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Résumé

RESUME

Introduction : Les globules rouges peuvent avoir un effet modulateur sur les cellules
immunitaires, ainsi les changements dans leur dynamisme pourraient considérablement
influencer leur physiologie, et par conséquent les activités immunitaires des cellules voisines,
telles que les cellules NK. Ici, nous avons étudié I'effet des globules rouges et du manque de
mouvement cellulaire sur la prolifération, la survie et la régulation des cellules NK

périphériques issues de conditions malignes ou normales et stimulées par 1’IL-2.

Matériel et méthodes : Les expériences ont ét€¢ menées sur douze groupes de culture cellulaire,
comprenant les cellules NK de patients atteints d'une tumeur maligne solide ou de témoins
sains, cultivées seules ou avec des globules rouges autologues ou non autologues sous agitation

ou sans agitation.

Résultats : les cellules NK des patients néoplasiques se sont comportées différemment selon
les conditions de culture, c'est-a-dire 1’agitation et / ou la présence des globules rouges. Par
conséquent, la survie des cellules NK a été régulée a la baisse en absence d’agitation ; tandis
que I’agitation a non seulement augmenté¢ la survie des cellules, mais €¢galement régulé a la
baisse les niveaux d'apoptose liée a p53. Aussi, les globules rouges ont augmenté¢ la prolifération
des cellules NK, tandis que cet effet a ét¢ modulé par I’agitation. De plus, les globules rouges
peuvent générer des effets opposés sur la production et la modulation des cytokines
protumorales ou immunosuppressives, selon l'origine des cellules NK, c'est-a-dire qu'elles
proviennent de conditions néoplasiques ou saines. Enfin, les cellules NK deviennent capables
d'exprimer le marqueur régulateur Foxp3 lorsqu'il y a combinaison de trois conditions
principales : (i) un traitement avec une forte dose d'IL-2, (ii) la présence de globules rouges et

(ii1) l'absence de mouvement.

Conclusions : Nos résultats ont montré pour la premiere fois que la stagnation cellulaire serait
fortement impliquée dans l'apoptose des cellules NK périphériques, ainsi que dans la transition
vers un phénotype régulateur. De plus, en coopération avec une forte signalisation d’IL-2, les
globules rouges et la stagnation peuvent induire une activité immunosuppressive chez les
cellules NK. Le mouvement cellulaire et les globules rouges doivent étre pris en considération

dans les approches thérapeutiques stimulant les activités des cellules NK.

Mots-clés : Agitation, Cancer solide, Cellules NK du sang périphérique stimulées par 1’IL-2,

Cytokines, Foxp3, Globules rouges, Survie cellulaire.



Abstract

ABSTRACT

Background: Red blood cells (RBCs) can have a modulatory effect on immune cells; so
changes in their dynamism could considerably influence their physiology, and consequently the
immune activities of neighboring cells, like natural killer (NK) cells. Herein, we studied the
effect of both RBCs and lack of cell movement on the proliferation, survival and regulation of

peripheral IL-2-stimulated NK cells from normal and solid malignant conditions.

Materials and methods: Experiments were conducted on twelve cell culture groups, including
NK cells from patients with solid malignant tumor or healthy controls, cultured alone or with

autologous or non-autologous RBCs under shaking or no shaking conditions.

Results: NK cells from neoplastic patients behaved differently depending on the culture
conditions including shaking and/or RBCs presence. Therefore, NK cells survival was
downregulated in the absence of shaking; whereas, shaking have not only upregulated cell
survival, but also downregulated the levels of p53-related apoptosis. Moreover, RBCs enhanced
NK cells proliferation; while, this effect was modulated by shaking. Furthermore, RBCs can
generate opposite effects on the production and modulation of protumoral or
immunosuppressive cytokines, depending on the origin of NK cells, i.e., whether they derive
from healthy or solid malignant tumor conditions. Finally, NK cells become able to express
Foxp3 regulatory marker when combining three main conditions that include (i) treatment with

high dose of IL-2, (ii) presence of RBCs, and (iii) absence of shaking.

Conclusions: Our outcomes showed for the first time that cell stagnation would be markedly
involved in peripheral NK cell apoptosis, as well as in switching toward a regulatory phenotype-
induced Foxp3. In addition, in cooperation with strong IL-2 signaling, red blood cells and
stagnation can induce immunosuppressive activity in NK cells. Cell movement and red blood

cells need to be considered in therapeutic approaches that stimulate NK cell activities.

Keywords: Cell survival, Cytokines, Foxp3, Peripheral blood IL-2-stimulated NK cells, Red
blood cells, Shaking, Solid cancer
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Introduction

Introduction

Les cellules NK (Natural Killer) sont la premicre ligne de défense immunitaire contre le cancer.
Elles représentent les principaux effecteurs impliqués dans 1'immunité innée et jouent un role
clé dans la surveillance immunitaire grace a leur capacité de reconnaitre et de détruire une large
gamme de cellules transformées (Caligiuri, 2008; Cho and Campana, 2009; Vivier et al., 2011).
Elles sont parmi les cellules les plus prometteuses pour les thérapies anticancéreuses (Sharma
and Das, 2018), et peuvent étre appliqués de fagcon universelle car elles sont particuliérement
efficaces pour le traitement des tumeurs malignes solides qui présentent une perte d'expression
du complexe majeur d'histocompatibilit¢ (CMH) comme mécanisme de fuite immunitaire des
lymphocytes T. Par ailleurs, contrairement a la thérapie par vaccination ou a
la thérapie cellulaire adoptive utilisant des cellules T spécifiques aux antigenes, l'identification
des antigeénes tumoraux cibles n'est pas requise pour la thérapie par les cellules NK (Lim ef al.,
2013). Cependant, en tant que cellules d’origine lymphoide (jusqu'a 15% des lymphocytes
humains circulants), le défi majeur de I'immunothérapie a base de cellules NK est leur faible
fréquence (Aribi, 2017; Millard et al., 2013). Ceci justifie la difficulté d'avoir un nombre

suffisant de cellules fonctionnelles (Sharma and Das, 2018).

Les cellules NK sont caractérisées par l'expression des marqueurs phénotypiques CD56 et
CD16 et I'absence de CD3 et CD19 (Bae and Lee, 2014). La plus grande fraction des cellules
NK du sang périphérique (PBNKC) (>90%) correspond a la sous-population cytotoxique (Cella
et al., 2014), tandis que les cellules NK restantes sont spécialisées dans la production de
cytokines et I'immunorégulation (Megan A Cooper et al., 2001). Les PBNKC expriment des
récepteurs fonctionnels de l'interleukine-2 (IL-2) (Millard et al., 2013), un facteur de croissance
lymphocytaire principalement produit par les lymphocytes T (Dunne et al., 2001, p. 15). Il joue
un role clé dans la différenciation, l'activation, la prolifération, la survie et les activités
fonctionnelles des PBNKC (Meazza et al., 2011). L'IL-2 peut également améliorer la
cytotoxicité des cellules NK contre un large éventail de cellules tumorales humaines, y compris
les cellules de tumeurs solides (Gasteiger et al., 2013), et les stimuler a produire des cytokines,
en particulier l'interféron gamma (IFN-y) (Fehniger et al., 2003). De plus, en réponse a la
stimulation par 1'IL-2, l'interaction entre les PBNKC hautement purifiés présente une
augmentation synergique de leur activation, prolifération et fonction antitumorale (Kim et al.,

2015).



Introduction

Les globules rouges constituent 40 a 50% du sang humain total (Bizjak et al, 2015) et
représentent les cellules les plus abondantes du corps (Gothoskar, n.d.). Plusieurs études ont
signal¢ des anomalies hémostatiques et une altération de la fonction et de la structure des
globules rouges dans les maladies malignes (de Castro et al., 2014; Sanchez-Rodriguez et al.,
2015). 11 a également ét¢ démontré que les globules rouges extravasculaires favorisent
fortement la prolifération des cellules tumorales, la croissance des tumeurs, I’angiogenese
tumorale, le recrutement des macrophages non classiques M2 et la résistance thérapeutique (Yin
et al., 2015). Aussi, il a été suggéré que les globules rouges peuvent avoir un effet modulateur
sur les activités immunologiques et cet effet peut contribuer au déclenchement et a la
préservation des réponses inflammatoires en favorisant un état inflammatoire chronique
(Buttari et al., 2015; Yin et al., 2015). En outre, des études antérieures (Sauri et al., 1996; Shau
and Kim, 1994) ont rapport¢ que les globules rouges auraient la capacit¢ d'induire, de
promouvoir et de moduler l'activité cytotoxique a médiation cellulaire des PBNKC. Il convient
de noter que les globules rouges peuvent étre considérés comme des cellules flexibles et
circulantes par excellence. IlIs ont la grande capacité d’atteindre les vaisseaux sanguins et
capillaires de tout le corps grace a leur capacité¢ de déformation naturelle et leurs propriétés
d'agrégation réversibles. Par ailleurs ces propriétés puissent étre modifiées en particulier
lorsqu'elles sont soumises a des forces externes telles que des contraintes hydrodynamiques
(Dupire et al., 2012). Sachant que n'importe quelle cellule est capable de détecter des
changements dans son environnement mécanique et de promouvoir des changements et des
adaptations de structure et du fonctionnement des tissus (Benjamin and Hillen, 2003), des
changements dans les propriétés des globules rouges peuvent se produire a n'importe quel
endroit, y compris les organes et les tissus lymphoides périphériques, ou ils peuvent entrer en
contact avec des cellules malignes et/ ou des cellules de I’immunité innée, y compris les cellules
NK. Finalement, il serait tout a fait possible que le changement du dynamisme des globules
rouges influence considérablement leur physiologie, et par conséquent les activités des cellules
voisines. Dans ce contexte, nous avons essay¢ pour la premicre fois de montrer que le faible
mouvement ou la stagnation des globules rouges et des cellules NK stimulées par 1'L-2
provenant de patients atteints d'une tumeur maligne solide (SMT) pouvait influencer la
prolifération et la survie des cellules NK, ainsi que leur capacité a produire des cytokines

antitumorales.
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Chapitre 1. Revue de la littérature

1.1 Cancer et immunosurveillance

1.1.1 Tumeurs malignes solides

Certains facteurs entrainent la transformation d'une cellule normale en une cellule néoplasique
qui échappe au controle. Bien que la plupart des cellules ne survivent pas a cette transformation,
un clone capable de croitre finira par apparaitre si les facteurs favorisant les néoplasies
persistent. Ces facteurs peuvent étres environnementaux (produits chimiques, virus oncogene,
radiations) ou héréditaires, favorisant des conditions « précancéreuses » dans lesquelles la
tumeur est plus susceptible de se former. Une prolifération cellulaire continue pour la réparation
des tissus endommagés, souvent a cause d'une inflammation continue, est responsable d’une
plus grande probabilité de mutation. La majorité des néoplasmes humains surviennent apres des
mutations impliquant une activité oncogene ou des genes suppresseurs de tumeurs, qui ne

parviennent plus a controler la croissance cellulaire (Jones et al., 2010).

Les cancers solides malins sont nommés en fonction de la zone dans laquelle ils commencent a
se former et du type de cellules dont ils sont constitués (Figure 1.1), méme s'ils se propagent

dans d'autres parties du corps :
1.1.1.1 Les carcinomes :

Sont généralement des néoplasmes malins provenant de tissus embryologiquement dérivés
d'ectoderme ou d'endoderme comme le carcinome ¢épidermoide du col de ['utérus,
I’adénocarcinome de I'estomac, le carcinome hépatocellulaire, ou le carcinome a cellules
rénales. Ils proviennent des surfaces ¢épithéliales (tractus gastro-intestinal, les voies
respiratoires, les voies urogénitales, les voies biliaires, la peau, etc.) et des organes a canaux
épithéliaux (sein, pancréas, glande salivaire, foie, etc.). Les glandes endocrines, y compris les
testicules et les ovaires, peuvent également développer des carcinomes. En général, les

carcinomes sont composés de cellules de forme polygonale (Berman, 2005).

Les carcinomes qui forment des configurations glandulaires sont appelés adénocarcinomes,
tandis que les carcinomes qui forment des nids solides de cellules avec des frontieres distinctes,
des ponts intercellulaires et un cytoplasme kératinisé rose sont appelés carcinomes

¢pidermoides (Berman, 2005).
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1.1.1.2 Les sarcomes :

Sont généralement des tumeurs malignes résultant du mésoderme (tissus conjonctifs) comme
le Iéiomyosarcome, le chondrosarcome, 1’ostéosarcome, ou le liposarcome. Elles proviennent
des tissus mous (tissus conjonctifs tels que le cartilage, le fascia, les muscles lisses ou
squelettiques, les vaisseaux sanguins, les vaisseaux lymphatiques, les revétements d'organes
tels que le mésothélium). En général, les sarcomes sont composés de cellules fusiformes tres

pléomorphes et sont généralement gros et mauvais (Berman, 2005).
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Figure 1.1. Les différents tissus touchés par les cancers solides

1.1.2 Suppression des Tumeurs

Il existe plusieurs mécanismes intrinséques et extrinséques de suppression des tumeurs qui

empéchent la transformation d'une cellule normale et son développement en tumeur.

1.1.2.1 Suppression intrinséque

En général, la sénescence et I'apoptose empéchent les cellules d'acquérir des capacités de
prolifération sans signaux environnementaux et agissent comme une barriére pour le
développement des cellules néoplasiques (Vesely et al., 2011). En effet, différentes molécules
comme la protéine p53 (tumor protein 53) qui détectent les perturbations génomiques

provoquées par des altérations mutageénes induisent la sénescence (Xue et al., 2007). Par
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ailleurs, la réponse au stress cellulaire, a une blessure, a un manque de signal de survie ou a une
altération de l'intégrité mitochondriale entraine la libération d'effecteurs pro-apoptotiques qui
déclenchent la mort cellulaire. L'apoptose peut également étre induite par la ligature des
récepteurs de mort de surface cellulaire comme le récepteur du facteur de nécrose tumorale
(TNFR), le récepteur TRAIL-R2 du Ligand induisant I'apoptose li¢ au facteur de nécrose
tumorale (TNF) (TRAIL) et le récepteur Fas/CD95 avec le ligand correspondant de la
superfamille des TNF pour induire la formation d'un complexe de signalisation qui active la

caspase apicale 8 responsable de ’initiation de I'apoptose (Danial and Korsmeyer, 2004).
1.1.2.2 Suppression extrinseque des tumeurs

Le systeme immunitaire joue un role clé dans la prévention contre le cancer en empéchant
I’apparition des tumeurs induites par des virus ou I’installation d'un environnement
inflammatoire propice a la cancérogenese par 1'élimination rapide des agents pathogenes et la
résolution de I'inflammation. Le systéme immunitaire a aussi la capacité de détecter et €liminer
les cellules tumorales naissantes sur la base de 1’expression antigénique des molécules

spécifiques aux tumeurs. C’est le concept d’immunosurveillance (Swann and Smyth, 2007).

1.1.3 Immunoédition du cancer

Le systéme immunitaire peut jouer un double role dans le cancer. Il peut non seulement prévenir
ou contrdler la croissance tumorale en détruisant les cellules cancéreuses ou en inhibant leur
croissance, mais aussi favoriser la progression tumorale soit en sélectionnant des cellules
tumorales qui sont plus aptes a survivre dans un organisme immunocompétent ou en établissant
dans le microenvironnement tumoral des conditions qui facilitent la croissance tumorale
(Schreiber et al., 2011). Ces fonctions apparemment paradoxales sont séparables en fonction
du temps, de la nature de 1'événement transformant, des agents immunitaires impliqués dans
chaque processus et de la nature des antigénes spécifiques exprimés par les cellules

transformées (Mittal et al., 2014).

1.1.3.1 Historique

L'histoire de l'immunité anticancéreuse remonte aux années 1900 lorsque Paul Ehrlich a
remarqué que le cancer serait assez fréquent chez les organismes sans protection immunitaire
(Ehrlich, 1908). Cependant, la composition et la fonction du systéme immunitaire étaient si peu
connues a cette époque qu'il n'était pas possible d'évaluer la validité de son hypothese. Il aurait

fallu pres de 50 ans pour que 1'idée du contréle immunitaire du cancer refasse surface, stimulée
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en grande partie par une meilleure compréhension du systéme immunitaire et la démonstration
de l'existence d'antigénes tumoraux (Old and Boyse, 1964). Ces progrés ont fourni les bases de
I’hypothése d'immunosurveillance fondée par M.F. Burnet (Burnet, 1957) et L. Thomas
(Thomas and Lawrence, 1959), un concept qui propose que l'immunité adaptative est
responsable de la prévention du développement du cancer chez des individus
immunocompétents (Bhatia and Kumar, 2015) et que les cellules tumorales naissantes peuvent
étre ¢liminées via 1’expression de nouveaux antigénes, ce qui provoque une réaction
immunitaire avec régression de la tumeur sans aucun indice clinique de son existence (Fridman,
2018). Cependant, les é¢tudes ultérieures de Stutman ont peu soutenu cette hypothése apres avoir
réalis¢ des expériences montrant que la sensibilit¢é au cancer chez des souris
immunocompétentes était similaire a celle des souris nudes qui présentaient une
immunodéficience majeure mais non totale (Stutman, 1976, 1974). Sur la base de ces résultats,
I'hypothese de 1'immunosurveillance du cancer a été largement abandonnée, et aussitot des
arguments supplémentaires ont commencé a émerger, exposant les raisons pour lesquelles
I'immunosurveillance du cancer ne pouvait pas se produire (Schreiber et al., 2011). Certains
chercheurs ont estimé que la présence d'une immunité résiduelle chez les animaux utilisés pour

ces études a empéché 1’obtention des résultats attendus (Dunn et al., 2004, 2002).

Dans les années 1990, des modéles améliorés de souris immunodéficientes sont devenus
monnaie courante, ce qui a permis a certaines équipes de réévaluer le réle de I'immunité dans
la lutte contre le cancer. L'intérét pour I'immunosurveillance du cancer a refait surface apres la
découverte de I'importance de IFN-y dans le rejet des cellules tumorales transplantées (Dighe
et al., 1994). Mais aussi par la démonstration de I’importante sensibilité aux cancérogenes et
au tumeurs primitives spontanées chez les souris dépourvues du récepteur d’IFN-y ou du signal
transducteur et activateur de transcription 1 (STAT1), requis pour la signalisation du récepteur
de I’IFN ou de I'immunité adaptative, c'est-a-dire les souris RAG2"~ dépourvues de cellules T,
de cellules B et de cellules T tueuses naturelles (NKT) (Vijay Shankaran et al., 2001). En méme
temps d'autres laboratoires ont rapporté des résultats similaires et, parallélement, ces résultats
ont démontré que le systéme immunitaire pouvait fonctionner comme un suppresseur de

tumeurs d’origine extrinseque (Vesely et al., 2011).

En 2001, le groupe RD Schreiber (V. Shankaran et al., 2001) a réussi a définir les bases de
I’immunooncologie moderne. Dans une étude fondamentale, ils ont démontré que les tumeurs
formées chez des souris dépourvues d'un systéme immunitaire intact étaient, plus

immunogenes, et donc classées comme «non éditées», par rapport a des tumeurs similaires
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dérivées de souris immunocompétentes, et donc qualifiées comme «éditées». Ceci a révélé que
le systéme immunitaire contrdle quantitativement et qualitativement les tumeurs (Dunn et al.,
2002) et a conduit a 1'¢laboration d'une nouvelle théorie de I'immunité tumorale connue sous le
nom de «théorie des trois E» ou « immunoédition du cancer ». La théorie a propos¢ trois étapes:
1) I'élimination des tumeurs a un stade précoce (précédemment connue sous le nom d'hypothése
de surveillance immunitaire), 2) 1'équilibre, lorsque le systéme immunitaire contrdle la tumeur
et 3) I’échappement, lorsque les cellules tumorales sont entierement immunoéditées et se
développent sans contréle immunitaire (Fridman, 2018). Depuis lors, cette théorie a ét¢ a la
base de la plupart des travaux menés dans le domaine de I'immunité anticancéreuse (Smyth et
al., 2006) et est considérée dans le monde entier comme modele pour comprendre les

interactions des cellules cancéreuses avec le systéme immunitaire de I'hote (Fridman, 2018).

Alors que la phase d'élimination a été largement déduite a partir des études sur des modeles de
tumeurs chez la souris, les preuves des phases d'équilibre et d'évasion proviennent d'analyses
de cancers chez la souris et I'hnomme. Par conséquent, I’échappement au contréle immunitaire
est désormais reconnu comme 1’une des caractéristiques du cancer (Mittal et al., 2014). Bien
que les études sur le développement de tumeurs chez la souris aient été le principal moteur de
la formulation de 1'hypothése d'immunoédition du cancer, d’autres preuves ont depuis été
obtenues indiquant que l'immunoédition se produit également chez 'homme et peut modifier le
cours du développement de la tumeur chez les patients cancéreux (Schreiber ef al., 2011). Le
succes des inhibiteurs du point de contrdle immunitaire (par exemple, anti-CTLA-4 et anti-PD-
1/-PD-L1) en clinique démontre en outre que I'immunoédition du cancer se produit chez les
patients atteints de cancers avancés et que ce processus peut étre réinitialisé par thérapie (Teng

et al., 2015).

1.1.3.2 Elimination

La phase d'élimination est mieux décrite comme une version mise a jour de
I'immunosurveillance du cancer (Schreiber et al., 2011), dans laquelle les cellules de I'immunité
innée et adaptative cooperent pour détecter et détruire les tumeurs naissantes bien avant qu'elles
ne deviennent cliniquement apparentes (Smyth et al., 2006) (Figure 1.2). Parmi les mécanismes
de détection figurent les « signaux de danger » classiques tels que les IFN de type I, induits
dans une phase précoce du développement de la tumeur. Ces cytokines activent les cellules
dendritiques et favorisent l'induction de réponses immunitaires anti-tumorales adaptatives.

Cependant, les rdles des différentes molécules de motifs moléculaires associés aux dommages
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(DAMP) doivent également étre pris en compte car ils sont libérés soit directement par les
cellules tumorales mourantes ou par les cellules des tissus endommagés lorsque les tumeurs
solides commencent a se développer de maniére invasive (Sims et al., 2009). Un autre
mécanisme potentiel implique des ligands de stress tels que MICA/B chez I’homme qui sont
largement exprimés a la surface des cellules tumorales. Ces ligands se lient aux récepteurs
activateurs des cellules de I’'immunité innée, entrainant la libération des cytokines pro-
inflammatoires et immunomodulatrices, qui a leur tour établissent un microenvironnement qui
facilite le développement d'une réponse adaptative spécifique a la tumeur (Guerra ef al., 2008).
Par ailleurs, une réponse efficace nécessitent 1'expression supplémentaire d'antigénes tumoraux
capables d’induire l'expansion des cellules effectrices TCD4 + et TCD8 + (Schreiber et al.,
2011). Ainsi, une activation coordonnée et équilibrée de l'immunité innée et adaptative est
nécessaire pour une ¢limination compléte de la tumeur naissante. Si la destruction des cellules
tumorales arrive a son terme, la phase d'élimination représente un point final du processus
d'immunoédition du cancer. En cas d'¢limination partielle, le cancer entre dans la phase

suivante : I'immunoédition, phase d'équilibre (Koebel et al., 2007).

1.1.3.3 Equilibre

Certaines cellules cancéreuses peuvent survivre a la phase d’élimination pour passer a la phase
d’équilibre qui représente 1’étape intermédiaire et parfois la plus longue du processus
d'immunoédition du cancer (Bhatia and Kumar, 2015). Au cours de cette phase, un équilibre
dynamique s’installe entre le systéme immunitaire et les cellules tumorales (Figure 1.2). Les
lymphocytes T CD4 + et CD8 + contrélent mais n'éliminent pas complétement les populations
hétérogenes de cellules tumorales. Ils maintinnent les cellules tumorales résiduelles dans un
¢tat fonctionnel de dormance (Vesely et al., 2011). Ces cellules tumorales latentes peuvent
résider chez les patients pendant des décennies avant de reprendre la croissance sous forme de
tumeurs primaires récurrentes ou de métastases (Aguirre-Ghiso, 2007). De plus, ces cellules se
sont révélées hautement immunogenes, mais vers la fin de cette phase, en raison d'une
interaction constante entre la tumeur et le syst¢tme immunitaire pendant une longue période,
certaines cellules tumorales peuvent modifier ou sculpter leur phénotype laissant apparaitre de
nouvelles variantes qui peuvent étre moins immunogenes et plus résistantes (Smyth et al.,
2006). En fonction de I’immunogénicité cellulaire, deux résultats sont supposés se produire. Le
systéme immunitaire peut éliminer toutes les cellules tumorales ou bien, la tumeur ne devient
plus sensibles a une attaque immunitaire et progresse vers une troisieme phase d'évasion (Teng

et al., 2008).
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1.1.3.4 Echappement

La phase d'échappement représente la phase finale du processus d'immunoédition (Figure 1.2).
Dans cette phase, les cellules cancéreuses qui ont acquis la capacit¢é de contourner la
reconnaissance et / ou la destruction immunitaire se multiplient et donnent naissance a des
tumeurs cliniquement détectables et a croissance progressive (Teng et al., 2015). Les stratégies

d’échappement sont facilitées par un certain nombre de mécanismes :

Les cellules tumorales développent une résistance a la cytotoxicité par induction de mécanismes
anti-apoptotiques impliquant une activation persistante de facteurs de transcription pro-
oncogenes tels que STAT3 ou I'expression de molécules effectrices anti-apoptotiques telles que
Bcl-2 (Bhatia and Kumar, 2015). De plus, la perte d'expression de l'antigéne tumoral représente
aussi l'un des principaux mécanismes d'échappement. Cette perte peut se produire d'au moins
trois facons: (i) par 1'émergence de cellules tumorales qui manquent d'expression d'antigenes,
(i) par la perte des protéines du CMH de classe I qui présentent les antigénes aux cellules T
spécifiques de la tumeur, ou (iii) par la perte de la fonction de traitement de I'antigéne dans la
cellule tumorale qui est nécessaire pour produire 1'épitope peptidique antigénique et le charger
sur le CMH de classe I. Toutes ces altérations sont probablement dues & une combinaison
d'instabilit¢ génétique inhérente a toutes les cellules tumorales et au processus
d'immunosélection (Khong and Restifo, 2002). Le résultat final est la génération via un
processus de sélection darwinien de variantes de cellules tumorales faiblement immunogenes
qui deviennent invisibles au systéeme immunitaire et ainsi acquérir la capacité de croitre

progressivement (Schreiber et al., 2011).

Une fuite peut aussi résulter de 1'établissement d'un microenvironnement immunosuppresseur.
D’une part, ce sont les cellules tumorales qui favorisent le développement d'un tel état en
produisant des cytokines immunosuppressives telles que le facteur de croissance de
I'endothélium vasculaire (VEGF), le facteur de transformation cellulaire B (TGF-B), les
galectines ou l'indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) et le recrutement des cellules immunitaires
régulatrices qui fonctionnent comme les effecteurs de I'immunosuppression. En outre, les
cellules T régulatrices (Treg) et les cellules suppressives dérivées des my¢éloides (MDSC) sont
deux types principaux de populations de leucocytes immunosuppresseurs qui jouent un role clé

dans I'inhibition des réponses antitumorales (Schreiber et al., 2011).

Par ailleurs, les cellules tumorales plongent dans une bataille active contre la réponse

immunitaire en attaquant les cellules de I’immunité innée et adaptative. Les cellules tumorales
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détournent les cellules T et les rendent anergiques grace a des molécules co-inhibitrices,
notamment [’antigene 4 du lymphocyte T cytotoxique (CTLA-4) et le ligand de mort cellulaire
programmée (PD-L1) (Barach et al., 2011). Les cellules T anergiques sont incapables de
produire des cytokines telles que I’IL-2 et I'TFN-y. Par conséquent, l'activation autocrine et
paracrine des cellules CD4 + et d'autres cellules immunitaires, y compris les cellules B, les
macrophages et les cellules CDS8 +, est bloquée, conduisant a une suppression supplémentaire
de la cascade immunitaire (Freeman et al., 2000). De plus, les tumeurs expriment également
des Fas ligands conduisant a une apoptose lymphocytaire. Ils suppriment, non seulement, les
cellules CD4+ et CD8+, mais favorisent également le phénotype suppresseur des lymphocytes
T tels que les cellules régulatrices T CD25+ Foxp3+. Ces cellules sécrétent 1’IL-10, le TGF-
et le VEGF responsables de la suppression de la réponse antitumorale et favorisant
I'angiogenese tumorale (Facciabene ef al., 2012). En outre, les tumeurs inhibent également la
réponse immunitaire innée par induction de défauts quantitatifs et qualitatifs dans les cellules
NK, les macrophages et les neutrophiles. Les cellules NK se sont avérées présenter une
potentialité cytotoxique réduite en raison de la présence de facteurs sécrétés par les tumeurs, y
compris le TGF-B dans le microenvironnement tumoral. Le TGF-J ainsi que d'autres cytokines
(IL-4, IL-13, etc.) favorisent I'accumulation de macrophages M2, qui participent ¢galement a
la génération d’un microenvironnement immunosuppresseur (Hao et al, 2012; Mamessier et
al., 2011). D'autres mécanismes tels que la glycolyse anaérobie, I'hypoxie et I'acidité dans le
microenvironnement tumoral ainsi que les anomalies existantes dans le métabolisme du
tryptophane induits par une forte expression d’IDO diminuent davantage 1'immunité
antitumorale, entrainant ainsi une progression du cancer et favorisant les métastases (Barsoum

et al., 2011; Bellone et al., 2013; Uyttenhove et al., 2003).

Une autre stratégie adoptée par les cellules tumorales est la modulation des cellules
présentatrices d’antigénes (CPA), en les rendant incapables de présenter efficacement les
antigeénes. Les CPA sont soit supprimées, soit fonctionnellement compromises en réponse aux
facteurs sécrétés par les cellules malignes. La co-inhibition induite par la tumeur du deuxiéme
signal de la présentation de l'antigéne et I'immunosuppression qui en résulte sont désormais
reconnues dans plusieurs types de cancer. Par ailleurs, les tumeurs altérent les molécules du
CMH, en particulier le CMH de classe I et d'autres composants de la machinerie de traitement
de l'antigeéne dans les CPA, de manicre a empécher davantage la présentation de ses antigenes

au systéme immunitaire.
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Figure 1.2. Immunoéditing du cancer : La théorie des 3E (Swann and Smyth, 2007)

1.1.3.5 Le microenvironnement tumoral et ’immunoédition des cancers

Le microenvironnement tumoral joue un role essentiel dans la détermination du comportement
du cancer. Il est composé de cellules tumorales et immunitaires et de divers facteurs sécrétés.
C’est un systeme dynamique qui passe de la protection de 1'h6te a la protection des tumeurs au
cours des différentes phases du processus d'immunoédition du cancer. Pendant la phase
d'élimination, le microenvironnement tumoral comprend des facteurs tels que I'I[FN-y, I’'IL-2,
I’IL-12 et I’'IL-7 qui favorisent I'immunité antitumorale, suppriment le recrutement des cellules
suppressives et inhibent l'angiogenese tumorale. Pendant la phase d'équilibre, Ie
microenvironnement tumoral assure le role d'une niche, cachant des cellules cancéreuses
relativement dormantes et permettant a ces cellules de subsister sans progression en maintenant
un équilibre entre la cytostase et la cytolyse. Pendant la phase d'échappement, le lit tumoral est
rempli de facteurs et de cellules qui favorisent la suppression immunitaire. Des facteurs comme
I'IL-6, le TGF-B, I'IL-8 et 1'IL-10 contribuent a la subversion généralisée de la réponse
immunitaire anticancéreuse. En outre, les cellules tumorales induisent une régulation négative

des cytokines antitumorales, y compris I'IL-12 et I'lFN-y (Bhatia and Kumar, 2015).
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1.2 Role des cellules NK dans ’immunité antitumorale

1.2.1 Généralités

Dans les années 1970, les travaux de Kiessling et Herbermann ont permis d’identifier une
nouvelle population de cellules lymphocytaires, initialement décrites comme de grands
lymphocytes granulaires (LGL), capables de lyser « naturellement » les cellules cancéreuses
sans exposition préalable (Herberman et al., 1975; Kiessling et al., 1975a). Cette propriété, qui
leur a valu I’appellation de cellules « natural killer » (NK), leur permet de jouer un réle crucial
dans I’immunité innée (Mandal and Viswanathan, 2015) et les distingue des lymphocytes T
CDS8 dont la cytotoxicité est spécifique a un épitope donné et nécessite une phase de
différenciation (Kiessling et al., 1975b). Elles n’expriment pas les marqueurs phénotypiques
des lymphocytes B (CD19-) et T (CD3-) mais expriment le CD56, I'isoforme de la molécule
d'adhésion des cellules neurales (NCAM) de 140 kDa, trouvée sur une minorité de cellules T et

représentant I’unique signature d'identité des cellules NK de I’homme (Choucair ef al., 2019).

Chez I’homme, I'activité des cellules NK a d'abord été observée dans les cellules mononuclées
du sang périphérique (PBMC) (Pross and Jondal, 1975), cependant, on peut les retrouver dans
plusieurs tissus lymphoides et non lymphoides, notamment la moelle osseuse, la rate, les
ganglions lymphatiques, le thymus, les amygdales, le foie, la peau, I'utérus pendant la gestation
et les tissus muqueux, y compris les poumons, les petits et gros intestins et le cdlon (Carrega
and Ferlazzo, 2012). De plus, leur activation favorise leur migration vers les sites

d'inflammation par chimioattraction (Zamai et al., 2007).

Avec une demi-vie estimée a environ 7 a 10 jours en circulation, les cellules NK représentent
10 a 15% de la population totale des PBMC (Campbell and Hasegawa, 2013) et constituent la
troisiéme plus grande population de lymphocytes aprés les cellules B et T (Mandal and
Viswanathan, 2015). Il y a prés d'une décennie, les cellules NK étaient reconnues comme faisant
partie du premier groupe de la famille des cellules lymphoides innées (ILC1) (Chiossone et al.,
2018) mais récemment, la famille des ILC a été reclassée en 5 sous-ensembles en fonction de
leur développement a partir des progéniteurs lymphoides communs et de leurs fonctions
immunitaires. Dans ces sous-ensembles, les cellules NK ne sont plus regroupées avec les ILC1

(Vacca et al., 2019).

Depuis leur découverte, les données sur les fonctions des cellules NK humaines ont connu une
croissance exponentielle. Autrefois considérées comme des précurseurs du systéme

immunitaire adaptatif, il est maintenant clair que les cellules NK sont des acteurs sophistiqués
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du systéme immunitaire inné avec certaines caractéristiques de reconnaissance (Caligiuri,
2008). Elles jouent un rdle inestimable dans la surveillance immunitaire contre le cancer et
I'élimination précoce des tumeurs (Robertson and Ritz, 1990). Cette fonction est assurée par un
¢quilibre entre un certain nombre de récepteurs activateurs et inhibiteurs, induisant la libération
des granules cytoplasmiques contenant des perforines et des granzymes et par conséquent la
lyse de la cellule cible (Chambers et al., 2018). D’autre part, les cellules opsonisées par les IgG
peuvent aussi étre reconnues par les cellules NK, par Dlintermédiaire du récepteur
FcyRIIla/CD16a, induisant une dégranulation par le mécanisme d’ADCC. De plus, les cellules
NK sont capables de produire une gamme de de médiateurs solubles immunorégulateurs, ce qui
leur permet de réguler la réponse immunitaire (Wu et al., 2017). Elles se retrouvent ainsi a
I’interface entre le systéme immunitaire inné et adaptatif (Moretta ef al., 2005). Par ailleurs,
bien que les lymphocytes NK aient une aptitude a lyser spontanément les cellules tumorales ou
infectées, Elles sont également capables de tolérer les cellules saines dites du soi. Ce processus
d’éducation des cellules NK se fait via des mécanismes de reconnaissance moléculaire

impliquant ses récepteurs de surface (Andersson and Cuijpers, 2009; Anfossi et al., 2006).

1.2.2 Les sous populations des cellules NK

La population totale de cellules NK humaines CD3 CD56" NKp46" est phénotypiquement et
fonctionnellement hétérogene (Caligiuri, 2008). En effet, l'intensité de I'expression du CD56
ainsi que la présence ou l'absence de CD16 suggérent des différences fonctionnelles en termes
des niveaux de cytotoxicité et de production des cytokines (Farag et al., 2002). Les cellules NK
sont en outre divisées en deux sous-ensembles principaux sur la base de I'expression de CD56
et CD16: CD56™EMCD16* et CD569™CD16° ™ (Nagler et al., 1989) (Figure 1.3). Ces sous-
ensembles différent dans la distribution tissulaire et dépendent du homing et de la maturation

in situ (Chambers et al., 2018).
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Figure 1.3. Phénotype des cellules NK (Liinemann et al., 2009)

Environ 10% des cellules NK présentes dans le sang périphérique et pres de 100% des cellules
NK des tissus lymphoides secondaires ont une expression €levée de CD56 et expriment en
paralléle trés peu ou pas de CD16 (30—-50% des cellules CD56°" sont CD16°) (Farag et al.,
2002). Ces cellules ont été décrites comme un sous ensemble de cellules NK immatures et
sensibles aux cytokines (Zamai et al., 2007), avec une réponse cytolytique limitée (Choucair et
al., 2019). Elles ont surtout une activité immunorégulatrice via la production de nombreuses
cytokines : IFN-y, TNF-a, TNF-, GM-CSF, IL-10, et IL-13 en réponse a des monokines (IL-
12 et IL-15) produites par des macrophages activés (Fauriat ef al., 2010) et peuvent produire
des cytokines et des chimiokines dans les minutes qui suivent leur activation (Megan A. Cooper

etal., 2001).

En revanche, les cellules NK avec une faible expression de CD56 (CD56%™), sont
completement matures et constituent 90% des cellules NK du sang périphérique. La fonction
principale de cette sous population est la cytotoxicité (Choucair et al., 2019), tandis que leur
capacité a produire des cytokines immunorégulatrices est relativement inférieure (Walzer et al.,
2007). Les cellules NK CD56%™ expriment également en abondance le CD16, qui peut se lier
a la région constante (Fc) des immunoglobulines immobilisés sur une surface cellulaire. Cette
liaison récepteur-ligand est suivie d'un signal d'activation médié par CD16 qui se traduit par
une dégranulation des cellules NK et une lyse des cellules cibles dépendante de la perforine

appelée cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) (Aribi, 2017).
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D’autres populations de cellules NK dans le sang périphérique ont également été décrites. Les
cellules CD56%™MCD16 et CD56 CD16" sont peu fréquentes et leur fonction n’est pas bien
connue (Goyos et al., 2019). Par ailleurs, les cellules NK résidentes dans les tissus expriment
le CD69, qui n’est pas exprimé par les cellules NK circulantes. Elles différent ¢également dans
I'expression des récepteurs de chimiokines et des molécules d'adhésion: les cellules NK
résidentes dans les tissus ont tendance a exprimer le CXCR6 et le CCRS et les intégrines CD49a
et CD103, tandis que les cellules NK dérivées du sang expriment les CXCR3, CXCR4, CCR7,
CD62L (L-sélectine), et manquent de CD49a (Chambers et al., 2018).

1.2.3 Développement et maturation des cellules NK

Il est généralement admis que les cellules NK se développent principalement dans la moelle
osseuse, comme les cellules B et les cellules d'origine myéloide. Cependant, des études récentes
ont montré que leur maturation se produit également dans les tissus lymphoides secondaires, y
compris les amygdales, les ganglions lymphatiques, la rate et le foie (Scoville et al., 2017), et
contrairement aux cellules T, leur maturation est indépendante du thymus (Renoux et al., 2015;
Yu et al, 2013). Les cellules NK humaines dérivent de progéniteurs hématopoiétiques
multipotents CD34+ (Yokoyama et al., 2004). Un progéniteur lymphoide commun émerge de
ces cellules, et se développe en précurseur de cellule NK. Les précurseurs de cellules NK sont
incapables de se différencier en cellules T, B, my¢éloides ou érythroides, mais sont stimulées
pour former des cellules NK matures (Rosmaraki et al., 2001). Cependant, les thymocytes CD4-
CD8 en stade précoce peuvent se différencier en cellules NK (Di Santo, 2006).

Chez I'homme, le développement des cellule NK peut étre résumé en cing étapes distinctes (pro-
NK, pré-NK, iNK immature, NK CD56#" et NK CD56%™) en fonction des changements du
phénotype de la surface cellulaire (niveaux d'expression des CD34, CD117, CD56 et CD94) et
la fonction cellulaire (Briercheck et al., 2010) (Figure 1.4). Les cellules précurseurs des cellules
NK (NKp) se différencient en cellules NK immatures CD3"CD56*#"CD16" (iNK) capables de
produire des cytokines, telles que I'l[FN-y et le TNF-a, lors de 1'activation (Freud and Caligiuri,
2006). Leur maturation commence par I'expression de CD56 suivie d'une expression simultanée
de CD94 / NKG2A. Les cellules CD56€" NK peuvent ensuite gagner en compétence
fonctionnelle lors de la différenciation en cellules NK CD56%™CD16*%" matures. La
maturation finale est donc en corrélation avec une diminution de l'expression de CD94 /

NKG2A et le CD56 (Goyos et al., 2019).
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Figure 1.4. Développement des cellules NK chez ’homme (Abel et al., 2018).

L'expression de CD56 s'accumule progressivement au niveau de la population a mesure que les
cellules progressent du stade pré-NK au stade de maturation iNK. De plus, l'expression du
CD56 est uniformément élevée au sein de la population de cellules NK CD56°¢h. Bien que le
CD56 soit généralement considéré comme un marqueur des cellules NK matures, le stade final
de la maturation des cellules NK humaines est marqué par une diminution de 1'expression des
CD56 et CD94 et une augmentation du CD16 et des récepteurs analogues a 1'immunoglobuline

(KIR) (Freud and Caligiuri, 2006).

La maturation des cellules NK est régulée par Gata-3 et IRF-2 et la différenciation fonctionnelle
des cellules NK matures implique CEBP-y, MEF et MITF. Il a été également démontré que la
cytokine IL-15 est essentielle au développement, a 'homéostasie et a la survie des cellules NK
(Briercheck et al., 2010), tandis que, I'lL-2 dérivée des cellules T joue un role essentiel dans la

maturation fonctionnelle cytolytique des cellules NK (Mandal and Viswanathan, 2015).

L’éducation des cellules NK représente I'acquisition complete de la compétence fonctionnelle
associée a la transition vers le phénotype CD56%™. Une cellule NK commence ainsi a acquérir
des compétences fonctionnelles lorsqu'elle recoit un signal inhibiteur délivré via deux types de
récepteurs inhibiteurs; le récepteur NKG2A conservé, ou les récepteurs variables (KIR chez
I'homme), spécifiques a l'espéce (Goyos et al, 2019). Par ailleurs, la reconnaissance des
molécules de CMH de classe I par le récepteur inhibiteur des cellules NK est 1'événement le

plus important qui détermine si une cellule NK sera éduquée, et donc armée de fonctionnalités
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effectrices, ou si elle sera hyposensible en termes de la cytotoxicité et de la sécrétion de

cytokines apres stimulation (Hoglund and Brodin, 2010).

1.2.4 Fonctions des cellules NK

1.2.4.1 Fonctions effectrices

Les cellules NK assurent leurs fonctions grace a deux mécanismes principaux qui sont des
composants essentiels de la réponse immunitaire. Premiérement, les cellules NK sont des
lymphocytes cytotoxiques qui peuvent directement lyser des cellules qui ont subi une
transformation maligne ou qui ont été infectées par un virus ou un autre pathogene
intracellulaire (Zhang and Huang, 2017). Cette fonction cytolytique peut s'initier a travers une
variété de processus, y compris la dégranulation et la reconnaissance par des récepteurs de la
mort, et est essentielle pour I'élimination des cellules pathologiques et dysfonctionnelles (Smyth
et al., 2005; Stabile et al., 2017). Deuxieémement, les cellules NK peuvent produire une variété
de cytokines en réponse a la stimulation des récepteurs d'activation ainsi qu'a la signalisation

d'activation induite par les cytokines inflammatoires (Fauriat ez al., 2010; Freeman et al., 2015)

Les mécanismes moléculaires qui régulent la cytotoxicité des cellules NK ont été bien décrits
et peuvent étre divisés en trois principaux processus : (i) reconnaissance des cellules cibles, (ii)
contact avec les cellules cibles et formation de synapse immunologique (IS), et (iii) induction
de la mort des cellules cibles (Abel et al., 2018). La cytotoxicité des cellules NK est étroitement
régulée par un équilibre entre les signaux activateurs et inhibiteurs. Les récepteurs inhibiteurs
des cellules NK reconnaissent la molécule de CMH de classe I et empéchent 1'activation des
cellules NK (Figure 1.5). Ce qui explique l'auto-tolérance et la prévention de la destruction des
cellules hotes. Ces récepteurs incluent les récepteurs inhibiteurs KIR et CD94-NKG2A qui se
lient aux CMH de classe I (Mandal and Viswanathan, 2015). Par ailleurs, les cellules NK
peuvent €tre activées lorsqu'elles rencontrent des cellules dépourvues de molécule de CMH de
classe I (hypothése du «soi manquant») car les cellules infectées et les cellules tumorales
régulent souvent a la baisse 1'expression du CMH de classe I pour échapper a la reconnaissance
par les lymphocytes T cytotoxiques (CTL). D’autre part, le stress cellulaire associé a l'infection
ou a la croissance du cancer, tels que les réponses aux dommages de 'ADN et l'expression des
genes suppresseurs de tumeurs, induit de puissants signaux de stimulation, ce qui fait pencher
la balance en faveur de l'activation des cellules NK (Bauer et al., 1999; Malnati et al., 1993)

(Figure 1.5). Une fois reconnues, les cellules NK interagissent directement avec la cellule cible
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par la formation d'une synapse immunologique lytique qui facilite la mort des cellules cibles

grace a deux mécanismes essentiels (Abel et al., 2018).
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Figure 1.5. Activation des cellules NK (Sharrock, 2019)

Le mécanisme principal de la cytotoxicit¢ médiée par les cellules NK implique la libération de
molécules lytiques dirigées vers la cellule cible (Tam et al., 2003). Les cellules NK stockent
ces molécules dans des granules cytolytiques qui sont livrées a la cellule cible apres leur fusion
avec la membrane au niveau de la synapse immunologique (Lee ef al.,, 2010). Ce processus
nécessite des événements de réorganisation du cytosquelette, ainsi que la polarisation des
microtubules vers la cellule cible (Li ef al., 2018; Spanholtz et al., 2011). Les granules lytiques

polarisés voyagent le long des microtubules et, une fois au niveau de la synapse




Chapitre 1. Revue de la littérature

immunologique, fusionnent avec la membrane cellulaire cible et libérent des enzymes qui
facilitent cette activation d'apoptose intrinséque au sein de la cellule cible (Denman et al., 2012;
Lee et al., 2010). L expression a la surface cellulaire de la protéine membranaire associée aux
lysosomes 1 (LAMP1; également connue sous le nom de CD107a) est considérée comme

marqueur de ce processus, appelé «dégranulation» (Betts et al., 2003).

Les granules lytiques sont des organites apparentés aux lysosomes qui contiennent les
principaux effecteurs de la cytotoxicité comprenant la perforine, une glycoprotéine de 60 a 70
kDa, qui s'insére dans la membrane plasmique des cellules cibles et forme des pores menant a
la lyse osmotique et les granzymes, une classe de sérine protéases, qui passent a travers les
pores et activent les caspases, provoquant I'apoptose de cellules cibles (Shimasaki et al., 2020).
Une fois a l'intérieur de la cellule cible, le granzyme B peut déclencher 1'apoptose par des
mécanismes indépendants et dépendants de la caspase. Le granzyme B active l'apoptose
dépendante de la caspase en plusieurs points de la voie apoptotique en clivant directement
l'initiateur apoptotique caspase-8 ainsi que la caspase-3 (Abel ez al., 2018). Le granzyme B peut
¢galement induire 1'apoptose d'une maniére indépendante de la caspase et induire la libération
du cytochrome C des mitochondries par le clivage protéolytique de la protéine pro-apoptotique,
Bid (Pinkoski et al., 2001). Remarquablement, la libération d'un seul granule peut étre
suffisante pour tuer une cellule cible, et aprés dégranulation, les cellules NK peuvent tuer

d'autres cellules cibles par un processus similaire (Gwalani and Orange, 2018).

La destruction directe peut également se produire via une apoptose dépendante des caspases
impliquant l'activation des récepteurs de la mort, présents a la surface de la cellule cible. Ces
récepteurs incluent les récepteurs TRAIL-R et Fas/CD95 qui sont activés par leurs ligands
apparentés TRAIL, FasL et CD95L, présents sur les cellules NK (Khosravi-Far, 2004; Smyth
et al., 2005). L'expression de surface des récepteurs de la mort peut étre induite sur les cellules
cibles par I'lIFN-y dérivé des cellules NK, et leur activation initie de nombreux programmes de
signalisation pro-apoptotiques (Screpanti et al., 2001). La superfamille des récepteurs de la
mort se caractérise par l'utilisation d'un domaine de la mort cytoplasmique qui permet a ces
récepteurs d'activer la machinerie apoptotique, y compris les caspases 8 et 10 (Guicciardi and
Gores, 2009). Ces caspases initiatrices favorisent une cascade de protéases et induisent des
dommages mitochondriaux et la libération du cytochrome C entrainant la formation de

I'apoptosome (Crowder and El-Deiry, 2012).
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La cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) peut également étre un mécanisme
de destruction des cellules tumorales par les cellules NK car elles expriment le FcyRIII (CD16)

qui est un récepteur Fc de faible affinité pour les IgG (Mandal and Viswanathan, 2015).

Outre leur capacité cytotoxique, les cellules NK peuvent sécréter plusieurs cytokines,
chimiokines et facteurs de croissance, et par conséquent, influencer 1'activité d'autres cellules
immunitaires. Ce sont de puissants producteurs de cytokines pro-inflammatoires et
immunosuppressives. Cependant, la libération de cytokines inflammatoires est distincte de la
sécrétion de granules cytotoxiques car les cellules NK utilisent des composants de signalisation
induits par activation pour réguler ces deux fonctions de fagon indépendante (Reefman et al.,
2010). Bien que les cellules NK puissent produire une large gamme de cytokines en fonction
de l'environnement inflammatoire, elles produisent principalement des cytokines de type Thl
lorsqu'elles répondent aux ligands tumoraux et aux agents pathogenes intracellulaires (Vivier,
2011, pp. 44-49). 1l s'agit notamment de I'IFN-y, du TNF-a et du Facteur de stimulation des
colonies des granulocytes et des macrophages (GM-CSF) qui facilitent l'activation des cellules
T ainsi que d'autres médiateurs immunitaires innés tels que les cellules dendritiques, les
macrophages et les neutrophiles (Van den Bosch et al., 1995). L’IFN-y est considéré comme la
cytokine prototypique des cellules NK, et sa production est connue pour favoriser la polarisation
des cellules Thl, activer les APC pour réguler davantage l'expression du CMH de classe I,
activer la destruction des macrophages des agents pathogénes intracellulaires obligatoires et ont

des effets antiprolifératifs sur les cellules transformées (Semino and Rubartelli, 2010).

Les cellules NK produisent ¢galement des cytokines chimiotactiques (chimiokines), dont CCL3
(MIP-1a)), CCl4 (MIP-1B), CCL5 (RANTES), XCLI1 (lymphotoxine) et CXCL8 (IL-8) qui
peuvent attirer les lymphocytes effecteurs et les cellules myéloides vers les tissus enflammés

(Walzer et al., 2005).

1.2.4.2 Prolifération

Les cellules CD56%™ expriment le récepteur IL2 d'affinité intermédiaire (IL2RBy) et, en
réponse a des doses ¢élevées de traitement a 1'l[L2, présentent un faible taux d'expansion, mais
exergent une forte cytotoxicité. Des concentrations élevées d'IL15 induisent également un
signal via le récepteur de IL2RPBy (Dusenbery et al., 1994). Ainsi, 1'lL2 ou I'IL15 seuls sont
suffisants pour induire la prolifération des cellules NK mais leur effet peut étre renforcé par
d'autres cytokines ou stimulis. Notamment, la présence de cellules cibles améliore la

prolifération des cellules NK induite par I'lIL2 (Baume et al., 1992). Diverses méthodes ont été
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développées pour améliorer 1’expansion, la prolifération et la cytotoxicité des cellules NK dans
la thérapie cellulaire anticancéreuse, tels que [1’utilisation des cellules souches
mésenchymateuses du cordon ombilical irradiées (UC-MSC) (Boissel et al., 2008), I’utilisation
de la lignée cellulaire de leucémie K562 irradiée et méme génétiquement modifice (K562-
mb15-41BBL)(Fujisaki et al., 2009) et I'activation combinée via les récepteurs NKp46 et CD2
par des billes recouvertes d'anticorps (Miltenyi Biotec, Auburn CA).

1.2.4.3 Régulation

La plupart des fonctions des cellules NK sont analogues aux cellules TCD8+ ou Th1, y compris
la production de cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, TNF-a et GM-CSF) et la médiation de
la cytotoxicité contre les cellules infectées ou tumorales. Cependant, les travaux récents
suggerent que les cellules NK jouent également un role de régulation (Schuster et al., 2016).
En effet, les cellules NK assurent la médiation des fonctions régulatrices d'autres types
cellulaires, y compris les cellules myéloides (les cellules dendritiques , les monocytes et les
macrophages) ou lymphoides (lymphocytes T et lymphocytes B) via la production des
cytokines ou par contact direct d'une mani¢re dépendante des interactions récepteur-ligand
(Abel et al., 2018). Ces fonctions régulatrices médiées par les cellules NK devraient se produire
pendant les infections virales, bactériennes ou protozoaires, les réponses immunitaires anti-
tumorales, les résultats immuno-pathologiques inattendus et les maladies auto-immunes
(Pallmer and Oxenius, 2016). Une fonction immunorégulatrice innée a été¢ également proposée

en raison de leur capacité inhérente a produire 1'lL-10 et d'IL-13 (M. A. Cooper et al., 2001).

1.2.4.4 Mémoire

La formation de cellules mémoire, spécifiques a 1'antigéne et dotées d’une longue durée de vie,
ait lieu apres la rencontre initiale avec l'antigéne et est considérée comme une qualité de
lymphocytes adaptatifs exprimant des récepteurs recombinants spécifiques a 1'antigéne, c'est-a-
dire les cellules B et T. Cependant, des données récentes ont fourni des preuves que, dans
certaines conditions, les cellules NK peuvent présenter une mémoire d'activation préalable

(O’Leary et al., 2006).
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1.2.5 Cellules NK et immunité anti-tumorale

1.2.5.1 Immunosurveillance

Les cellules NK jouent un role vital dans 1'éradication des cellules tumorales en travaillant en
collaboration avec les cellules cytotoxiques T CD8+ pour générer une réponse immunitaire
efficace (Figure 1.6). Cependant, les tumeurs régulent souvent a la baisse le MHC de classe I,
ce qui les rend méconnaissables aux lymphocytes T cytotoxiques, entrainant une incapacité a
initier des fonctions de la réponse immunitaire adaptative (Garcia-Lora et al., 2003). L'absence
d'expression du MHC I ou une régulation a la hausse des ligands NKG2D ou CD70 (le ligand
du CD27) peut toujours rendre les cellules tumorales sensibles a la lyse induite par les cellules
NK (Vivier et al., 2008). En effet, de nombreuses études 1'ont montré in vivo en implantant des
cellules tumorales dans des souris dépourvues des fonctions des cellules NK ou en administrant
des anticorps pour épuiser les cellules NK. Dans la plupart des cas, I'¢élimination des cellules
NK chez ces souris a entrainé une croissance tumorale et des métastases plus agressives

(Langers et al., 2012).

Chez T'homme les observations associant la survenue d'une tumeur maligne et d'une
immunodéficience primaire des cellules NK suggerent également un role pour les cellules NK
dans l'immunosurveillance tumorale. Une étude de 11 ans a montré qu'une faible activité
cytotoxique des cellules NK était corrélée a un risque ¢élevé de cancer. D’autre part la présence
de cellules NK infiltrant les tumeurs représente un marqueur pronostique positif pour les
tumeurs malignes, y compris le carcinome colorectal, le carcinome gastrique et le cancer du
poumon a cellules squameuses et sont capables d'exercer une cytotoxicité contre un large
¢ventail de tumeurs malignes (Shimasaki et al., 2020). Bien que les cellules NK ne soient
généralement pas la population lymphoide prédominante dans les tumeurs, elles peuvent attirer
l'infiltration des cellules T et provoquer des réponses inflammatoires par la sécrétion des
cytokines et des chimiokines. En théorie, les cellules NK pourraient également contribuer a

prévenir les métastases en ¢éliminant les cellules tumorales circulantes (Malmberg et al., 2017).
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Figure 1.6. Role des cellules NK dans la surveillance immunitaire

1.2.5.2 Résistance tumorale aux cellules NK

Malgré leur puissante activité antitumorale, les cellules NK sont confrontées a des défis
importants qui entravent leur efficacité. De nombreux mécanismes interviennent dans la
suppression des cellules NK dans le microenvironnement tumoral (Figure 1.7), dont plusieurs
contribuent également a atténuer les réponses des lymphocytes T (Hodgins et al., 2019). En
effet, les cellules cancéreuses sont capables d'échapper a la réponse immunitaire et aux cellules
NK en utilisant un certain nombre de mécanismes. Celles-ci comprennent 1'augmentation des
molécules du MHC I pour inhiber 1’activation des cellules NK, la diminution de 1'expression
du ligand NKG2D pour altérer la reconnaissance des cellules NK et la régulation a la hausse
des niveaux de cytokines inhibitrices telles que I’'IL-10 et le TGF- B (Sungur and Murphy,
2014). D’autre part, L’TFN-y sécrété par les cellules NK et les cellules T stimule également
l'expression des molécules du CMH de classe I dans les cellules tumorales et peut supprimer
l'activité des cellules NK grace a leur reconnaissance par des récepteurs inhibiteurs. De plus,
PD-1, CTLAA4, la protéine du géne d'activation des lymphocytes 3 (LAG3) et le récepteur
cellulaire du virus de I'hépatite A (HAVCR2; également connu sous le nom de TIM3) sont

exprimés dans certaines cellules NK, et leurs ligands peuvent jouer un rdle dans I'atténuation
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des réponses antitumorales a cellules NK. D’ailleurs, le blocage de cette interaction avec les

inhibiteurs de point de controle améliore I'activité des cellules NK (Shimasaki et al., 2020).
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Figure 1.7. Interaction entre les cellules NK et d'autres cellules immunitaires dans le

microenvironnement tumoral (Shimasaki et al., 2020).
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1.2.6 Immunothérapie a cellules NK

1.2.6.1 Les cellules NK dans les traitements conventionnels du cancer

Les cellules NK jouent un role fondamental dans les traitements traditionnels du cancer. Les
stratégies anticancéreuses de longue date, la chimiothérapie et la radiothérapie, sont maintenant
connues pour médier leurs effets, au moins partiellement, via le systéme immunitaire. La
chimiothérapie et la radiothérapie induisent un stress cellulaire dans les cellules tumorales,
conduisant a une régulation positive des ligands activant les cellules NK, a la libération les
DAMP et a l'induction d'une mort cellulaire immunogéne. En revanche, il est désormais clair
que la chirurgie compromet les fonctions des cellules NK, offrant une opportunité¢ de

propagation et de croissance tumorales (Hodgins et al., 2019).

1.2.6.2 Thérapie cellulaire adoptive

Les cellules NK autologues ont été explorées pour I'immunothérapie anticancéreuse, bien que
ce domaine soit moins avancé par rapport au transfert de cellules T autologues. Méme si les
cellules NK peuvent étre isolées et expansées en ex vivo a partir du sang périphérique des
patients, 1'expansion des cellules NK s'est avérée plus génante que 1'expansion des cellules T.
Plusieurs approches sont a 1'étude pour surmonter les problémes rencontrés avec 1'état
fonctionnel et I'expansion des cellules NK autologues qui sont souvent non satisfaisants (Geller
et al., 2011). Différentes combinaisons de cytokines activatrices (IL-2, IL-12, IL-15, IL-18) ont
¢été utilisées pour fournir des facteurs importants pendant I'expansion en ex vivo (Guillerey et
al., 2016). Etant donné les difficultés de se procurer un nombre abondant de cellules NK
cytotoxiques a partir du sang périphérique, des stratégies supplémentaires ont été étudiées pour
fournir des banques de cellules NK facilement disponibles pour les patients (Tonn et al., 2013,

p. 92).

Des efforts récents pour améliorer I'efficacité clinique de I'immunothérapie a cellules NK ont
conduit au développement de cellules NK génétiquement modifi€es qui expriment un récepteur
d'antigéne chimérique (CAR). Les cellules NK primaires et les lignées cellulaires NK peuvent
étre congues pour exprimer des CAR qui redirigent la spécificité anti-tumorale des cellules NK
sur une base dépendante des antigénes (Abel et al., 2018). Grace a la manipulation des motifs
de signalisation essentiels a I'activation des lymphocytes, les CAR sont également congues pour
utiliser des molécules de signalisation intracellulaires spécifiques qui peuvent affiner davantage
la fonction des cellules NK et optimiser leur potentiel thérapeutique (Sadelain ez al., 2013). Fait

intéressant, l'utilisation d'une lignée cellulaire clonale dérivée d'une leucémie a cellules NK
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humaines, connue sous le nom de NK-92, a été¢ génétiquement modifiée pour exprimer des CAR
entierement fonctionnelles et ces cellules se sont révélées trés prometteuses en ce qui concerne

leur innocuité et leur efficacité lors des essais cliniques récents (Abel ef al., 2018).

1.2.6.3 Thérapie par cytokines

L’inconvénient majeur d'une approche de transfert adoptif est le colt ¢élevé et l'expertise
nécessaires pour fabriquer de grandes quantités de cellules immunitaires de qualité clinique
(Pettitt et al., 2018). Pour cette raison, les thérapies standard ont attiré beaucoup de recherches
et d'investissements. Les cytokines, en tant que régulateurs critiques des cellules NK, sont un
choix attrayant pour les immunothérapies contre le cancer, en particulier a la lumiére des
résultats montrant que les cellules NK dépendent fortement de I'I[FN de type I pour initier une

réponse anticancéreuse (Marcus et al., 2018).

Le traitement a I'lL-2 a montré une efficacité clinique limitée avec une toxicité alarmante. Des
travaux plus récents se concentrent sur l'utilisation de cytokines modifiées et de thérapies
combinées. Par exemple, le traitement des cellules NK avec IL-12, IL-18 ou la cytokine IL-2
modifiée appelée «super-2» qui a augmenté l'activité antitumorale des cellules NK dans un
modele de cancer de souris. Aussi, la cytokine IL-15 ALT-803 modifiée a montré des résultats
précliniques impressionnants, en partie en raison de sa capacité a activer efficacement les

cellules NK (Hodgins et al., 2019).

1.2.6.4 BiKEs / TriKEs

La thérapie par anticorps a l'avantage attrayant d'étre une approche standard pour activer les
cellules NK in vivo. En plus des approches traditionnelles qui s'appuient sur des anticorps
monoclonaux se liant aux tumeurs pour activer les cellules NK via ADCC (Guillerey et al.,
2016), plus récemment, les agents de mobilisation des cellules tueuses bispécifiques (BiKE)
ont donné de grandes promesses. Les BiKE sont de petites molécules constitué¢es de deux
fragments variables a chaine unique (scFv) de spécificité différente complexées ensemble par
des liaisons flexibles. Un scFv cible un antigéne tumoral (par exemple, CD19, CD20, CD33),
tandis que l'autre est spécifique au récepteur CD16. Cela rassemble efficacement les cellules
cancéreuses et NK, facilitant la formation d'une synapse immunologique et permettant aux
cellules NK d'exécuter spécifiquement et efficacement leurs fonctions cytolytiques sans

costimulation supplémentaire (Felices et al., 2016).

29




Chapitre 1. Revue de la littérature

1.2.6.5 Inhibiteurs des points de controle

Les récepteurs immunitaires aux points de contréle sont un groupe de récepteurs inhibiteurs qui
atténuent les fonctions effectrices des cellules immunitaires. Physiologiquement, les récepteurs
des points de controle immunitaire sont essentiels pour prévenir l'auto-immunité et
I'immunopathologie, mais le cancer les exploite souvent pour renverser l'immunité
antitumorale. Notamment, les cellules NK expriment de nombreux récepteurs aux points de
controle, dont certains ont €té ciblés par I'immunothérapie anticancéreuse. Plusieurs régulateurs
négatifs des fonctions des cellules NK ont été identifiés par des recherches précliniques, y
compris les récepteurs KIR, CD94 / NKG2A, CTLA-4 et PD-1, TIGIT, LAG3, TIM-3 (Hodgins
et al., 2019). L'inhibition de certains récepteurs des points de contrdle a la surface des cellules
NK a montré le potentiel d'inverser le dysfonctionnement des cellules NK dans les tumeurs et
de renforcer I'immunité anti-tumorale, a la fois dans les essais cliniques (anti-KIR et anti-
NKG2A), et dans les études précliniques (anti -TIGIT par exemple) (Jiacheng Bi et Zhigang,
2019).
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1.3 Erythrocytes : Physiologie, récepteurs et signalisation cellulaire

1.3.1 Généralités

Les érythrocytes sont le type de cellules le plus abondant dans le corps humain, comptant entre
20 et 30 trillions et représentant prés de 70% du nombre total de cellules chez 'adulte (c.-a-d.
5200 000 £ 300 000 cellules / mm3 de sang chez un homme en bonne sant¢) (Anderson ef al.,
2018; Hamidi and Tajerzadeh, 2003). Ce sont des cellules hautement différenciées qui ont perdu
tous les organites et la plupart des mécanismes intracellulaires au cours de leur processus de
maturation (Pretini et al., 2019). La fonction principale associée aux érythrocytes est le
transport de l'oxygeéne vers tous les tissus et toutes les cellules du corps et de la livraison de
dioxyde de carbone aux poumons. En plus de cette fonction d'échange de gaz, ils jouent
¢galement un role dans I'homéostasie et la protection contre les dommages oxydatifs (Morera
and MacKenzie, 2011). Avec leur structure flexible, les érythrocytes sont capables de se
déformer afin de traverser tous les vaisseaux sanguins, y compris les tres petits capillaires. Tout
au long de leur vie, de durée moyenne de 120 jours, les érythrocytes humains voyagent dans la
circulation sanguine et entrent en contact avec un large éventail de différents types de cellules.
En fait, les érythrocytes sont capables d'interagir et de communiquer avec les cellules
endothéliales (CE), les plaquettes, les macrophages et de nombreuses autres cellules impliquées
dans la réponse immunitaire. De plus, ils sont impliqués dans le maintien de la thrombose et de

I'hémostase et jouent un role important dans la réponse immunitaire (Pretini et al., 2019).

1.3.2 Développement des érythrocytes

La maturation des érythrocytes a partir des cellules progénitrices se produit majoritairement
dans la moelle osseuse, y compris 1’élimination du noyau. Environ 2,5 millions de globules
rouges immatures sont libérés de la moelle osseuse chaque seconde, afin de maintenir le nombre
total d’érythrocytes dans la circulation (Antunes et al., 2011). Ces globules rouges immatures
sont appelés réticulocytes et représentent environ 1% des globules rouges circulants (Beyum,
1976). Bien que les réticulocytes manquent de noyau, lorsqu'ils sont libérés de la moelle
osseuse, ils n'ont pas encore perdu leurs organites et ont donc la capacité de traduire les
protéines. Le processus de maturation des réticulocytes en globules rouges matures prend
environ 2 jours (Figure 1.8), et comprend 1'élimination de tous les organites et la restructuration
de la membrane cellulaire en forme biconcave classique (Greenwalt et al., 1962; Neuman et al.,
2015; Wei et al., 2015, p. 33). Les mitochondries de ces cellules sont ¢liminées par une

combinaison de dégradation enzymatique et d'excrétion cellulaire dans les vacuoles (Ruddell ef
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al., 1998; Sionov et al., 2015). Ce processus effectue aussi une sélection, une ségrégation et
une déplétion des protéines membranaires. En revanche, d'autres protéines membranaires
pertinentes sont augmentées pendant la maturation des globules rouges, par rapport aux
réticulocytes, tels que band 3, la glycophorine C (GPC), la protéine rhésus (Rh), les
glycoprotéines associées au Rh (RhAG), XK et GPA. Aprés maturation, les globules rouges
acquicrent la remarquable capacité d'étre déformables en réponse a des forces externes et

utilisent cette capacité pour traverser les capillaires sanguins les plus étroits (Pretini et al.,
2019).
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Figure 1.8. Maturation des érythrocytes

1.3.3 Structure et physiologie des érythrocytes

Les érythrocytes sont des disques biconcaves d'un diamétre moyen de 7,8 um, d'une épaisseur
de 2,5 um environ, et un volume de 85 a 91 um3. La forme du disque biconcave avec un rapport
surface/volume élevé est essentielle pour la fonction d'échange de gaz des érythrocytes. Par
ailleurs, cette forme a un degré ¢levé de flexibilité, requis pour le passage de ces cellules a
travers les capillaires d’un diameétre de 3 a 4 pum (Hamidi and Tajerzadeh, 2003). En absence
d'organites, le cytoplasme est en grande partie composé d'hémoglobine, d'un cytosquelette et

d'un protéasome 20S. le cytosquelette conserve la forme classique biconcave de la cellule et le
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protéasome est chargé d'une dégradation controlée des protéines indésirables ou oxydées

endommagées (Li et al., 2007, 2005).

Le caractere distinctif des €rythrocytes peut étre largement attribué a leur membrane cellulaire,
la composante la plus compliquée des érythrocytes. Les membranes des globules rouges
contiennent une proportion élevée d'enzymes associées a la membrane et présentent des
antigenes spécifiques des groupes sanguins. En plus de ces caractéristiques uniques, ces
membranes contiennent également de nombreux composants en commun avec les membranes
des cellules nucléées, y compris les récepteurs de ligands et les canaux de transport
transmembranaires (Barbosa et al., 2015). Les érythrocytes sont également particulierement
sensibles aux changements osmotiques dans l'environnement et peuvent étre facilement

déshydratés ou lysés (Kim et al., 2009).

Contrairement aux cytosquelettes de la plupart des cellules, le cytosquelette et la membrane
plasmique sont extrémement et étroitement liés pour créer une structure fondamentale et
complexe appelée squelette membranaire. Ceci est essentiel pour la forme et la déformabilité
réversible du RBC. Grace au maintien de 1'intégrité structurale de la membrane, Les globules
rouges sont flexibles et capables de survivre dans la circulation et sont capables de se faufiler a
travers la microvascularisation a des vitesses €¢levées sans dommage permanent (Li et al., 2007,
2005). Ils peuvent se déformer avec une extension linéaire jusqu'a environ 250%, tandis qu'une
augmentation de 3 a 4% de la surface entraine la lyse de la cellule. La membrane plasmique est
composée d'une bicouche lipidique avec des protéines transmembranaires intégrées qui forment
des complexes multi-protéiques. La bicouche elle-méme est constituée de proportions égales

de cholestérol et de phospholipides (Pretini et al., 2019).

En raison de l'inactivation progressive des voies métaboliques des érythrocytes par le
vieillissement, la membrane cellulaire perd son intégrit¢ naturelle, sa flexibilité et sa
composition chimique (Anderson et al, 2018). Ces changements, entrainent finalement la
destruction de ces cellules par les macrophages dans le foie et la rate. Ces cellules présentent
un «selfmaker», le CD47, au cours de leur durée de vie, ce qui empéche leur phagocytose. Mais
en vieillissant, elles deviennent sénescentes et le niveau et / ou la distribution du CD47 a leur
surface peut changer. Cette altération des niveaux du CD47 stimule les macrophages dans le

foie et la rate a les ¢liminer (Khandelwal et al., 2007).
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1.3.4 Protéome des érythrocytes

Les érythrocytes contiennent des composants cellulaires considérablement plus actifs que ne le
suggere leur role principal et peuvent €tre plus complexes que ce qui est décrit de manicre
conventionnelle (Kabanova et al., 2009). 2 289 protéines uniques ont ¢té identifiées dans les
érythrocytes. Plus de la moitié de ces protéines sont directement associées a la membrane ou au
cytosquelette dont 6% sont des protéines organellaires, y compris des protéines de transport
spécifiques pour le réseau de Golgi, le réticulum endoplasmique et les mitochondries (Pasini et
al., 2006). D’autres études ont identifié¢ la présence de facteurs d'initiation de la traduction et

des protéines pour la défense cellulaire (Kakhniashvili ez al., 2004).

L’hémoglobine (Hb) est la protéine la plus importante des érythrocytes. C’est une protéine
contenant de I'héme et est responsable de la liaison de O2 / CO2 a l'intérieur des érythrocytes
(Hamidi and Tajerzadeh, 2003). Elle est formée de 2 chaines polypeptidiques a et 3, composées
d'un anneau de porphyrine portant un atome ferreux qui peut se lier de maniére réversible a une

molécule d'oxygene (Said et al., 2015).

1.3.5 Fonctions des érythrocytes

1.3.5.1 Echanges gazeux et maintien de I'homéostasie oxydative

La principale fonction des érythrocytes est 1'échange de gaz dans laquelle ils transportent
l'oxygeéne des poumons vers les tissus. L'hémoglobine intracellulaire dans ces cellules
représente plus de 95% des protéines cellulaires totales et le noyau de fer de ces molécules
permet la liaison et la libération d'oxygene ou de dioxyde de carbone selon les besoins. Au fil
du temps, I'hémoglobine est lentement oxydée par les especes réactives de 1'oxygene (ROS)
endogeénes en méthémoglobine a un taux d'environ 4% par jour. Cette oxydation endommage
la protéine au point qu'elle ne peut plus lier 1'oxygene pour le transport. Toute libération
supplémentaire de ROS au cours de ce processus est facilement neutralisée par les facteurs
antioxydants intracellulaires disponibles. En plus de la pression de stress oxydant
intracellulaire, les ROS exogenes produits par des cellules telles que les cellules T sont
¢galement ¢éliminées de la circulation par les globules rouges. Comme ils peuvent se lier et
neutraliser facilement ces ions potentiellement nocifs, les globules rouges ont été proposés
comme puits oxydant pour les ROS (Kim et al., 2009). Afin d'atténuer les dommages induits
par le stress oxydatif, les globules rouges ont un systéme antioxydant trés complexe qui englobe

a la fois les facteurs enzymatiques (catalase et glutathion peroxydase) et non enzymatiques
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(glutathion et acide ascorbique). Bien que ces processus soient tres efficaces, les dommages
cellulaires se produisent pendant la vie des globules rouges. Le systéme antioxydant des
globules rouges est principalement cytosolique, ce qui rend la gestion du stress oxydatif sur la
membrane moins efficace. Une accumulation de ROS au niveau de la membrane cellulaire
entraine généralement une déformabilité¢ cellulaire et une peroxydation lipidique de la
membrane, provoquant par la suite une hémolyse (Johnston et al., 1993; Oztiirk et al., 2003).
Si elle n'est pas gérée rapidement, 'hémolyse induite par le stress oxydatif peut endommager
les tissus locaux en raison de la libération inévitable de ROS. Dans un systéme sain, cela est
généralement géré par des globules rouges plus jeunes qui sont plus facilement capables de
nettoyer les ROS exogenes. Cependant, ce systeme ne fonctionne pas parfaitement dans des
environnements inflammatoires. Comme il a été rapporté par Castillo et al., la chirurgie a ceeur
ouvert peut causer d'autres dommages aux tissus a la suite de la libération de ROS et les ROS
libres observés dans 1'environnement local sont probablement un résultat direct de I'hémolyse.
Ainsi, les globules rouges jouent un role clé dans le maintien I'homéostasie oxydative et tout
dysfonctionnement de cette activité est susceptible d'entrainer des effets néfastes en aval

(Castillo et al,, 2011).

1.3.5.2 Fonctions enzymatiques et métabolisme du glucose

Les enzymes des érythrocytes et de leurs membranes sont omniprésentes. Dans le cytosol, des
enzymes telles que la catalase et la glutathion peroxydase minimisent les effets du stress
oxydatif, et un complexe de protéase (le protéasome 20S) dégrade les protéines endommagées.
Par ailleurs, la membrane des érythrocytes contient un complexe enzymatique glycolytique qui
est nécessaire au métabolisme cellulaire. Un certain nombre d'ATPases pour médier le transfert
d'ions a travers la membrane et des enzymes protéolytiques ont été identifiés (Molinari ef al.,
1994). Une synthase d'oxyde nitrique fonctionnelle a également été identifiée a la fois dans la
membrane et le cytosol des globules rouges (“Diagnostic and therapeutic technology

assessment. Bone marrow transplantation in childhood leukemia,” 1984).

Bien que les érythrocytes matures ne contiennent pas d'organites, ils ont toujours besoin de
métaboliser le glucose pour répondre a leurs besoins énergétiques et ainsi, en l'absence de
mitochondries, une glycolyse anaérobie par la voie Embden-Meyerhof se produit. Un complexe
d'enzymes glycolytiques situé¢ au niveau de la membrane des globules rouges est responsable

de cette activité¢ (van Wijk and van Solinge, 2005).
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1.3.6 Role des érythrocytes dans la réponse immunitaire

Dans la littérature classique, les érythrocytes humains ont longtemps été classés comme de

simples transporteurs d'oxygene. Cependant, des preuves de plus en plus nombreuses suggérent

la transcription et la traduction, les érythrocytes de I’homme conservent la capacité d'interagir
avec les molécules inflammatoires endogeénes et exogeénes dans le sang. En effet, ces cellules
ont la capacité de se lier et d'interagir avec une variété de molécules inflammatoires, y compris
les chimiokines, les acides nucléiques et les agents pathogenes, régulant et modulant ainsi les
réponses immunitaires. Les composants internes des érythrocytes tels que 1'hémoglobine et
I'héme sont également de formidables facettes de I'immunité innée, capables de générer des
ROS antimicrobiens. (Anderson et al., 2018). Par ailleurs, les érythrocytes expriment un grand
nombre de récepteurs de surface cellulaire qui médient leurs interactions avec les agents

endogénes et exogenes dans le sang, ce qui leur confere une capacité étendue de piéger ou de

Bien que le transport d'oxygeéne soit leur fonction principale, I'hémoglobine et I'héme libre
participent également a la réponse immunitaire innée. Il a été caractérisé comme un puissant
signal de danger in vitro, capable d'activer I'expression médiée par NF-kB de protéines pro-
inflammatoires (y compris IL-1 et TNF-a), la génération des ROS intracellulaires, une
augmentation de 100 fois de la transcription des genes pro-inflammatoires, et la libération par
pas causer de dommages par lui-méme mais produisait plutdt des effets délétéres uniquement
en présence d'autres modulateurs immunitaires. Cependant, d'autres études ont démontré que
I'héme libre est un activateur indépendant de TLR4, stimulant la sécrétion de TNF-a, de ROS

et de leucotriéne B4 par les macrophages (Anderson et al., 2018).

1.3.6.1 Liaison aux chimiokines

Une propriété¢ immunomodulatrice importante des érythrocytes humains est leur capacité de se
lier a une grande variété de chimiokines. Un récepteur majeur pour cette liaison est le récepteur
DARC, qui a d'abord été reconnu par Darbonne et ses collégues. Ce travail a démontré que les
érythrocytes agissent comme des puits pour CXCLS, inactivant ainsi le gradient de chimiokine

DARC lie également d'autres protéines immunomodulatrices a affinité ¢levée, y compris des
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que la séquestration des molécules inflammatoires par les récepteurs de surface des globules
rouges fonctionne pour amortir la réponse immunitaire via 1'atténuation de la signalisation des
facilement réversible. Ainsi, les récepteurs érythrocytaires pourraient libérer leurs substrats
dans le microenvironnement tissulaire. Fukuma et al. ont suggéré que les érythrocytes éliminent
les chimiokines des sites d'inflammation mais les libérent finalement en réponse a la diminution

de la concentration plasmatique des chimiokines, maintenant efficacement 1'homéostasie

1.3.6.2 Interactions avec les cellules immunitaires

La plupart des recherches sur l'activité des cellules immunitaires sont effectuées sur des
monocultures contenant la cellule cible. Le dogme de I'immunologie enseigne que les autres
cellules dans le sang, comme les globules rouges ou les plaquettes, sont inertes et ne
contribueraient pas a l'activité du systéme immunitaire. Cependant, toutes les recherches
récentes sur les érythrocytes suggérent qu'il est peu probable que ce soit le cas. En effet, les
données de la littérature démontrent que les globules rouges représentent non seulement un
mécanisme efficace pour contrer le stress oxydatif, mais aussi un autre outil pour maintenir
I'homéostasie immunologique (Figure 1.9). Cependant, lorsqu'une production intense d'especes
réactives a lieu, les érythrocytes peuvent acquérir un comportement pro-oxydant et perdre leurs
caractéristiques structurelles et fonctionnelles typiques. En particulier, les 1ésions oxydatives
sur les composants de la membrane, du cytosquelette et du cytoplasme des érythrocytes peuvent

représenter des signaux de danger pour I’immunité innée et adaptative (Buttari et al., 2015).

11 a été rapporté que les cellules NK, en présence de globules rouges, étaient plus cytotoxiques
vis-a-vis des cellules tumorales. Dans cette étude la cytotoxicité médiée par les cellules NK est
considérablement améliorée en présence de globules rouges. L'amélioration dépend du nombre
de globules rouges présents et peut étre induite par des globules rouges, allogéniques ou
xénogéniques. La cytotoxicité des cellules NK améliorée in vivo par les globules rouges n'est
pas claire. Cependant, il est intéressant de noter que l'activité des cellules NK du sang
périphérique et de la rate est beaucoup plus élevée que celle des lymphocytes issus a partir
d'autres tissus lymphoides tels que les ganglions lymphatiques, la moelle osseuse, le thymus et

la lymphe (Shau and Golub, 1988).
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Un certain nombre d'études ont présenté des preuves montrant que les globules rouges peuvent
moduler la prolifération des cellules T, a la fois in vitro et in vivo. Les globules rouges sont
capables d'améliorer l'expansion et la survie des lymphocytes T en inhibant la mort des
lymphocytes T activés. Cette caractéristique n’est observée qu'avec des globules rouges intacts
et lorsque les globules rouges étaient en contact étroit ou a proximité des lymphocytes T activés.
Il a ét¢ démontré aussi que les globules rouges libérent des facteurs protéiques capables de

soutenir la croissance et la survie des lymphocytes T (Buttari ef al., 2015).

Les interactions entre les macrophages et les érythrocytes sont importantes pour la clairance
des érythrocytes et 1'homéostasie. Dans le foie et la rate, les macrophages résidentiels
reconnaissent et ¢liminent de la circulation les érythrocytes en fin de vie ou qui ont subi des
dommages irréparables (Buttari e al., 2015). Etant donné que ces derniers ne sont pas en mesure
de synthétiser de nouvelles protéines, tous les marqueurs d'élimination représentent le résultat
des modifications dans des molécules préexistantes ou de I'acquisition d'opsonines dérivées du
plasma dirigées contre ces modifications. De nouvelles preuves suggerent que le vieillissement
des érythrocytes induit un changement conformationnel du CD47 qui fait passer la molécule
transfusion de globules rouges aprés stockage prolongé induisait les macrophages a se polariser
vers I’activation de la voie classique des macrophages M1 associée a la production de cytokines
pro-inflammatoires et a I'immunostimulation. La transfusion de sang frais dans des conditions
non inflammatoires est associ¢e a une diminution de la clairance des globules rouges et donc a
une moindre charge des macrophages avec I'héme, ainsi qu'a une régulation positive de I'heéme

oxygénase et a une polarisation vers la voie M2, qui est associée a une immunorégulation par

Schikel et ses collegues ont montré que les érythrocytes sont capables de contrdler la
production d’IL-12 et du TNF-a par les cellules dendritiques en circulation en réponse au LPS.
L'expression du CD47 sur les érythrocytes et les cellules dendritiques circulantes semblent étre
d'empécher une maturation complete des cellules dendritiques en réponse aux LPS, induisant
ainsi des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles typiques des cellules dendritiques
tolérogenes et caractérisées par une réduction du CD83, HLA-DR, CD80 et CD86 et associée
a une faible production d'IL-12, d'IL-6 et de TNF-a et a une production élevée d'TL-10.

L'expression altérée de CD47 a la surface des érythrocytes ou sa perte pourrait représenter le
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mécanisme principal déterminant la déficience fonctionnelle des érythrocytes dans leur

interaction avec les cellules dendritiques (Buttari et al., 2015).
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Figure 1.9. Interactions entre les globules rouges sains ou oxydés/sénescents et les cellules

immunitaires (Adapté de Buttari ef al., 2015)

L'interaction entre les globules rouges et les fibroblastes a été largement évaluée par un groupe
de chercheurs qui ont démontré que la présence de globules rouges dans une culture de
fibroblastes modifie la fonction et le sécrétome de ces cellules. Contrairement a I'effet des
globules rouges sur la prolifération et la survie des lymphocytes T, les globules rouges
suppriment la prolifération des fibroblastes et stimulent I'apoptose. Ils favorisent également la
contraction du collagéne médiée par les fibroblastes, la sécrétion de la chimiokine IL-8, ainsi
que la sécrétion de certains métalloprotéinases. Cette modulation de 1'activité des fibroblastes
illustre le role des érythrocytes dans le processus de la cicatrisation des plaies (Fredriksson,

2003, p. 8; Fredriksson et al., 2006, 2004).

Virella et al. ont étudi¢ 1'effet des globules rouges autologues sur l'activité des lymphocytes B
et ont rapporté une augmentation significative de la sécrétion d'immunoglobulines et de la

cytokine pro-inflammatoire IFN-y. Une autre étude a rapporté que les globules rouges

39



Chapitre 1. Revue de la littérature

favorisaient la migration des €osinophiles a travers les cellules endothéliales en éliminant la
chimiokine RANTES, suggérant ainsi un role pour les globules rouges dans l'inflammation

allergique (Kanda et al., 2004).
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1.4 Frontiéres érythrocytes - microenvironnement tumoral — cellules NK

1.4.1 Les érythrocytes dans le microenvironnement tumoral

L'hémorragie est une manifestation clinique courante chez les patients atteints de cancer. Il a
¢té démontré que 1'hémorragie intratumorale est un facteur de mauvais pronostique pour les
patients cancéreux. Les globules rouges stimulent fortement la prolifération des cellules
tumorales et la croissance des tumeurs. Aussi les globules rouges activent la voie NF-kB dans
les cellules tumorales. Les érythrocytes induisent également une chimiorésistance. Par ailleurs,
la croissance tumorale induite par les globules rouges est accompagnée d'une signature
inflammatoire, d'une augmentation du systéme vasculaire tumoral et d'un afflux de
macrophages M2. De plus, les globules rouges augmentent I'expression de plusieurs récepteurs
se liant aux nucléotides et induisant la libération d'IL-1b (Yin et al., 2015). D’autre part, sachant
que les érythrocytes peuvent jouer un role dans la régulation de l'activation immunitaire, la
différenciation et la prolifération, leur capacité a interagir avec les cellules immunitaires peut
étre modifiée s’ils sont en contact avec les cellules cancéreuses. Ceci soutient I'hypothése que
les globules rouges sont capables de séquestrer et libérer des cytokines dans le sang, et que la
présence de ces cellules dans un environnement tumoral peut également affecter la réponse des

cellules immunitaires (Karsten et al., 2020).

Il a été observé que chez les patients recevant plusieurs transfusions de globules rouges, une
expansion préférentielle similaire aux cellules T CDS régulatrices a été rapportée. De plus, les
participants recevant de multiples transfusions pour anémie falciforme ou hémophilie avaient
des niveaux significativement plus élevés de lymphocytes T CD8 par rapport aux témoins non
transfusés. Il a été suggéré que cette prolifération préférentielle des cellules T CDS8 pourrait étre
I'une des raisons de I'immunosuppression observée apres les transfusions de globules rouges.
Cette immunosuppression induite par transfusion semble étre bénéfique pour des indications
spécifiques, par exemple, il a été signalé que 1'administration de transfusions de globules rouges
avant la chirurgie de transplantation rénale était fortement corrélée a une meilleure survie du
greffon. Dans le cancer, cependant, il a ¢té signalé que les transfusions de globules rouges
favorisaient 1'immunosuppression et, par conséquent, la progression de la maladie. Une autre
étude a également démontré que les cytokines détectées dans les milieux de culture des PBMC
traités par des érythrocytes préalablement exposés a un microenvironnement tumoral présentent

le développement d'un profil immunosuppresseur (Karsten et al., 2020).
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1.4.2 Modulation des cellules NK par les érythrocytes

Il a été rapporté que les cellules NK, en présence de globules rouges, sont plus cytotoxiques
vis-a-vis des cellules tumorales. Dans cette étude la cytotoxicité médiée par les cellules NK est
considérablement améliorée en présence de globules rouges. L'amélioration dépend du nombre
des globules rouges présents et peut étre induite par des globules rouges, allogéniques ou
xénogéniques. Cependant, le mécanisme d’amélioration in vivo de la cytotoxicité des cellules

NK par les globules rouges reste pas claire (Shau and Golub, 1988).
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1.5 Le mouvement cellulaire

Le mouvement est une fonction cellulaire fondamentale dans les organismes multicellulaires
(Ogita and Takai, 2008). I1 est de plus en plus reconnu que les cellules dans tout le corps peuvent
détecter les changements dans leur environnement mécanique et, en fonction de ces
changements, régulent des processus fondamentaux, tels que la division et la différenciation
cellulaires, par le biais de mécanismes opérant a de nombreux niveaux (canaux ioniques,
modifications transcriptionnelles, traductionnelles et post-traductionnelles) (Benjamin and
Hillen, 2003). L'expansion des cellules en ex vivo est une étape clé dans de nombreux protocoles
d'immunothérapie cellulaire, qui nécessitent un nombre de cellules immunitaires suffisant pour
¢radiquer les cellules malignes. L'utilisation des systémes de culture agités pour 1'expansion des
cellules offre de nombreux avantages potentiels par rapport aux systémes de culture statiques
couramment utilisés aujourd'hui. Notamment I'homogénéité des conditions de culture, la facilité
d'échantillonnage et la mise en ceuvre de systémes de controle des parametres de la culture
(Carswell and Papoutsakis, 2000), qui peuvent avoir des effets profonds sur la prolifération et
les fonctions des cellules en culture (Katafuchi et al., 1993; Koller et al., 1992; McAdams et
al., 1997; McDowell et Papoutsakis, 1998a). Cependant, 1’agitation reste un paramétre crucial
qui n'est souvent pas pris en compte lors des cultures cellulaires dans des microplaques ou des

flasques a petite contenance (Juyoung Kim et al., 2019).
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1.6 Problématique et objectifs

1.6.1 Problématique

Sachant que n'importe quelle cellule est capable de détecter des changements dans son
environnement mécanique et de promouvoir des changements et des adaptations de la structure
et du fonctionnement des tissus, des changements dans les propriétés des globules rouges
peuvent se produire a n'importe quel endroit, y compris les organes et les tissus lymphoides
périphériques, ou ils peuvent entrer en contact avec des cellules malignes et/ou des cellules de
I’immunité innée, y compris les cellules NK. Il serait donc tout a fait possible que le changement
du dynamisme des globules rouges influence considérablement leur physiologie, et par

conséquent les activités des cellules voisines.

1.6.2 Objectifs

Evaluer les activités antitumorales ex vivo des cellules NK provenant de patients avec cancer
solide ou de sujets sains, en présence ou en absence des érythrocytes autologues ou non

autologues, dans deux conditions différentes : la stagnation et le mouvement.

1.6.3 But

Montrer que le faible mouvement ou la stagnation des globules rouges et des cellules NK des
patients néoplasiques peuvent avoir un effet sur la prolifération et de la survie des cellules NK,

ainsi que sur leur capacité a produire des cytokines antitumorales.
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1. Introduction to 15 % of human circulating lymphocytes [6,7]), which make difficult

to have sufficient numbers of functional cells [4].

As a first line of immune defense, NK cells constitute the main ef-
fectors involved in innate immunity, and represent key cells of immune
surveillance thanks to their ability of recognition and killing a wide
range of transformed tumor and infected cells [1-3]. They are one of
the most promising cells for cancer therapies [4], and can be more
universally applied and particularly effective for the treatment of solid
malignancies that have lost expression of self-major histocompatibility
complex as a mechanism of immune escape from T-cells. Additionally,
in contrast to vaccine therapy or antigen-specific adoptive T-cell
therapy, the identification of target tumor antigens is not required for
NK cell therapy [5]. However, the major challenge in NK cells-based
immunotherapy is their low-frequency as lymphoid line-drived cells (up

NK cells are characterized by the expression of CD56 and CD16
phenotypic markers and the lack of CD3 and CD19 [8]. The largest
fraction of peripheral blood NK cells (PBNKCs) (= 90 %) corresponds
to the cytotoxic subpopulation [7,9] whereas the remaining NK cells are
specialized in cytokine production and immunoregulation [10].
PBNKCs express functional receptors for interleukin-2 (IL-2) [6], a
lymphocyte growth factor mainly produced by T-cells [11], which plays
a key role in the differentiation, activation, proliferation, survival and
functional activities of PBNKCs [12]. IL-2 can enhance NK cells cyto-
toxicity against a wide range of human tumor cells, including solid
cancer cells[13], and increase their cytokine production, especially
interferon gamma (IFN-y) [14]. Moreover, in response to IL-2-
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stimulation, interplay between highly purified PBNKCs may be re-
sponsible of a synergetic increase of their activation, proliferation, and
antitumor function [15].

RBCs make up 40-50 % of the total human blood [16] that consist the
most abundant cells in the body [17]. Several studies have reported hae-
mostatic abnormalities and alteration of both function and structure of
RBCs in malignant diseases [18,19]. It has alsobeen demonstrated that
extravascular RBCs potently promote tumor cell proliferation, syngeneic
tumor growth, tumor vasculature, recruitment of non-classical M2 mac-
rophages, and therapeutic resistance [20]. Moreover, it has been suggested
that RBCs can have a modulatory effect on immunologic activities and this
effect may contribute to trigger and preserve inflammatory responses by
favouring chronic inflammatory conditions [20,21]. Furthermore, prior
studies [22,23] have reported that RBCs would have the ability to induce,
promote and modulate cell-mediated cytotoxic activity of PBNKCs.

Of note, RBCs can be considered as flexible and circulating cells “par
excellence”. They have the great ability to sneak into all blood vessels and
capillaries, and move to irrigated locations throughout the body given
their natural deformation and reversible aggregation properties. While,
such properties can be changed particularly when subjected to external
forces such as hydrodynamic stresses [24]. Knowing that any cell is able
to detect changes in its mechanical environment and promote changes
and adaptations of the structure and function of tissues [25], changes in
RBC properties could occur at any location, including peripheral lym-
phoid organs and tissues, where they could come into contact with ma-
lignant cells and/or innate immune cells, including NK cells. Ad-
ditionally, it would be quite possible that the change in the dynamism of
RBCs could considerably influence their physiology, and consequently
the activities of neighbouring cells. In this context, we have tried for the
first time to show that the weak movement/stagnation of RBCs and I1-2-
stimulated NK cells from patients with solid malignant tumor (SMT)
could cause disorders in the proliferation and survival of NK cells, as well
as on their ability to produce antitumor cytokines.

2. Materials and methods
2.1. Study design

This study was conducted on six cell culture groups including NK cells
from patients with SMT or from healthy controls cocultured or not with
autologous or nonautologous RBCs (Iig. 1). Experiments were performed
under shaking or not, resulting in a total of twelve NK cell culture groups:

a. NK cells from healthy controls

i cultured alone without shaking,

ii cultured alone under shaking,

iii cocultured with autologous RBCs without shaking,

iv cocultured with autologous RBCs under shaking,

v cocultured with nonautologous RBCs from patients with SMT
without shaking,

vi cocultured with nonautologous RBCs from patients with SMT under
shaking.

b. NK cells from patients with SMT

i cultured alone without shaking,
ii cultured alone under shaking,
iii cocultured with autologous RBCs without shaking,
iv cocultured with autologous RBCs under shaking,
v cocultured with nonautologous RBCs from HC without shaking,
vi cocultured with nonautologous RBCs from HC under shaking.

2.2. Cell purification and culture conditions

Venous blood was drawn in ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
vacutainer tubes (BD Vacutainer) from nine newly diagnosed and
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untreated patients with SMT and nine age-, sex- and blood group-mat-
ched healthy volunteer donors (controls) after approval by the Ethics
Committee of University of Tlemcen (Algeria) and obtaining written in-
formed consent from each participant. PBNKCs were purified using
density gradient centrifugation (lymphocyte separation medium, Lonza,
Basel, Switzerland) and negative magnetic selection (EasySep Human NK
cell Enrichement kit, StemCell, Vancouver, Canada; up to 95 % purity of
CD56*CD37). Erythrocytes were lysed by ammonium-chloride-po-
tassium (ACK) Lysing Buffer. NK cell numbers and viability were eval-
uated by Trypan Blue Exclusion Test (TEBET). For RBCs separation,
whole blood was centrifuged, and the plasma, buffy coat and uppermost
erythrocytes were eliminated. The remaining erythrocytes were washed
in phosphate-buffered saline (PBS), and suspended in PBS containing 5
mM glucose. NK cells were seeded at 2 x 10° cells/well and overnight
IL-2-stimulated [26] in complete RPMI-1640 medium (Sigma Chemical
Co., St. Louis, USA), containing 25 mM HEPES, 2 mM i-glutamine, 50
pg/mL streptomyein, 50 U/mL penicillin, 10 % heat-inactivated foetal
bovine serum (FBS) and 500 U/mL of recombinant human IL-2 (Pepro-
tech, Rocky Hill, NJ, USA). RBCs from patients with SMT or from healthy
controls were resuspended in complete RPMI medium and then added to
the cell culture at the NK:RBC ratio of 1:20 [27]. After 48 h coculture
with or without constant gentle shaking, supernatants and NK cells were
harvested for cytokine assays and cell analyses respectively. NK cells
cultured in the same conditions, but in the absence of RBCs were kept as
controls. All experiments were repeated at least three times.

2.3. Shaking culture system

To assess NK cells viability and proliferation, apoptosis-related
tumor suppressor protein 53 (p53), anti-apoptotic B-cell lymphoma 2
protein (Bcl-2), forkhead box protein 3 (Foxp3), and cytokine release,
cell cultures were performed under shaking culture system or not. To
avoid cell adherence and promote free cell interactions, shaking culture
systems were unrolled with continuous and constant gentle shaking in
3D 96-well Nunclon Sphera microplates (Thermo, USA). For no shaking
conditions, cells were cultured in flat bottom 96-well polystyrene mi-
croplates (Falcon, Corning, USA).

2.4. Cell viability assay

Cell viability was evaluated using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT assay kit, Sigma-Aldrich Inc, St
Louis, MO, USA). Each group of purified and IL-2-stimulated NK cells
was cultured as described above. MTT assay reagent was added to each
well for the last 6 h incubation. Thereafter, the formazan precipitates in
the cells was dissolved, and supernatants were harvested for optical
density (OD) measurement, Wells containing NK cells alone were con-
sidered as control wells. Cell viability was calculated as follows:

Absorbance of treated wells — Absorbance of blank wells
Absorbance of control wells — Absorbance of blank wells

FViable cells = X100

2.5. Cell proliferation assay

Cell proliferation was spectrophotometrically carried out by bro-
modeoxyuridine (BrdU) incorporation method, using Abcam's BrdU
Cell Proliferation enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Kit
(ab126556, Abcam, Cambridge, UK). BrdU assay reagent was added to
each well for the last 18 h incubation. Indirect FLISA was made to
measure the incorporation of BrdU.

2.6. Apoptosis and cell signalling biomarkers assays
P53, Bel-2, extracellular signal-regulated protein kinase-1/2 (ERK-

1/2), phosphorylated ERK (p-ERK) and Foxp3 levels were evaluated by
indirect ELISA in NK cells cultured as deseribed above. NK cells were
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cell cultures and co-cultures
UNDER OR WITHOUT SHAKING

NK cells from SMT with RBCs from HC
NK cells from SMT with autologous RBCs

Fig. 1. Study flow-chart. In the current study, we tested RBC and cell movement effects on functional activities of human IL-2-stimulated NK cells. Assays were
carried out at least three times on six cell groups cultured under shaking or not. Bel-2: B-cell lymphoma 2, BrdU: bromodeoxyuridine, ERK: extracellular signal-
regulated protein kinase, Foxp3: forkhead box protein 3, HC: healthy conditions, IFN-y: interferon gamma, IL: interleukin, MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, NK: natural killer cell, p53: tumor suppressor protein 53, p-ERK: phosphorylated, RBC: red blood cell, SMT: patients with solid

malignant tumor, TNF-ci: tumor necrosis factor alpha,

washed with PBS, fixed and permeabilized with PBS containing 4 %
paraformaldehyde and 0.5 % Triton X-100. Wells were washed with
0.05 % PBS-Tween 20 solution (v/v), then primary detector antibodies
(Abcam, Cambridge, UK) were added to each well, and incubated for 2
h at room temperature. Thereafter, horseradish peroxidase (HRP)-con-
jugated secondary antibody was added. After 1 h incubation, 3,3’,5,5"-
tetramethylbenzidine (TMB) was added. Finally, a last incubation was
made for 30 min in the dark. The chromogenic reaction was stopped by
the addition of 50 puL 2 N phosphoric acid solution. The absorbance was
read immediately at 450 nm using ELISA plate reader (Biochrom
Anthos 2020, Cambridge, UK).

2.7. Cytokine assays

The effect of RBCs and shaking conditions on the secretion of IFN-y,
tumor necrosis factor alpha (TNF-a), IL-10, IL-1p and IL-6 were mea-
sured in supernatants using human IFN-y, TNF-q, IL-10, IL-1p and IL-6
ELISA Kits (BD OptEIA), according to the manufacturer’s protocol.

2.8. Statistical analysis

Results were reported as mean with standard error of mean (SEM).
Comparisons were performed by parametric one-way analysis of var-
iance (ANOVA) or non-parametric Kruskal-Wallis test, followed by
Tukey or Dunn post-hoc analyses, appropriately, as the data were
normally or not normally distributed, respectively. P-values less than
0.05 were considered significant. Statistical analyses were carried out
using GraphPad Prism software version 7.04 (San Diego, CA, USA).
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3. Results

3.1. Shaking opposes RBCs effect and downregulates cell survival and
proliferation

As shown by MTT and BrdU assays (Fig. 2), RBCs induced a sig-
nificant increase in both MTT and BrdU levels regardless of culture
condition (p < 0.001). By cons, shaking induced opposite effects to that
of RBCs, ie., a significant downregulation of the two variables levels
(p < 0.001). Furthermore, stagnation downregulated NK cells survival
and upregulated proliferation of NK cells from SMT conditions.

3.2, NK cell Bcl-2 expression is not affected by shaking in monoculture or
coculture systems

As observed in Fig. 3, both shaking and RBCs have no significant
effect on Bcl-2 expression by NK cells (p > 0.05).

3.3. Shaking downregulates the increased expression of ERK and p-ERK

As depicted in Fig. 4, nonautologous RBCs induced increased ex-
pression of ERK in NK cells from healthy conditions (p < 0.01) and p-
ERK in NK cells from all conditions under or without shaking
(p < 0.001). However, shaking induced a significant downregulation of
both ERK expression (p < 0.05) and phosphorylation (p < 0.001)
whatever the condition. Both shaking and RBCs induced a significant
upregulation of ERK phosphorylation in NK cells from healthy condi-
tions (p < 0.001).
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Fig. 2. Effects of RBCs and shaking on NK cells survival and
proliferation in healthy and solid malignant tumor conditions.
IL-2-stimulated NK cells from patients with solid malignant
tumor or healthy controls were cocultured or not with auto-
logous or nonautologous RBCs, under shaking or stagnation
conditions. Each histogram shows changes in cell viability and
proliferation for the indicated group. Data are presented as
mean values with standard error of mean (SEM). Cell viability
was evaluated by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yD)-2,5-diphenylte-
trazolium bromide (MTT) assay and cell proliferation by bro-
modeoxyuridine (BrdU) method. HC: healthy conditions, NK:
natural killer cells, OD: optical density, RBCs: red blood cells,
SMT: solid malignant tumor conditions, RBC-/S-: NK cells
cultured alone without shaking, RBC+ /S-: NK cells cultured
with RBCs without shaking, RBC-/S +: NK cells cultured alone
under shaking, RBC + /8 +: NK cells cultured with RBCs under
shaking. Asterisks indicate significant differences highlighted
between all groups using one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey post-test: ***P < 0.001. Black
dots indicate significant differences highlighted between all
groups using Kruskal-Wallis test followed by Dunn post-test for
data that were not normally distributed: “P < 0.001.
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Fig. 3. Effects of RBCs and shaking on Bel-2
expression levels in NK cells from healthy and
solid malignant tumor conditions. TL-2-stimu-
lated NK cells from patients with solid malig-
nant tumor or healthy controls were cocultured
or not with autologous or nonautologous RBCs,
under shaking or stagnation conditions, Each
histogram shows changes in Bel-2 levels for the
indicated group after 48 h incubation. Data are
presented as mean values with standard error
of mean (relative values £ SEM). Bcl-2 levels
in NK cells were measured using enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). Bel-2: B-
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3.4. Shaking counteracts RBC effect inducing apoptosis-related p53
expression in NK cells

As shown in Fig. 5, nonautologous RBCs induced a significant effect
on the expression of p53 in NK cells from healthy conditions
(p < 0.001). Whereas, shaking induced a marked downregulation of
p53 expression in all conditions, including coculture of NK cells with
RBCs (p < 0.01).

3.5. Shaking downregulates IFN-vy release in the presence or absence of
RBCs

We observed in Fig. 6 that shaking significantly downregulated the
IFN-y release whether in the presence or absence of RBCs (p < 0.01)

3.6. Shaking markedly upregulates the production of TNF-a in the presence
or absence of RBCs

As depicted in Fig. 7, TNF-a levels were significantly upregulated in
all groups of NK cells cocultured or not with RBCs under shaking as
compared to all conditions without shaking (p < 0.01).

3.7. Shaking condition downregulates the production of regulatory/anti-
inflammatory cytokine IL-10

As shown in Fig. 8, IL-10 levels in all groups of NK cells cocultured
or not with RBCs under shaking were significantly downregulated
compared to all groups of NK cells cocultured or not with RBCs in no
shaking conditions (p < 0.05).

3.8. Shaking downregulates NK cell production of IL-1§ release in the
presence or absence of RBCs

As shown in Fig. 9, IL-1p levels were significantly downregulated in
all groups of NK cells cultured or not with RBCs under shaking com-
pared to culture or coculture system without shaking (p < 0.01).

3.9. Autologous RBCs upregulates IL-6 production in coculture with NK
cells from healthy conditions, but nonautologous RBCs from healthy controls
downregulates it in culture system of NK cells from SMT conditions under or
without shaking

As shown in Fig. 10, 1L-6 levels in coculture system containing NK
cells from healthy conditions and autologous RBCs were significantly
upregulated when compared with NK cells from healthy conditions
cultured alone, either under or without shaking (p < 0.01). Ad-
ditionally, IL-6 levels were markedly downregulated in coculture
system containing NK cells from malignant conditions and non-
autologous RBCs from healthy conditions in absence of shaking as
compared to that of NK cells from malignant conditions cultured alone
(p < 0.05).

3.10. Shaking has reverse effect of RBCs on Foxp3 expression

Results of Fig. 11 show that RBCs induced a significant upregulation
of Foxp3 expression levels in stagnation conditions (p < 0.001). So for
all culture or coculture systems, shaking induced markedly down-
regulation of Foxp3 expression levels whatever the RBCs presence or
absence (p < 0.001).

4. Discussion

In extravascular compartments, the RBCs movement weakens rela-
tively to the bloodstream, which notably influences the activities of
neighbouring cells. Of note, it has been reported that extravascular
RBCs can act endogenously as danger signals and even promote pro-
tumor effects [20]. Herein, we have investigated the impact of cell
movement and interplay withRBCs on IL-2-stimulated NK cells of neo-
plastic patients with solid malignancy given their ability to attack well-
established solid tumors [28]. Thus, experiments were carried either
under gentle shaking or under stagnation conditions.

One way to overcome the tumor resistance is the adequate expan-
sion of cytotoxic effector cells with immunomodulatory cytokines, such
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as [L-2, to ensure efficient lysis of tumor targets. Indeed, stimulation of
NK cells with IL-2, not only increases NK cell population, but also en-
hances NK cells cytotoxicity [4,29]. However, it would be of great in-
terest to focus on factors that could maintain or even accentuate the

(caption on next page)

action of IL-2 knowing that most immune cells could undergo mod-
ifications affecting their roles in tumor conditions. Thus, we demon-
strated for our part that RBCs markedly promote the proliferation and
survival of IL-2-stimulated NK cells in the absence of shaking condition.
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Fig. 4. Effects of RBCs and shaking on ERK expression and phosphorylation in NK cells from healthy and solid malignant tumor conditions. IL-2-stimulated NK cells
from patients with solid malignant tumor or healthy controls were cocultured or not with autologous or nonautologous RBCs, under shaking or stagnation condition.
Each histogram shows changes in ERK and p-ERK levels for the indicated group after 48 h incubation. Data are presented as mean values with standard error of mean
(relative values + SEM). ERK and p-ERK levels in NK cells were measured using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). ERK: extracellular signal-regulated
protein kinase, HC: healthy conditions, NK: natural killer cells, p-ERK: phosphorylated ERK, RBCs: red blood cells, SMT: solid malignant tumor conditions, RBC-/S-:
NK cells cultured alone without shaking, RBC+/8-: NK cells cultured with RBCs without shaking, RBC-/S +: NK cells cultured alone under shaking, RBC+/S+: NK
cells cultured with RBCs under shaking. Asterisks indicate significant differences highlighted between all groups using one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey post-test: ***P < 0.001. Black dots indicate significant differences highlighted between all groups using Kruskal-Wallis test followed by Dunn post-

test for data that were not normally distributed: P < 0.05.

Additionally, RBCs from healthy conditions have more effect than RBCs
from cancer conditions.

The survival of NK cells is required not only for the effective era-
dication of target cells, but also for maintaining their activation state. It
would appear that PBNKCs from neoplastic donors of the current study
are somehow functionally compromised, which is often observed in
tumor-infiltrating NK cells, especially due to the immunosuppressive
activity of the tumor environement [30]. Nevertheless, the functional
compromission of these cells depends rather on the type of tumors,
metastatic or not. In fact, it has been reported that low numbers of
PBNKCs expressing high levels of programmed cell death-1 (PD-1,
CD279) and displaying low proliferative responses and impaired anti-
tumor activity, have been detected in ovarian carcinoma [31]. In ad-
dition, PBNKCs in melanoma cell lines can favor epithelial-to-me-
senchymal transition (EMT) [32]. In terms of prospects, it would be
interesting to evaluate the levels of checkpoint receptors and molecules,
as well as the induction capacity or not of EMT by PBNKCs of neoplastic
patients, in both stagnation and shaking conditions. Of note, Bcl-2 and
p53 have been reported to be as ones of the most important nodes in
cell survival and apoptosis [33], respectively, while ERK activation has
been associated with both cell survival and proliferation [34]. Also of
note, it has been reported that Bcl-2 expression by NK cells [35], ERK
activation [36] and p53 expression [37] can be upregulated by IL-2.
Our outcomes demonstrated that stagnation leads to ERK and p-ERK
upregulation in IL-2-stimulated NK cells, and promotes NK cells apop-
tosis. Additionally, both p53 expression and ERK phosphorylation were
promoted by RBCs.

NK cells from healthy conditions

+ autologous RBCs

NK cells from SMT conditions

+ autologous RBCs

Besides their ability to kill aberrant cells, NK cells also coordinate
innate and adaptive immune responses by their capacity to produce a
variety of cytokines [38] including IFN-y and TNF-a [39], that both
have been demonstrated to have strong antitumor activities [40-42].
Although IFN-y and TNF-a usually act in concert as type 1 T helper cell
(Th1) cytokines [43], our results have shown that agitation has me-
chanistically different effects in regulating the production of these two
cytokines. Thus, although agitation effects induced upregulation of
TNF-q, IFN-y was downregulated. This would suggest that cell stagna-
tion represents a real “danger signal” for NK cells, stimulating them to
produce IFN-y. Additionally, cell movement would counteract the ef-
fects of cell stagnation or weak movement by triggering the TNF-a
production in order to compensate the less of IFN-y production.

In addition to their effector functions, NK cells can exert a regulatory
role that modulate inflammatory processes through the production of the
immunoregulatory cytokine IL-10 [44-46]. It has been demonstrated
that freshly purified and IL-2-stimulated human PBNKCs can produce IL-
10, but at low levels [47,48], which seems to be linked to a strong sti-
mulation by IL-2 [44]. In our study, we have shown that the movement
of NK cells alone or in coculture with RBCs has a remarkable effect on
downregulation of IL-10 production. This would be in perfect agreement
with our results mentioned above concerning the effects of cell shaking
on IFN-y production. Indeed, it has been shown that IL-10 and IFN-y are
produced simultaneously and act in concert against tumors. Together
they influence the immune system although it has often been believed
that they are opposing, ‘immunosuppressive’ and ‘immunostimulatory’,
cytokines [49]. Likewise, in addition to our assumption about cell

Fig. 5. Effects of RBCs and shaking on p53
expression levels in NK cells from healthy and
solid malignant tumor conditions. IL-2-stimu-
lated NK cells from patients with solid malig-

S . nant tumor or healthy controls were cocultured
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Fig. 6. Effects of RBCs and shaking on IFN-y
release by NK cells from healthy and solid
malignant tumor conditions. IL-2-stimulated
NK cells from patients with solid malignant

400 ok 400 ok
tumor or healthy controls were cocultured or
not with autologous or nonautologous RBCs,
= 300 -5 300 5 ) i

= E under shaking or stagnation condition. Each
‘g ‘g histogram shows changes in IFN-y levels for
? 200 ‘; 200 the indicated group after 48 h incubation. Data
z g are presented as mean values with standard
= 100 = 100 error of mean (SEM). IFN-y levels were mea-
sured using enzyme-linked immunosorbent
0 0 assay (ELISA). HC: healthy conditions, IFN-y:
& 5 & & & & & & interferon gamma, NK: natural killer cells
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stagnation and IFN-y production, the lack of cell movement would be a
determining factor in the ILIO gene expression. Moreover, beyond cell
stagnation effects, the RBC effect on IL-10 production would depend on
the source of NK cells. Therefore, we have shown that RBCs induced a
downregulation of IL-10 production in the medium where NK cells were
derived from healthy conditions; conversely, an opposite effect has been
observed when NK cells were derived from SMT conditions. So, it would
be likely that the phenotypic orientation toward IL-10-producing NK
cells would depend on their origin.

NK cells from healthy conditions

+ autologous RBCs

TNF-a (pg/ml)

N - N
o =] @ o
o s s s a
Q
(]
G,
I
*

TNF-a (pg/ml)

a - N
o =] @ 1=
o S =] e e

&

+ RBCs from SMT
200

TNF-ct (pg/ml)
2 @
E g
TNF-ct (pg/ml)

@
-}

o

+ RBCs from HC

NK cells from SMT conditions

+ autologous RBCs

&
%
&

+ RBCs from HC

55

tumor conditions, RBC-/S-: NK cells cultured
alone without shaking, RBC+/S-: NK cells
cultured with RBCs without shaking, RBC-/S
+: NK cells cultured alone under shaking,
RBC+/S+: NK cells cultured with RBCs under
shaking. Asterisks indicate significant differ-
ences highlighted between all groups using
one-way analysis of variance (ANOVA) fol-
lowed by Tukey post-te: P < 0.001,
**P < 0.01. Black dots indicate significant
differences highlighted between all groups
using Kruskal-Wallis test followed by Dunn
post-test for data that were not normally dis-
tributed: "P < 0.01).

In the current study, a strong concentration of IL-2 allowed NK cells
production of both IL-1p and IL-6although such cells are not considered
as well-known source of these two cytokines. IL-1p is a major proin-
flammatory cytokine, which can lead to suppression of antitumor im-
munity [50,51]. In our work, we have observed that IL-13 levels could be
downregulated following crosstalk between NK cells from SMT condi-
tions and autologous or nonautologous RBCs. Therefore, the NK cells
origin can be considered as a key element for IL-1 downregulation
during their interplay with RBCs. Interestingly, whatever the NK cells

Fig. 7. Effects of RBCs and shaking on TNF-a
release by NK cells from healthy and solid
malignant tumor conditions. IL-2-stimulated
NK cells from patients with solid malignant
tumeor or healthy controls were cocultured or
not with autologous or nonautologous RBCs,
under shaking or stagnation condition. Each
histogram shows changes in TNF-a levels for
the indicated group after 48 h incubation. Data
are presented as mean values with standard
error of mean (SEM), TNF-«t levels were mea-
sured using enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). HC: healthy conditions, NK:
natural killer cells, RBCs: red blood cells, SMT:
solid malignant tumor conditions, TNF-a:
tumor necrosis factor alpha, RBC-/S-: NK cells
cultured alone without shaking, RBC + /8-: NK
cells cultured with RBCs without shaking,
RBC-/§+: NK cells cultured alone under
shaking, RBC+/S+: NK cells cultured with
RBCs under shaking. Asterisks indicate sig-
nificant differences highlighted between all
groups using one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey post-test:
***p < 0.001. Black dots indicate significant
differences highlighted between all groups
using Kruskal-Wallis test followed by Dunn
post-test for data that were not normally dis-
tributed: “P < 0.01.
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origin, shaking has markedly downregulated IL-1f levels. Therefore, this
would most likely be related to the movement of cocultured cells, which
could have an effect on decreasing contact levels between these two cells.
So, the IL-1P release would depend on NK cells-RBCs contacts.

IL-6 is considered as one of the major cytokines that are found in the
tumor microenvironment, where it can promote inhibition of NK cells
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Fig. 8. Effects of RBCs and shaking on IL-10
release by NK cells from healthy and solid
malignant tumor conditions. IL-2-stimulated
NK cells from patients with solid malignant
tumor or healthy controls were cocultured or
not with autologous or nonautologous RBCs,
under shaking or stagnation condition. Each
histogram shows changes in IL-10 levels for the
indicated group after 48 h incubation. Data are
presented as mean values with standard error
of mean (SEM). IL-10 levels were measured
using enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). HC: healthy conditions, IL-10: inter-
leukin 10, NK: natural killer cells, RBCs: red
blood cells, SMT: solid malignant tumor con-
ditions, RBC-/S- NK cells cultured alone
without shaking, RBC +/S-: NK cells cultured
with RBCs without shaking, RBC-/S +: NK cells
cultured alone under shaking, RBC+/5+: NK
cells cultured with RBCs under shaking.
Asterisks indicate significant differences high-
lighted between all groups using one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey post-test:***P < 0.001. Black dots in-
dicate significant differences highlighted be-
tween all groups using Kruskal-Wallis test fol-
lowed by Dunn post-test for data that were not
normally distributed: 'P < 0.05, "'P < 0.001.
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Fig. 9. Effects of RBCs and shaking on IL-1f
release by NK cells in healthy and solid ma-
lignant tumor conditions.

IL-2-stimulated NK cells from patients with
solid malignant tumeor or healthy controls were
cocultured or not with autologous or non-
autologous RBCs, under shaking or stagnation
condition. Each histogram shows changes in IL-
1f levels for the indicated group after 48 h
incubation. Data are presented as mean values
with standard error of mean (SEM). IL-1p le-
vels were measured using enzyme-linked im-
munoserbent assay (ELISA). HC: healthy con-
ditions, IL-1P: interleukin 1 beta, NK: natural
killer cells, RBCs: red blood cells, SMT: solid
malignant tumor conditions, RBC-/S-: NK cells
cultured alone without shaking, RBC-/S+: NK
cells cultured alone under shaking, RBC + /S-:
NK cells cultured with RBCs without shaking,
RBC+/S+: NK cells cultured with RBCs under
shaking. Asterisks indicate significant differ-
ences highlighted between all groups using
one-way analysis of variance (ANOVA) fol-
lowed by Tukey post-test: ***P < 0.001. Black
dots indicate significant differences high-
lighted between all groups using Kruskal-
Wallis test followed by Dunn post-test for data
that were not normally distributed: “P < 0.01.

5,

function [52]. Our findings have shown that both shaking and RBCs
induced downregulation of IL-6 production in coculture of NK cells
from malignant conditions with either nonautologous or autologous
RBCs. Therefore, it would be necessary to check whether cell movement
and RBCs would activate the same cellular signaling pathways, leading
to downstream decrease of IL6 gene expression. But, similarly to IL-1§3,
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the downregulation of IL-6 is cbserved only in NK cell cocultures ori-
ginating from patients with SMT. Thus, the regulation of protumor
cytokines production would require shaking or even interaction with
nonautologous allotypic RBCs.

The extrathymic Foxp3 expression is regulated by numerous factors
at genetic and epigenetic levels, including histone modifications and
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Fig. 10. Effects of RBCs and shaking on IL-6
release by NK cells from healthy and solid
malignant tumor conditions. IL-2-stimulated
NK cells from patients with solid malignant
tumor or healthy controls were cocultured or
not with autologous or nonautologous RBCs,
under shaking or stagnation condition. Each
histogram shows changes in IL-6 levels for the
indicated group after 48 h incubation. Data are
presented as mean values with standard error
of mean (SEM). IL-6 levels were measured
using enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). HC: healthy conditions, IL-6: inter-
leukin 6, NK: natural killer cells, RBCs: red
blood cells, SMT: solid malignant tumor con-
ditions, RBC-/S- NK cells cultured alone
without shaking, RBC-/S+: NK cells cultured
alone under shaking, RBC + /S-: NK cells cul-
tured with RBCs without shaking, RBC+ /S+:
NK cells cultured with RBCs under shaking.
Asterisks indicate significant differences high-
lighted between all groups using one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey post-test: *P < 0.05, **P < 0.01.

complete demethylation of CpG motifs which allows transcription fac-
tors binding. Additionally, IL-2 signaling plays a crucial role in Foxp3
expression and stabilization by directly targeting FOXP3 gene through
activation of transcription factors and modulation of methylating en-
zymes recruitment [53,54]. In contrast to CD4 " and some CDS " reg-
ulatory T-cells (Treg), IL-2 does not induce FOXP3 expression in NK

Fig. 11. Effects of RBCs and shaking on Foxp3
expression in NK cells from healthy and solid
malignant tumor conditions. IL-2-stimulated
NK cells from patients with solid malignant
tumor or healthy controls were cocultured or
not with autologous or nonautologous RBCs,
under shaking or stagnation condition. Each
histogram shows changes in Foxp3 expression
for the indicated group after 48 h incubation.
Data are presented as mean values with stan-
dard error of mean (relative values = SEM).
Foxp3 levels in NK cells were measured using
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Foxp3: forkhead box protein 3, HC: healthy
conditions, NK: natural killer cells, RBCs: red
blood cells, SMT: solid malignant tumor con-
ditions, RBC-/S-: NK cells cultured alone
without shaking, RBC+ /S-: NK cells cultured
with RBCs without shaking, RBC-/S +: NK cells
cultured alone under shaking, RBC+/5+: NK
cells cultured with RBCs under shaking.
Asterisks indicate significant differences high-
lighted between all groups using one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey post-test:***P < 0.001.
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cells due to its natural DNA methylation, but this expression can be
restored after in vitro demethylation [55]. Our results have shown that
IL-2-stimulated NK cells become Foxp3* after their interplay with
RBCs. But we still don't know if such conditions could lead to DNA
demethylation in NK cells. Additionally, knowing that shaking induced
a return to the initial state of Foxp3 expression levels, this would de-
pend mainly on direct cell-cell contacts that usually result in synapses
formation. Therefore, cell movement would induce a negative-feedback
loop, through preventing synapses formation, not only by breaking cell
connections, but also by preventing the occurrence of cell-cell inter-
actions and synapse formation.

5. Conclusions

Our outcomes showed for the first time that cell stagnation would be
markedly involved in the inhibition of NK cell activities and survival,
and can be counterbalanced by cell movement. Additionally, we sug-
gest that in cooperation with strong IL-2 signaling, RBCs and stagnation
can enhance a switch of NK cells toward a regulatory phenotype-in-
duced Foxp3. Moreover, cell movement could have a potential effect on
immune cells behavior and raise important questions about cell contact
between RBCs and NK cells. Furthermore, RBCs may exert a biphasic
effect on IL-10 production, depending on the origin of NK cells, which
would also be a determining factor in the production of IL-1f and IL-6.
Finally, the present study should open the way to other investigations,
in the context of translational medicine, seeking the feasibility of
making reversible the mobility of NK cells infiltrating solid tumors,
taking into account the culture conditions during the large scale pro-
duction of activated NK cells.
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Chapitre 3. Conclusions et perspectives

Nos résultats ont montré pour la premiére fois que la stagnation cellulaire serait fortement
impliquée dans I'inhibition des activités des cellules NK et de 1'apoptose, et dans la production
de TNF-a. Le mouvement cellulaire peut étre I'une des approches thérapeutiques potentielles
les plus importantes pour stimuler les activités de ces cellules pendant le cancer solide, ainsi
que pour la régulation négative de la production d'IL-1p. Par ailleurs, les globules rouges ont
montré leur capacité a induire non seulement la libération d'IL-1p, mais aussi un changement
de cellules NK stimulées par IL-2 vers un phénotype régulateur induit a Foxp3; un tel effet est
contrecarré par une agitation / un mouvement cellulaire, ou la production de la cytokine
immunosuppressive IL-10 est régulée a la baisse. Le mouvement effectu¢ par une agitation
constante des cellules empécherait leur contact intime, et probablement leur répulsion, ainsi que
l'expression a la fois de I'L-10 et du Foxp3. Par conséquent, nous pouvons suggérer qu'en
coopération avec une forte signalisation d’IL-2, les globules rouges et la stagnation peuvent
induire une activit¢ immunosuppressive chez les cellules NK. Néanmoins, les globules rouges
peuvent exercer un effet biphasique sur la production d'IL-10, selon l'origine des cellules NK.
Ainsi, la production d'IL-10 peut étre régulée a la baisse ou a la hausse lorsque les cellules NK
sont dérivées de conditions saines ou, inversement, de conditions de tumeurs malignes solides,
respectivement. L'origine des cellules NK serait également un facteur déterminant dans la
production d'IL-1p et d'IL-6. In fine, les données obtenues dans ce travail révelent que le
mouvement cellulaire pourrait avoir un effet potentiel sur le comportement des cellules
immunitaires et nous conduit a poser des questions importantes sur le contact cellulaire entre
les érythrocytes et les cellules NK. Il sera donc nécessaire de déterminer si la modification des
activités fonctionnelles des cellules NK aura lieu en amont ou en aval de 1'installation clinique
d'une tumeur solide donnée. Cette étude devrait aussi ouvrir la voie a d'autres investigations,
dans le contexte de la médecine translationnelle, en cherchant la faisabilité de rendre réversible
la mobilité des cellules NK infiltrant des tumeurs solides, en tenant compte des conditions de

culture lors de la production a grande échelle de cellules NK activées.
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1. Introduction

Background: Both CD4' T cells and macrophages are mainly involved in the autoimmune-mediated
p-cells destruction in type 1 diabetes (T1D). The aim of this study was to examine the effect of HDL on
functional activities of macrophage and its ability to regulate the production of cytokines in autologous
mixed macrophage/CD4" T cells at the recent-onset human type 1 diabetes.
Methods: Cell samples were isolated from volunteers with recent-onset T1D or healthy controls.
Results: The levels of the production of IL-1, IL-2, IFN-y, nitric oxide (NO), and hydrogen peroxide (H,0,)
were significantly increased in the co-culture of T1D cells when compared to that of cells from healthy
controls. Similarly, those of intracellular free calcium ions (Ca®*) were slightly, but not significantly
increased (p > 0.05). Conversely, macrophage exhibited significantly decreased levels of the relative tyr-
osine phosphorylation of STAT6 (p-STATG, Tyr641) in culture of T1D cells than in that of cells from
healthy controls; while those of p-STAT4 (Tyr693) were significantly increased. Likewise, the levels of
IL-4 and IL-10 were significantly decreased in the co-culture of T1D cells compared to co-culture of cells
from healthy controls. Additionally, HDL treatment significantly down-regulated the production of IL-1f3,
[L-2, IFN-y, NO, H,0, phagocytosis, bacterial killing, the relative tyrosine phosphorylation of
macrophage-expressed STAT4 (p-STAT4, Tyr693), as well as the ratio of IL-1p{IL-10, NO production/
arginase activity, p-STAT4/p-STATS6, IFN-y/IL-4, IFN-y/IL-10, and the combined proinflammatory (PICs)/
anti-inflammatory (AICs) cytokines. Moreover, HDL treatment significantly up-regulated the production
of IL-4, IL-10, arginase activity, and p-STATG (Tyr641) (for all comparisons, p < 0.001).
Conclusions: We show for the first time that HDL may reverse both the functional activities of macro-
phages and immunoinflammatory response during reciprocal macrophage-CD4" T cell crosstalk at the
beginning of T1D. These findings should open the way for therapeutic trials in the short- and medium-
term.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Many cells are involved in the destruction of p-cells, such as
macrophages, dendritic cells, B cells, and T cells [4]. During the

Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease characterized
by the destruction of insulin-producing p-cells thereby affecting
the control of blood glucese level [1,2]. T1D is caused by a loss of
self-tolerance and can be initiated by the release of autoantigens
within the pancreatic islet cells [3].
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pathogenesis of T1D, pancreatic islets are infiltrated by CD4" and
CD8" T cells, Several evidences showed that both CD4" and CD8"
T cells are crucial in T1D development [4,5]. It has been reported
that autoreactive T cells differentiate into effectors by engaging
B-cell antigens on local antigen-presenting cells (APCs) |6]. Multi-
ple mechanisms have been invoked to elucidate how p-cells are
destroyed. T cells can directly kill the p-cells by cell-to-cell contact,
through a cytotoxic process [2], but they can also influence their
destruction by the release of proinflammatory cytokines [7].

T cells, in particular, CD4™ T cells play a central role in the
development of T1D [8]. Naive CD4" T cells are activated after
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Abstract: Background: Monocytes are the main blood innate mononuclear phagocyte and one of the
most important effector cells expressing Fey receptor, which is critical for the interaction with Fc do-
main of antibedies.

Objective: To evaluate the effect of Rituximab (RTX, a chimeric human anti-CD20 monoclonal anti-
body) on the functional activities of Monocytes (MOs) at the onset of human Type 1 Diabetes (T1D).

Methods: MOs were isolated from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) obtained from volun-
teer patients with recent-onset T 1D and healthy control donors.

Results: The levels of the production of Interleukin 1B (IL-1) and IL-6 were significantly increased in
MOs from patients with T1D when compared to MOs from healthy controls (respectively, p < 0.01 and
p < 0.05). Similarly, Interferon y (IFN-y), and intracellular free Calcium lon (iCa™) Tevels were in-
creased in TID MOs than in control MOs, but the difference did not reach a significant level. Con-
¢ versely, the production levels of TL-4 and catalase activity, as well as of both phagocytosis and killing
Revised: December 05, 2018 il ! . : g
Aceepted: January 22, 2019 capacities were decreased in MOs of TID patients compared to MOs from healthy controls, but the
- difference was not significant for catalase activity and killing capacity (respectively, p < 0.01, p > 0,05,
10.2174/1871530319666190215153213  p < 0.01, and p > 0.05). Additionally, treatment with RTX significantly upregulated phagocytosis (p <
0.05), markedly downregulated the release of IL-16 (p < 0.01), 4Ca’', hydrogen peroxide (I1,0,), and
slightly downregulated the Nitric Oxide Synthase (NOS) activity, NOS activity-to-arginase activity
ratio, the levels of Lactate Dehydrogenase (LDH)-based cytotoxicity, and the production of IL-6 and
IFN-y. Moreover, RTX treatment significantly upregulated the production of IL-4 (p < 0.05), IL-10
(p <0.01) and the catalase activity (p < 0.05).
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Conclusion: Our study has shown for the first time that RTX can reverse the abnormal functional ac-
tivities of MOs as well as their production of proinflammatory cytokines at the onset of T1D. From a
therapeutic point of view, RTX may potentially be suggested at the beginning of T1D to immuno-
modulate innate immunity and inflammatory conditions.

Keywords: Functional activities of monocyte, phagocytosis and killing capacities,
inflammatory/regulatory cytokines, respiratory burst, rituximab, type 1 diabetes.

proinflammatory and anti-

1. INTRODUCTION activated MOs, associated with T helper type 1 (Thl) activ-
ity, trigger an inflammatory response and induce death of B-
cells using several mechanisms [4], including the increase of

respiratory/oxidative burst, and the release of proinflamma-

TI1D is a chronic, slow and progressive autoimmune
disease, resulting from selective destruction of insulin-
producing pancreatic B-cells [1]. The immunopathogenesis

of T1D 1s typically associated with the activation of autore-
active T cells. Other mononuclear cells are also involved in
B-cells destruction, including MO and macrophage cells

[2].

MOs can infiltrate pancreatic islets and participate in the
disease as proinflammatory cells [3, 4]. Of note, classically
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tory cytokines, like IL-1p, INF-y, and IL-6.

IL-1P has been shown to inhibit ir vitro insulin secretion
by Langerhans islet cells, and induces their destruction [5],
as well as participates in proinflammatory process at the be-
ginning of TID [6]. [FN-y exerts its function mainly at the
level of MOs and in the activation of autoreactive CD8" T
cells, which accelerates the destruction of P-cells by the re-
lease of perforin and cytotoxic mediators (granzymes) [7].
IL-6 is involved in the proinflammatory response and essen-
tially produced by MOs [8].

© 2019 Bentham Science Publishers
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Background. The aim of this study was to investigate the relationship between the circulating IL-6 and leptin levels with taste
alteration in young obese patients. Methods. A retrospective case-control study was conducted in thirty obese patients and
thirty age- and sex-matched healthy controls. Results. Circulating levels of IL-6 and leptin were significantly increased in obese
patients than in controls. However, catalase and ORAC levels were significantly decreased in obese patients compared to controls.
Additionally, obese participants had high scores for the detection of fats (gustatory response scores [GRS]; p < 0.001). Moreover,
TL-6 and leptin were strongly associated with GRS alteration among patients with GRS 4 (resp., OR =175 [95% CI, 1.56-193.32;
p = 0.007]; OR = 16 [95% CI, 1.69-15L.11; p = 0.006]). For the Mantel-Haenszel common odds ratio estimate (MH OR), IL-6 and
leptin were strongly associated with obesity, in patients with either GRS 4 or GRS > 4 (resp., MH OR = 8.77 [95% CI, 2.06-37.44;
p = 0.003]; MH OR = 5.76 [95% CI, 1.64-20.24; p = 0.006]). Conclusions. In a low grade inflammation linked to obesity, taste

alteration is associated with high levels of IL-6 and leptin.

1. Introduction

The prevalence of obesity is reaching epidemic proportions
and has become a global phenomenon, which is not only
centred on the developed countries [1]. As per World Health
Organization (WHO) estimates, the worldwide prevalence of
obesity more than doubled between 1980 and 2014. In 2014,
39% of adults aged 18 years and over (38% of men and 40% of
women) were overweight [2]. In the United States, more than
35.5% of men and 35.8% of women suffered from obesity in
2009-2010 [3].

North African countries and the region of Middle East
just like the other developing countries are not spared from
the issue of obesity. According to the Global Burden of
Disease Study, these regions had the 7th highest prevalence
of obesity in men (among the 21 GBD regions of the world)
and the 2nd highest in women between 1980 and 2008 [1].
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Algeria, Tunisia, and Morocco are part of the countries that
are undergoing nutritional transitions to adapt themselves
to Western lifestyles and to the demographic transitions and
urbanisation. Recent data show that 14.9% of Moroccan,
29.6% of Tunisian, and 21.2% of Algerian populations suffer
from obesity [4]. Another study in Algeria, conducted in
2010 by the Ministry of Health, Population and Hospital
Reform, confirmed the extent of the disease in our society and
stated the prevalence of obesity in both sexes at 21.24%. It is
substantially higher in women than in men (30.08% versus
9.07%) [5].

Obesity is a multifactorial disease that combines both
genetic and environmental factors [6], and it can be defined
as an organ-associated pathology where adipose tissue plays
a central role. The adipose tissue is constituted of several cell
types that have the capacities of hypertrophy, hyperplasia, and
differentiation [7]. It is able to secrete a number of endocrine
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Objective: The aim of this study was to highlight the clinical association of baseline lev-
els of conjugated dienes in low-density lipoprotein (LDL-BCD) and nitric oxide (NO) with
immunoglobulins (Igs) and T helper (Th)1/Th2 ratio in patients with newly diagnosed B-cell
non-Hodgkin lymphoma (NHL).

Patients and methods: Thirty-two newly diagnosed patients with aggressive B-cell NHL
and 25 age-, sex-, and body-mass-index-matched healthy controls were randomly selected for
a cross-sectional case—control study conducted at the Hematology Department of Tlemcen
Medical Centre University (northwest of Algeria).

Results: Circulating levels of LDL-BCD and NO and those of [gA and IgM were significantly
higher in patients than in controls. The levels of Th1/Th2 ratio and plasma total antioxidant
capacity were significantly lower in patients compared with controls, while malondialdehyde
and protein carbonyl levels were significantly higher in patients. B-cell NHL was significantly
associated with high levels of LDL-BCD from 25th to 75th percentile (25th percentile:
relative risk [RR] =2.26, 95% confidence interval [CI] 1.42-3.59, P=0.014; 50th percentile:
RR =2.84, 95% CI 1.72-4.68, P<0.001; 75th percentile: RR =5.43, 95% CI 2.58-11.42,
P<0.001). Similarly, the disease was significantly associated with high levels of NO produc-
tion from 25th to 75th percentile (25th percentile: RR =2.07, 95% CI 1.25-3.44, P=0.024;
50th percentile: RR =2.78, 95% CI 1.63-4.72, P<0.001; 75th percentile: RR =4.68, 95% C1
2.21-9.91, P<0.001). Moreover, LDL-BCD levels were positively and significantly correlated
with interferon (IFN)-y, whereas NO levels were inversely and significantly correlated with
IFN-y and Th1/Th2 ratio.

Conclusion: LDL-BCD and NO production seem to be associated with aggressive B-cell NHL
and alteration of Th1/Th2 ratio. Our results have to be examined using ex vivo mechanistic
studies leading to further investigations of these parameters, with an interest in the link between
Epstein—Barr virus infection and NO and immunoglobulins.

Keywords: aggressive B-cell non-Hodgkin lymphoma, LDL-BCD, NO production

Introduction

Non-Hodgkin lymphoma (NHL) is a nonspecific term that includes a spectrum of
lymphoproliferative malignant diseases with different clinical and histological appear-
ances.' Two clinical forms of NHL can be distinguished on the basis of their growth
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Résumé

Introduction : Les globules rouges peuvent avoir un effet modulateur sur les cellules immunitaires, ainsi les changements dans
leur dynamisme pourraient considérablement influencer leur physiologie, et par conséquent les activités immunitaires des
cellules voisines, telles que les cellules NK. Ici, nous avons étudié 1'effet des globules rouges et du manque de mouvement
cellulaire sur la prolifération, la survie et la régulation des cellules NK périphériques issues de conditions malignes ou normales
et stimulées par I’IL-2.

Matériel et méthodes : Les expériences ont ét¢ menées sur douze groupes de culture cellulaire, comprenant les cellules NK
de patients atteints d'une tumeur maligne solide ou de témoins sains, cultivées seules ou avec des globules rouges autologues
ou non autologues sous agitation ou sans agitation.

Résultats : les cellules NK des patients néoplasiques se sont comportées différemment selon les conditions de culture, c'est-a-
dire I’agitation et / ou la présence des globules rouges. Par conséquent, la survie des cellules NK a été régulée a la baisse en
absence d’agitation ; tandis que I’agitation a non seulement augmenté la survie des cellules, mais également régulé a la baisse
les niveaux d'apoptose liée a p53. Aussi, les globules rouges ont augmenté la prolifération des cellules NK, tandis que cet effet
a été¢ modulé par 1’agitation. De plus, les globules rouges peuvent générer des effets opposés sur la production et la modulation
des cytokines protumorales ou immunosuppressives, selon l'origine des cellules NK, c'est-a-dire qu'elles proviennent de
conditions néoplasiques ou saines. Enfin, les cellules NK deviennent capables d'exprimer le marqueur régulateur Foxp3
lorsqu'il y a combinaison de trois conditions principales : (i) un traitement avec une forte dose d'IL-2, (ii) la présence de globules
rouges et (iii) l'absence de mouvement.

Conclusions : Nos résultats ont montré pour la premiére fois que la stagnation cellulaire serait fortement impliquée dans
l'apoptose des cellules NK périphériques, ainsi que dans la transition vers un phénotype régulateur. De plus, en coopération
avec une forte signalisation d’IL-2, les globules rouges et la stagnation peuvent induire une activité immunosuppressive chez
les cellules NK. Le mouvement cellulaire et les globules rouges doivent étre pris en considération dans les approches
thérapeutiques stimulant les activités des cellules NK.

Mots-clés : Agitation, Cancer solide, Cellules NK du sang périphérique stimulées par I’'IL-2, Cytokines, Foxp3, Globules
rouges, Survie cellulaire.

Abstract

Background: Red blood cells (RBCs) can have a modulatory effect on immune cells; so changes in their dynamism could
considerably influence their physiology, and consequently the immune activities of neighboring cells, like natural killer (NK)
cells. Herein, we studied the effect of both RBCs and lack of cell movement on the proliferation, survival and regulation of
peripheral IL-2-stimulated NK cells from normal and solid malignant conditions.

Materials and methods: Experiments were conducted on twelve cell culture groups, including NK cells from patients with
solid malignant tumor or healthy controls, cultured alone or with autologous or non-autologous RBCs under shaking or no
shaking conditions.

Results: NK cells from neoplastic patients behaved differently depending on the culture conditions including shaking and/or
RBCs presence. Therefore, NK cells survival was downregulated in the absence of shaking; whereas, shaking have not only
upregulated cell survival, but also downregulated the levels of pS53-related apoptosis. Moreover, RBCs enhanced NK cells
proliferation; while, this effect was modulated by shaking. Furthermore, RBCs can generate opposite effects on the production
and modulation of protumoral or immunosuppressive cytokines, depending on the origin of NK cells, i.e., whether they derive
from healthy or solid malignant tumor conditions. Finally, NK cells become able to express Foxp3 regulatory marker when
combining three main conditions that include (i) treatment with high dose of IL-2, (ii) presence of RBCs, and (iii) absence of
shaking.

Conclusions: Our outcomes showed for the first time that cell stagnation would be markedly involved in peripheral NK cell
apoptosis, as well as in switching toward a regulatory phenotype-induced Foxp3. In addition, in cooperation with strong IL-2
signaling, red blood cells and stagnation can induce immunosuppressive activity in NK cells. Cell movement and red blood
cells need to be considered in therapeutic approaches that stimulate NK cell activities.

Keywords: Cell survival, Cytokines, Foxp3, Peripheral blood IL-2-stimulated NK cells, Red blood cells, Shaking, Solid
cancer.
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