 ou sa dérégulation, induite par un siRNA spécifique, ne modifie 

pas la prolifération des cellules tumorales et n’interfère pas avec l’activité anti tumorale du 

Vémurafénib. 

 

Enfin, l’inhibition simultanée de RhoA et de la voie BRAF/MEK/ERK, n’a pas permis la complète 

extinction de CD70 à la membrane des cellules LB1319-MEL. Ainsi les voies BRAF et RhoA sont 

nécessaires pour avoir une bonne expression de CD70, mais elles ne sont pas suffisantes pour induire 

son expression. L’hypothèse serait qu’un troisième partenaire est impliqué dans l’expression de CD70. 

Néanmoins, celui-ci reste à déterminer car ni l’inhibition par ARN interférence de la voie AKT ni 

celle du facteur de transcription NF- κB n’a montré de modification de l’expression de CD70 

(résultats non montrés dans ce manuscrit). Une autre hypothèse est que l’expression de CD70 dans les 

mélanomes pourrait être liée à des mécanismes génétiques et épigénétiques. En effet, Bertrand et ses 

collaborateurs ont mis en évidence différents mécanismes moléculaires responsables de la perte 

d’expression de CD70 dans des lymphomes diffus à grandes cellules B (Bertrand et al, 2013). Ils ont 

trouvé une délétion de la région chromosomique 19p13, contenant le gène codant pour CD70, dans 

21% des cas. Les mêmes travaux ont aussi montré que certaines mutations génétiques ou une 

hyperméthylation du promoteur de CD70 induisaient sa dérégulation. Enfin, une hyperméthylation du 

promoteur de CD70 a aussi été rapporté dans des carcinomes mammaires (Petrau et al, 2014; Yu et al, 

2010). Ces voies de régulation de l’expression de CD70 constituent des pistes à étudier pour expliquer 

l’expression ou non de CD70 sur le mélanome. 
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Malgré le fait que CD70 soit une molécule de costimulation lymphocytaire (Garcia et al, 2004), et que 

des travaux précédents de l’équipe aient mis en évidence une protection immune induite par CD70 

dans des carcinomes mammaires, nous n’avons pas pu montrer de fonction immunologique de CD70 

avec nos lignées de mélanome. 

Mais de façon inattendue, nous avons montré que CD70 régule les capacités migratoires et invasives 

de nos lignées de mélanome. En effet, l’expression de CD70 sur plusieurs lignées humaines ou 

murines induit une diminution de la migration et de l’invasion in vitro de ces cellules. De plus, cet 

effet est inversé en présence d’un anticorps anti-CD70 activateur (MoAb : QA32)!(Garcia et al, 2004). 

Nous avons supposé que dans nos modèles ces effets de CD70 sur la motilité cellulaire pourraient être 

dépendants de l’interaction CD27/CD70. Néanmoins, nous avons infirmé cette hypothèse car d’une 

part nos lignées de mélanome n’expriment pas le récepteur CD27 en membrane, et d’autre part l’Ac 

QA32 n’induit pas l’expression de CD27 sur nos lignées. Enfin, une analyse de la signalisation induite 

par l’anticorps QA32 a montré que la forme monomérique de CD70 régulait négativement l’activation 

de la voie BRAF/MEK/ERK/RhoE, aboutissant à l’inhibition de la migration cellulaire. A l’inverse, la 

liaison de l’Ac QA32 favorise la formation des trimères de CD70 ce qui libère la voie 

BRAF/MEK/ERK/RhoE et induit son activation. L’implication de MEK a bien été prouvée puisque 

son inhibition par l’inhibiteur spécifique U0126 empêche la migration induite par l’Ac QA32. Il reste 

à confirmer l’implication de la GTPase RhoE dans le contrôle de la migration cellulaire exercé par 

CD70. Pour cela, il faudrait inhiber dans des cellules de mélanome RhoE avec des siRNA spécifiques 

et analyser l’impact sur la migration et les capacités métastatiques. L’implication des  métalloprotéases 

dans la signalisation induite par CD70 devrait aussi être étudiée, car ces protéines sont connues pour 

être impliquées dans la migration et l’invasion des cellules tumorales (Moro et al, 2014). De plus, 

certaines d’entre elles peuvent être régulées par BRAF (Weiss et al, 2012; Whipple & Brinckerhoff, 

2014), RhoE (Zhou et al, 2013) ou par des protéines de la famille du TNF à laquelle appartient CD70. 

Nous avons montré que la signalisation propre au ligand CD70 induit une modulation de la motilité 

cellulaire dans nos mélanomes via la voie BRAF/MEK/ERK/RhoE. La littérature concernant la 

signalisation en aval du ligand CD70 est pour l’instant limitée à quelques protéines : la voie MAPK, 

PI3K/Akt ou encore PLCγ (Garcia et al, 2004). Dans notre étude, nous avons montré que la voie 

BRAF/MAPK est la voie de signalisation initié par la trimérisation de CD70 pour favoriser la 

migration et l’invasion des cellules de mélanome.  

 

A l’heure actuelle, différentes thérapies basées sur des anticorps anti-CD70 bloquants sont à l’étude 

des thérapies anti tumorales (Grewal, 2008). Différents anticorps anti-CD70 (LD6, Ki-24, SNG-70) 

ont montré des effets anti tumoraux dans des lymphomes par induction d’ADCC (Antibody-dependent 

cell-mediated cytotoxicity) ou de cytotoxicité induite par le complément (McEarchern et al, 2007; 

McEarchern et al, 2008). Concernant les tumeurs solides, des anticorps anti-CD70 sont conjugués à 

diverses drogues cytotoxiques afin d’adresser plus spécifiquement ces drogues vers les cellules 
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tumorales exprimant CD70 (Jeffrey et al, 2006). Néanmoins, toutes ces thérapies ne sont utilisables 

que pour les tumeurs exprimant fortement CD70 dans les stades avancés de la maladie. Or, dans le 

mélanome, nous avons montré que CD70 était dérégulé au cours de la progression de la maladie. Donc 

l’utilisation d’Ac anti-CD70 comme thérapie ciblée ne devrait être envisagé que pour certains types de 

cancer. Et surtout, nous avons prouvé que l’induction de la forme trimérique de CD70 par liaison d’un 

Ac anti-CD70 (QA 32) favorise la migration. Dans ce contexte, la recherche d’anticorps 

thérapeutiques qui empêcheraient la trimérisation de CD70 pourrait être envisagée pour une thérapie 

contre le mélanome métastatique. Par contre des anticorps qui favoriseraient cette trimérisation, 

comme l’Ac QA32, sont à éviter car ils favoriseraient l’invasion tumorale et les métastases.  

 

3) Régulation de FasL par les ROCK et contrôle des 
réponses immunes anti mélanome  

 

La protéine FasL joue un rôle important dans les réponses immunes cytotoxiques. Elle est exprimée à 

la surface de lymphocytes T et de cellules NK suite à leur activation (Lettau et al, 2010). Néanmoins, 

plusieurs études ont mis en évidence une expression ectopique de FasL sur des cellules tumorales 

(Hahne et al, 1996; Kykalos et al, 2012). Dans ces contextes tumoraux, FasL jouent des rôles 

contradictoires favorisant soit le développement soit le rejet tumoral. Ainsi, FasL intervient comme 

une molécule effectrice d’un mécanisme d’échappement tumoral appelé la contre-attaque tumorale 

(Igney & Krammer, 2005). Cependant une forte expression de FasL membranaire favorise de 

développement d’une réponse inflammatoire et immune anti tumorale.  

 

Des travaux précédents de l’équipe ont mis en évidence que la voie RhoA/ROCK exerce un contrôle 

négatif sur l’expression membranaire de FasL à la surface des cellules d’une lignée de mélanome 

murin : B16F10 (Sarrabayrouse et al, 2007). Au cours de ma thèse, je me suis intéressé aux effets in 

vivo de la surexpression membranaire de FasL induite dans B16F10 par l’utilisation d’un inhibiteur 

des kinases ROCK, le H1152. Les travaux précédents de l’équipe avaient montré que des inhibiteurs 

pharmacologiques des GTPases Rho favorisent la mise en place de réponses immunes anti mélanome 

(Sarrabayrouse et al, 2010; Tilkin-Mariame et al, 2005). Mon travail de thèse suggère que le H1152, 

un inhibiteur spécifique des effecteurs de RhoA, les kinases ROCK-I et ROCK-II, présente un intérêt 

thérapeutique potentiel car il induit une surexpression membranaire de FasL qui permet un 

ralentissement tumoral lié à l’action d’effecteurs immuns.  

 

La régulation négative de FasL induite par les kinases ROCK n’agit que sur l’expression membranaire 

FasL. Donc pour mieux comprendre cette signalisation, il faudrait s’intéresser aux modifications post-

traductionnelles de FasL. D’une part, après traduction, FasL est stocké dans des lysosomes sécrétoires 
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intracellulaires pour ensuite être adressé à la membrane (Blott et al, 2001). Or ROCK est connu pour 

être impliqué dans le métabolisme des microtubules (Schofield et al, 2013) et dans le trafic des 

lysosomes (Nishimura et al, 2003) (Lettau et al, 2010). Ainsi, nous devrions étudier l’effet de 

l’inhibition des ROCK sur le transport vésiculaire de FasL. On pourrait par exemple analyser par 

microscopie confocale la répartition et la colocalisation de FasL avec les marqueurs lysosomiaux 

LAMP-1 ou Cathepsin-D dans les cellules B16F10 après traitement au H1152. D’autre part, FasL 

membranaire est clivé par des métalloprotéases comme MMP-7 ou ADAM-10 (Mitsiades et al, 2001; 

Schulte et al, 2007) et il a été rapporté que ROCK régule l’activité des métalloprotéases notamment 

MMP-2 et MMP-9!(Sun et al, 2015). Nos expériences préliminaires ont montré qu’un inhibiteur pan-

MMP (la phénanthroline) est capable d’induire une surexpression de FasL en membrane sur les 

B16F10. Il serait intéressant de poursuivre cette étude en testant la capacité du H1152 à moduler 

l’activité de MMP-7 ou ADAM-10 in vitro par des tests fonctionnels enzymatiques ou par 

immunoempreinte.  

D’autre part, l’analyse des tumeurs sous-cutanées provenant des cellules B16F10 a révélé une très 

forte expression de FasL in vivo par rapport aux mêmes cellules in vitro et ceci pour l’expression 

membranaire ou en protéines totales (résultats non montrés dans ce manuscrit). Les mécanismes 

responsables de cette forte expression in vivo restent à élucider, que ce soit à un niveau 

transcriptionnel, traductionnel ou post-traductionnel de FasL.  

Il faudrait aussi préciser les  mécanismes et les voies de signalisation impliqués dans la surexpression 

de FasL induite par le H1152. Nous pourrions discriminer l’implication d’une ou des deux isoformes 

de ROCK (ROCK-I ou ROCK-II) par ARN interférence. L’analyse de l’implication éventuelle de 

certains effecteurs des protéines ROCK, tels que la Myosine Phosphate Target 1 (MYPT-1) ou la 

Myosine Light Chain (MLC) serait également intéressante (Chu et al, 2012).  

 

Notre travail est davantage focalisé sur l’impact in vivo des traitements au H1152. Nos expériences in 

vivo en souris syngéniques C57BL/6 ont montré que la surexpression de FasL induite par un 

prétraitement au H1152 des cellules B16F10 engendre un ralentissement de la croissance de ces 

tumeurs. Cet effet est dépendant d’une infiltration de lymphocytes T (LT) effecteurs ayant une activité 

médiée par l’IFN-γ. Nous avons tenté de caractériser d’avantage ces lymphocytes et nous avons 

montré que les LT CD8 activés jouent un rôle majoritaire. En effet la déplétion in vivo sélective des 

cellules CD8+ avec un anticorps neutralisant est suffisante pour renverser l’effet de la surexpression 

de FasL sur la croissance tumorale. Par contre, la déplétion des cellules CD4+ a montré un effet 

intermédiaire. Celui-ci peut être expliqué par la diversité des sous-populations des LTCD4+ 

notamment avec les LT helper et les LT régulateurs (Treg). D’autant plus qu’il a été montré, avec des 

cellules B16F10 transfectées pour FasL, que les Treg limitent la réponse inflammatoire médiée par les 

neutrophiles qui sont en grande partie responsable du contrôle sur la croissance tumorale. Il serait donc 

nécessaire d’étudier le rôle des Treg dans notre modèle de surexpression de FasL induite par le H1152. 
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Pour cela, nous pourrions dépléter sélectivement les Treg in vivo avec un anticorps anti-CD25 

neutralisant! (Richards et al, 2010) ou analyser les Treg dans l’infiltrat intra-tumoral. De plus, les 

analyses de l’infiltration immune intra-tumoral pourrait être précisée. La présence d’effecteurs 

cytotoxiques spécifiques anti tumoraux pourrait être recherchée en réalisant des co-marquages 

CD3/CD8 avec un tétramère H-2Kb/TRP-2. En effet, les cellules B16F10 expriment un peptide 

immunodominant provenant de l’antigène de tumeurs TRP-2 et présenté à la membrane par la 

molécule H2Kb du CMH-I!(Sarrabayrouse et al, 2010). De plus, des analyses des profils cytokiniques 

nous permettraient de savoir si ces lymphocytes infiltrant favorisent le rejet ou la prolifération 

tumorale. Pour cela grâce à des marquages intra cytoplasmiques des lymphocytes infiltrant les 

tumeurs, nous étudierions leurs sécrétions de cytokines de type Th1 (IL2, IFN-γ, IL12) ou de type Th2 

(IL4, IL10, TGF-β).  

 

L’inhibiteur H1152 est une molécule dérivée d’un autre inhibiteur des protéines ROCK, appelé HA-

1077, qui est utilisé en clinique dans des thérapies cardiovasculaires sous le nom de Fasudil!(Suzuki et 

al, 2008). Il existe également un autre inhibiteur des protéines ROCK fréquemment utilisé dans la 

littérature, le Y27632 (Routhier et al, 2010). Pour tester l’intérêt éventuel de ces inhibiteurs de ROCK 

en thérapie anti mélanome, nous pourrions étudier la capacité de ces inhibiteurs à induire directement 

in vivo un ralentissement de la croissance tumorale. Nos expériences in vitro ont montré que, comme 

pour le H1152, que ces deux inhibiteurs peuvent induire une surexpression dose-dépendante de FasL 

membranaire sur les cellules B16F10 (résultats non montrés dans ce manuscrit). Néanmoins, nos 

expériences in vivo de suivi de la croissance tumorale, suite à l’injection intrapéritonéale régulière de 

Fasudil, ont montré des effets trop variables pour conclure sur l’effet préventif ou curatif du Fasudil 

contre le développement local sous-cutané du mélanome. Il faudrait peut-être réadapter les protocoles 

d’injection au niveau des dosages et des cinétiques.  

 

L’apparition de métastases de mélanomes influence énormément le pronostic clinique des patients car 

les traitements actuels sont peu efficaces à ce stade de la maladie. De ce fait, il est nécessaire de 

trouver de nouvelles stratégies thérapeutiques afin de contrôler la progression des métastases. L’intérêt 

du Fasudil dans le traitement du mélanome pourrait concerner cette étape métastatique de la maladie. 

En effet, de nombreuses études, principalement in vitro, montrent que le Fasudil réduit la migration et 

l’invasion diverses lignées de cancer du poumon, des ovaires ou des gliomes!(Deng et al, 2010; Ogata 

et al, 2009; Yang et al, 2012). De plus, l’inhibition des protéines ROCK par d’autres inhibiteurs a été 

montrée efficace pour réduire les métastases dans un modèle murin de mélanome! (Nakajima et al, 

2003a; Routhier et al, 2010). De notre côté, nous avons bien montré que l’inhibition des ROCK par le 

H1152 réduit les capacités migratoires et invasives des cellules de mélanome B16F10 dans les 

poumons. Ces effets sont principalement dus aux capacités intrinsèques du H1152 en réduisant la 

migration cellulaire! (Narumiya et al, 2009). Cette interprétation est d’ailleurs renforcée car nos 
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expériences in vivo en souris NMRI nu/nu révèlent que les LT de la réponse adaptative ne sont pas 

impliqués dans cette réduction de métastases. De plus, l’activité intrinsèque pro-invasive de H1152 est 

renforcée par la surexpression de FasL induite par H1152. En effet, plusieurs études ont rapporté que 

FasL pouvait induire la migration et l’invasion cellulaire (Cai et al, 2012). Cependant, comme les 

cellules NK jouent un rôle majeur dans le contrôle des métastases et comme la mutation des souris 

Nude ne déplète pas la population NK, il n’est pas exclu que l’immunité innée participe au contrôle du 

développement des métastases suite à l’inhibition des ROCK. Pour tester cela, l’utilisation des souris 

NSG! (Shultz et al, 2011) ou mutées pour l’IFN-γ pourrait être envisagée. De plus, l’étude de 

l’implantation des métastases pulmonaires des cellules B16F10 en souris mutées pour le récepteur Fas 

(B6/lpr) permettrait de savoir si la surexpression de FasL est nécessaire ou non à la réduction des 

métastases après inhibition des ROCK. 

 

Cependant, ce modèle expérimental de métastases pulmonaires, induites par injections intraveineuses 

de cellules tumorales, ne prend en compte que les étapes finales du processus métastatique. Pour palier 

à cet inconvénient, nous avons utilisé un modèle de mélanome murin plus représentatif des mélanomes 

métastatiques humains. Il s’agit de la lignée B16BL6 qui dérive des cellules B16F10 mais qui possède 

un potentiel métastatique plus élevé, puisqu’elle induit des métastases ganglionnaires et pulmonaires à 

partir d’une injection orthotopique intradermique (Hart, 1979). Nous avons mis en évidence une 

surexpression de FasL, suite au traitement des cellules B16BL6 à une dose de 9 μM de H1152. Cette 

dose nécessaire pour induire la surexpression de FasL est beaucoup plus forte que celle qui est utilisée 

pour les cellules B16F10 qui est de 1 µM. C’est pourquoi, à la concentration de 9 µM, la toxicité 

cellulaire est importante et elle s’accompagne d’une perturbation profonde du cycle cellulaire. Donc, 

les expériences in vivo basées sur la lignée B16BL6 ne peuvent pas être prises en compte pour évaluer 

la génération de métastases. Une autre option à envisager serait d’injecter les cellules B16F10 

prétraitées ou non à 1 µM de H1152 en intra auriculaire ce qui permettrait d’obtenir des métastases 

dans les ganglions drainants à partir d’une tumeur locale (Nicolson et al, 1978). 

 

Enfin récemment, Smit et collaborateurs ont montré que ROCK-I constitue une cible potentielle dans 

le traitement des mélanomes mutés pour la protéine BRAF (Smit et al, 2014). En effet, par des 

analyses protéomiques et génomiques à grande échelle, ils montent que ROCK-I est régulé par un 

traitement au PLX-4720 (inhibiteur de BRAF). De plus, l’inhibition de ROCK-I favorise la 

cytotoxicité des inhibiteurs de BRAF et de ERK sur les cellules de mélanome in vitro. Ainsi, le 

ciblage de ROCK semble être prometteur lorsqu’il est combiné aux inhibiteurs de BRAF, qui sont 

développés à l’heure actuelle pour le traitement du mélanome métastatique. Par conséquent les 

inhibiteurs de ROCK pourraient être efficaces en thérapie anti mélanome en agissant sur deux volets 

indépendants. Nous avons montré que ces inhibiteurs favorisent le rejet immun des mélanomes en 

amplifiant l’infiltration des tumeurs par des LT CD8 et les travaux de Smit et collaborateurs montrent 
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que l’inhibition de ROCK amplifie l’effet cytotoxique des chimiothérapies ciblées avec les inhibiteurs 

de BRAF ou de ERK.  

 

L’ensemble de nos travaux montre que des inhibiteurs de la voie RhoA/ROCK favorisent le rejet 

immun des mélanomes via une surexpression de FasL membranaire et limite le risque de métastases 

en diminuant l’expression membranaire de CD70, qui peut favoriser l’invasion tumorale si une 

trimérisation est induite.  

Différentes combinaisons thérapeutiques pourraient être envisagées dans l’avenir pour diversifier et 

améliorer  l’arsenal thérapeutique contre le mélanome métastatique.  

- Des combinaisons associant des inhibiteurs de ROCK, comme le Fasudil, avec des inhibiteurs de 

BRAFV600E ou de MEK pourraient allier l’activité anti-proliférative et anti-invasive de ceux-ci avec 

l’amplification du volet effecteur des réponses immunes anti mélanome et la diminution d’invasivité 

des métastases  induites par l’inhibition de ROCK. Il faudrait tester différentes cinétiques pour savoir 

si la potentialisation des effets anti-tumoraux est obtenue par administration simultanée ou décalée des 

différents inhibiteurs. D’autre part il serait important de comparer l’efficacité d’associations entre du 

Vémurafénib (PLX-4032) ou du Dabrafénib avec les inhibiteurs de ROCK car Schilling et ses 

collaborateurs ont décrit des différences d’impact du Vémurafenib et du Dabrafenib en ce qui 

concerne la population de lymphocytes présente dans le microenvironnement tumoral suite au 

traitement par ces molécules.Aucune différence n’est décrite en terme de survie des patients, mais  le 

Vémurafenib, contrairement au Dabrafenib, diminue le nombre de lymphocytes T CD4+ 

périphériques, augmente le nombre de lymphocytes T naïfs CCR7+CD45RA+ et diminue le nombre 

de lymphocytes T mémoires CCR7+CD45RA-. Ces différences pourraient avoir un impact important 

sur le devenir des patients car les LT mémoires CCR7+CD45RA- sont des effecteurs essentiels pour 

éviter la récidive tumorale et cette modification du microenvironnement tumoral pourrait limiter 

l’efficacité en faveur de la réponse immune induite par les inhibiteurs de ROCK! (Schilling et al, 

2014). 

- Il serait aussi possible de combiner les inhibiteurs de ROCK avec les anticorps anti CTLA-4 ou anti 

PD-1ciblant le volet régulateur des réponses immunes anti mélanome. Ces combinaisons permettraient 

d’induire simultanément une amplification du volet effecteur et une inhibition du volet inhibiteur de la 

réponse immune anti-tumorale. Ici aussi il faudrait tester différentes cinétiques pour savoir si 

l’inhibition de volet régulateur avant l’activation du volet effecteur est ou non plus efficace.. 



!
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Résumé 
 
 
Ma thèse porte sur l’étude des rôles régulateurs des GTPases Rho et de leurs effecteurs 
ROCK sur l’expression de ligands du système immunitaire, sur des cellules de mélanomes 
murins et humains ainsi que les conséquences sur le développement tumoral de modulateurs 
de la voie RhoA/ROCK. A l’heure actuelle, les traitements du mélanome métastatique ont une 
efficacité! limitée, c’est pourquoi les nouvelles stratégies s’orientent vers l’immunothérapie 
notamment en recherchant de nouvelles molécules pharmacologiques capables d’amplifier les 
réponses immunes anti mélanome.  
 
Mon travail a porté! sur l’étude de trois ligands de l’immunité modulés par la voie 
RhoA/ROCK:  
- Nous avons étudié! la régulation du ligand MICA qui est exprimé! sur des mélanomes 
humains, mais qui est reconnu par les cellules NK humaines et murines du système immun 
inné. En utilisant des statines, qui sont des inhibiteurs de l’activité!des Rho, nous avons induit  
une surexpression membranaire de MICA sans toxicité! cellulaire. Cette surexpression 
s’accompagne d’une sensibilisation des mélanomes!à! la lyse par les cellules NK. Elle induit !
également un ralentissement de leur croissance tumorale sous-cutanée en  souris NMRI nu/nu 
et une diminution de l’implantation des métastases pulmonaires. Nous avons aussi montré que 
cette régulation de MICA induite par les statines ne dépendait pas de l’inhibition des GTPases 
Ras ou Rho mais de la voie de PPARγ. 
- Nous avons ensuite! étudié! la régulation de la molécule de costimulation CD70 par les 
GTPases Rho sur des mélanomes humains et son rôle dans ces tumeurs. Nous avons montré!
que les mélanomes primitifs expriment CD70, que cette expression diminue au cours de la 
maladie et que la GTPase RhoA et la voie des MAPK contrôlent positivement l’expression de 
CD70 sur nos lignées de mélanome humain. De façon surprenante, nous avons aussi montré 
que CD70 possède une fonction non immunologique dans ces tumeurs. En effet, la 
trimérisation de CD70 favorise l’invasion tumorale et l’apparition de métastases en activant la 
voie de signalisation BRAF/MEK/ERK/RhoE et en inhibant les fibres de stress d’actine et des 
points focaux d’adhésion. 
- Enfin, nous nous sommes intéressés aux conséquences de la modulation de FasL sur le 
développement tumoral du mélanome murin B16F10. Des travaux précédents de l’équipe ont 
montré!que la protéine RhoA et ses effecteurs ROCK régulent de façon négative l’expression 
de FasL à! la membrane des cellules B16F10. Nous avons étudié le rôle in vivo de la 
surexpression de FasL induite par l’inhibition de ROCK par le H1152. Nous avons mis en 
évidence un ralentissement de la croissance tumorale in vivo chez les souris 
immunocompétentes. Ce contrôle du développement tumoral est dépendant de la voie 
Fas/FasL et de l’activité! des lymphocytes TCD8+ et de l’IFN-γ. De plus, l’inhibition de 
ROCK réduit le nombre de métastases pulmonaires sans intervention de la réponse immune 
adaptative. 
 
L’ensemble de mes travaux montre que le ciblage de la voie des GTPases Rho et de leurs 
effecteurs ROCK constitue une approche nouvelle pour amplifier les réponses immunes 
protectrices innées et adaptatives anti mélanome, suggérant que des inhibiteurs de cette voie 
pourraient être envisagés dans de nouveaux protocoles d’immunothérapie du mélanome. 
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