Université de Montréal

Role du TGF-p dans la modulation du

microenvironnement tumoral leucémique

par

Louis-Philippe Caron

Département de Microbiologie et Immunologie

Faculté de Médecine

Mémoire présenté a la Faculté¢ de Médecine
en vue de I’obtention du grade de Maitre

en Microbiologie et Immunologie

Septembre, 2013

© Louis-Philippe Caron, 2013






Résumé

Le microenvironnement tumoral et les cellules et molécules signal (cytokines et
chimiokines) qu’ils contiennent sont reconnus comme jouant un role prépondérant dans la
progression des tumeurs. I1 devient donc nécessaire d’étudier la relation entre les molécules
signal, les cellules infiltrantes et les cellules tumorales. Le TGF- est une puissante cytokine
immunosuppressive et suppressive de la croissance cellulaire, dont le role dans la formation du

microenvironnement tumoral leucémique est mal connu.

Dans cette étude, nous avons étudié¢ le modele injectable de leucémie lymphoide T ELA4
(cellules tumorales produisant du TGF-B) de souche C57BL/6. Nous avons caractérisé
I’infiltration de cellules myéloides et lymphoides au niveau des tumeurs par cytométrie en flux
et par microscopie a fluorescence. L’analyse des cellules infiltrant les tumeurs EL4 nous a
permis de montrer la forte présence de lymphocytes T et de cellules myéloides CD11b". Nous
avons donc poursuivi I’étude afin de mieux caractériser ces cellules. Nous avons montré que
ces cellules se retrouvent en périphérie de la tumeur et en périphérie des vaisseaux sanguins de
la tumeur. Ces cellules ont des phénotypes nous laissant croire qu’elles appartiennent a la
famille des cellules dite myéloides suppressives. Ces cellules ont de forts niveaux de transcrits
de VEGF et de MMP9 au niveau de la tumeur ainsi qu’au niveau systémique, mais ne
semblent pas avoir une forte capacité inhibitrice in vitro. Afin de déterminer si la production
tumorale de TGF-B influe le recrutement de ces cellules, nous avons transformé des cellules
EL4 a l'aide d’un shRNA afin de diminuer la production de TGF-B (shRNA-TGF-B) et,
comparé l’infiltration myéloide et lymphoide de tumeurs formées avec des cellules ELA4
contrdles (shRNA-Luc). Une diminution de 50% dans les niveaux de transcrits de TGF-f
n‘affecte pas la croissance tumorale mais semble diminuer I’infiltration par des cellules
my¢loides. La présente étude nous a permis de mieux comprendre le modele de leucémie ELA4
et le role des populations cellulaires myéloides dans le microenvironnement tumoral
leucémique. La diminution du TGF-B produit par les cellules tumorales réduit I’ infiltration de
ces populations myéloides dans la tumeur ELA4. Le role précis de ces cellules est encore a

déterminer. Ces résultats sont en accord avec le fait qu'une thérapie anti-TGF-f n’est pas



suffisante pour contrer la progression tumorale, mais pourrait influer sur le résultat post-

chimiothérapie et I'immunothérapie en altérant la composition du microenvironnement.

Mots-clés : Cancer, Leucémie, TGF-3, Microenvironnement tumoral, Immunosuppression,

MDSCs
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Abstract

The cells and signal molecules (cytokines and chemokines) making up the tumoral
microenvironnement are known to play an essential role in tumor progression. It seems to be
necessary to study the relationship between infiltrating cells, tumor cells and signal molecules.
TGF-B is a potent immunosuppressive and growth suppressive cytokine whose role in the

formation of the leukemia microenvironnement remains unclear.

In this study, we investigated the injectable T lymphocyte leukemia EL4 model (tumor
cells producing TGF-f) of C57BL/6 strain. We characterised the myeloid and lymphoid
infiltration in EL4 tumors using flow cytometry and fluorescence microscopy. Our analysis of
EL4 tumor infiltrating cells showed a high concentration of T lymphocytes and myeloid cells
CDI11b". We have undertaken our study to better characterize these cells. We showed that
these cells are present at the periphery of the tumor and are surrounding blood vessels in the
tumor. These cells have phenotypes leading us to believe that they belong to the family of so-
called myeloid suppressor cells. They have high levels of transcripts of VEGF and MMP9 in
the tumor and the systemic level, but do not seem to have a strong inhibitory capacity in vitro.
To determine whether the tumor production of TGF-f affects the recruitment of these cells, we
transformed EL4 cells using a shRNA to reduce the production of TGF- (TGF-3 shRNA )
and compared the myeloid and lymphoid infiltration of tumors formed with EL4 cell controls (
shRNA-Luc ). A 50% decrease in transcript levels of TGF-3 does not affect tumor growth but
appears to decrease infiltration by myeloid cells. This study allowed us to better understand
the pattern of EL4 leukemia and the role of myeloid leukemia cell populations in the tumor
microenvironment. The decrease of TGF-f produced by tumor cells reduces the infiltration of
these myeloid populations within the EL4 tumor. The precise role of these cells still needs to
be determined. These results are in agreement with the fact that anti- TGF-f therapy is not
sufficient to counteract tumor progression, but may affect the post-chemotherapy and

immunotherapy results by altering the composition of the microenvironment.

Keywords : Cancer, Leukemia, TGF-f, Tumor microenvironment, Immunosuppression
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Introduction

La leucémie est un cancer qui se développe a partir des cellules souches du sang au
niveau de la moelle osseuse. Il existe quatre principaux types de leucémies soit : deux types
qui dérivent des cellules souche myéloides, la leucémie aigué myéloblastique (LAM), la
leucémie myé¢loide chronique (LMC) et deux types qui dérivent des cellules lymphoides, la
leucémie lymphoide chronique (LLC) et la leucémie lymphoblastique aigué (LLA) (Figure 1).
La société canadienne du cancer prévoit que, en 2013 5,800 canadiens recevront un diagnostic
de leucémie et 2,600 canadiens mourront de leucémie. Au Canada, 1 homme sur 53 et 1

femme sur 72 développera une leucémie au cours de sa vie.

Comme mentionné plus haut, les leucémies sont des cancers hématologiques qui
résultent du déréglement de la prolifération ou des mécanismes d’apoptose des cellules
hé matopoiétiques et de leur incapacité a se différencier en cellules matures. Puisque les
cellules leucémiques possédent les marqueurs membranaires des cellules souches normales
elles peuvent contourner le systtme immunitaire et échapper a sa vigilance, car malgré le fait
que les cellules leucémiques expriment des antigénes tumoraux, ces antigénes du soi ne
semblent pas amener de réponse immunitaire de haute avidit¢ [1]. De plus, les cellules
cancéreuses sécretent des médiateurs (IL-10, TGF-B, IL-1P, médiateurs induits par les
enzymes IDO et iNOS) qui vont contrer la réponse immunitaire anti-cancer. De tous ces
facteurs, le «Transforming growth factor-beta» (TGF-B), est une cytokine trés importante
puisqu’elle est capable de supprimer la croissance cellulaire, dans une grande variété de
cancer, et a aussi la capacité d’inhiber la réponse immunitaire anti-tumorale [2]. Alors que le
TGF-f a ¢ét¢ détecté a de fortes concentrations dans plusieurs tumeurs malignes
hématopoiétiques, son impact sur la formation d’un microenvironnement leucémique

immunosuppresseur n’a jamais été totalement élucidé.


http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/leukemia-acute-myelogenous-aml/overview/?region=qc
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/leukemia-chronic-myelogenous-cml/overview/?region=qc
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/leukemia-chronic-lymphocytic-cll/overview/?region=qc
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/leukemia-chronic-myelogenous-cml/overview/?region=qc
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Figure 1 : L’hématopoiése.
Représentation graphique de la différentiation des cellules souches hématopoiétiques en
cellules d’origines myéloides et en cellules d’origines lymphoides. Adapté de

«www.dicts. info.



1. La leucémie

C’est en 1847 que le terme «leucémie» apparait pour la premicre fois dans la
littérature. Rudolf Virchow, un chercheur allemand, a initialement nommé et caractérisé la
maladie. Lors d’une autopsie, Virchow remarque que le sang de la patiente est
particulierement dense. Suite & une analyse par microscopie, il réalise que la densité trés

¢levée du sang est la conséquence d’une prolifération excessive des cellules blanches du sang
[3].

Aujourd’hui, nous en savons beaucoup plus sur cette maladie. Les nombreuses études
réalisées sur le sujet nous ont amené a décrire la leucémie comme une maladie complexe
dépendante de nombreux facteurs extrinseéques comme intrinseéques. Des études menées pour
identifier les facteurs de risque reliés au développement des leucémies ont montré que des
facteurs environnementaux tel que le tabagisme, la prise de certains médicaments
chimiothérapeutiques (ex. : cyclophosphamide, melphalan, busuflan, chlorambucil),
I’exposition a des produits chimiques (ex. : benzéne, fumée secondaire, pesticides) et
I’exposition aux radiations sont associés a un risque accru de développer une leucémie [4] [5]
[6]. Certaines prédispositions génétiques peuvent également augmenter les risques de

développer ce type de cancer (ex. : mutation des genes TP53, TET2, ASXL2) [7] [8].

On reconnait aujourd’hui quatre grands types de leucémies. La leucémie myéloide
aigué (LMA) affecte les personnes de tous ages mais surtout les personnes agées de 60 ans et
plus. A Dorigine, la maladie est causée par le disfonctionnement de cellules souches
hématopoiétiques caractérisé¢ par une inhibition de leur différenciation, une accumulation de
cellules a différents stades de maturation et une diminution de la production de cellules
hématopoiétiques saines [9]. Il existe différents sous-types de leucémies myéloides aigiies,
leur classification est faite en fonction de la morphologie des cellules, de leur immuno-
phénotype, et des altérations moléculaires et génétiques. L’analyse de ces facteurs permet
d’identifier le type d’LMA, d’établir un pronostic et d’appliquer la thérapie la mieux adaptée
pour chaque patient. [10]



La leucémie my¢loide chronique (LMC) est une maladie my¢loproliférative qui affecte
les personnes de tous dges, mais principalement les individus agés de 55 ans et plus. Elle est
caractérisée par une surproduction de cellules a tous les stades de différenciation, mais
particuliecrement de granulocytes. La LMC se caractérise par une augmentation du nombre de
cellules myéloides matures et immatures, et une diminution de la différentiation des cellules
hématopoiétiques. En 1960, Nowell et Hungerford ont découvert ce qu’ils ont nommé le
«chromosome de Philiadelphie» (Ph) qui est le résultat d’une translocation chro mosomique
entre les chromosomes 9 et 22, et ont associ¢ la présence de ce chromosome avec le
développement de la LMC [11]. La protéine hybride formée, BCR-Abl, a entre autre une
activité tyrosine kinase et peut activer plusieurs protéines qui jouent un rdle dans le contrdle
du cycle cellulaire. Cette aberration chromosomique n’est pas spécifique a la LMC, mais est
présente dans plus de 90% des cas de LMC. Cette découverte représente la premicre
démonstration du lien entre un cancer particulier et un réarrangement chromosomique [10,

12].

La leucémie lymphoblastique aigué¢ (LLA) est le type de cancer le plus commun chez
les enfants. Il existe différents sous-types d’LLA, dont I’'LLA d’origine T (T-LLA) et 'LLA
d’origine B (B-LLA). La T-LLA apparait suite a une transformation maligne de cellules
progénitrices hématopoiétiques de lymphocytes T. Ce type d’LLA représente de 10% a 15%
des cas d’LLA pédiatriques et 25% des cas d’LLA chez I'adulte. La maladie est caractérisée
par une forte infiltration de cellules T immatures dans la moelle osseuse, un taux élevé de
cellules blanches dans le sang, la présence de masses médiastinales (souvent d’origine
thymique) avec épanchements pleuraux et, dans plusieurs cas, une infiltration du systéme
nerveux central [13, 14]. La B-LLA est le résultat d’une transformation maligne de cellules
progénitrices hématopoiétiques de lymphocytes B. Environ 75% des patients atteints de B-
LLA sont agés de moins de 6 ans. Approximativement 75% des cas de B-LLA vont présenter
une altération chromosomique sous forme d’aneuploidie. L’hyperdiploidie avec un gain d’au

moins 5 chromosomes est la forme d’aneuploidie la plus fréquente [15, 16].

La leucémie lymphoblastique chronique (LLC) est la leucémie la plus commune dans
la population adulte. La LLC est causée par la transformation de progéniteurs de lymphocytes

B immatures et incompétents en cellules malignes. La maladie est caractérisée par une



augmentation de cellules blanches dans le sang ou 95% sont de petits lymphocytes
d’apparence mature exprimant les protéines CD19, CDS5 et CD23 et dont I’expression d’IgM,
d’IgD et de CD79b est réduite. Les ganglions semblent atteints (lymphomes lymphocytiques)
et la moelle osseuse est infiltrée par les cellules tumorales. Les translocations chromosomiques

impliquant des oncogénes comme P53 sont souvent la cause de LLC [17, 18].

1.1 Les traitements

Il n’existe pas de traitement unique pour contrer la leucémie. Ceci s’explique par la
grande variété de sous-types de leucémies. Une analyse de la morphologie des cellules, de la
présentation au niveau de la membrane de certaines molécules (ex. : CD19, CD5, CD23) et
une analyse génétique sont nécessaires pour déterminer le type de leucémie qui affecte le
patient. Les traitements prodigués aux patients sont déterminées en fonction des différents

diagnostics.

Le traitement principal de la leucémie myéloide aigué¢ (LMA) est I’administration
rapide de fortes doses d’agents chimiothérapeutiques. L’administration de ce traitement chez
les patients 4gés est souvent impossible en raison du danger des effets secondaires. Le
traitement conventionnel se fait en deux phases, une phase d’induction et une phase de
consolidation qui peut inclure la transplantation de cellules souches allogéniques. La phase
d’induction consiste en |’administration d’une combinaison de daunorubicin et de la
cytarabine deux agents qui affectent la réplication de I’ ADN et qui par conséquent bloquent la
mitose. Le traitement a pour but de détruire les cellules leucémiques et mener a la rémission
complete. L’objectif de la phase de consolidation est I’¢limination des cellules leucémiques
résiduelles en administrant des doses moyennes ou fortes de cytarabine [9]. La dernicre
intervention est la transplantation de cellules souches allogéniques. Certaines cellules
immunitaires du donneur s’attaquent aux cellules leucémiques produisant I'effet GVL (graft
versus leukemia) a la suite de la reconnaissance d’alloantigénes. L effet GVL est inégal d’un
patient & I'autre a cause de facteurs encore mal définis. Aussi dans certains cas, les cellules
immunitaires du donneur s’attaquent aux cellules saines du receveur, c’est I'effet GVHD

(graft versus host desease). Les effets GVL et GVHD sont épidémiologiquement associés, un



patient peut bénéficier de I’effet GVL et étre affligé par I’effet GVHD, mais il demeure

possible d’observer un phénomene sans 1’autre [19].

Comme mentionné plus haut, la leucémie myéloide chronique est caractérisée par la
translocation d’un chromosome qui entraine I’expression d’une protéine hybride a propriété
tyrosine-kinase la BCR-ABL. Présentement, il existe sur le marché trois inhibiteurs de
tyrosine-kinase (TKI) pour le traitement de ce type de leucémie. L’imatinib agit sur le site de
liaison de ’ATP de la prot¢éine BCR-ABL ce qui bloque la prosphorylation des protéines
impliquées dans la transduction du signal de division et la mort par apoptose de la cellule. Le
dasatinib est un TKI de 2eme génération 350 fois plus puissant que I'imatinib. Comme
I’imatinib, il interagit avec la protéine tyrosine-kinase et inhibe son activité de
phosphorylation. La troisiéme molécule, le nilotinib posséde une structure semblable a celle
de I'imatinib, mais son affinité pour le site de liaison de ’ATP sur la protéine BCR-ABL est
environ 50 fois supérieure. Comme dans le cas des deux autres inhibiteurs, il bloque la
phosphorylation des protéines impliquées dans la cascade qui méne a la division cellulaire et
induit I'apoptose de la cellule. Le dasatinib et le nilotinib ont montré une capacité a induire
une réponse hématologique et cytogénétique chez des patients qui ne répondaient pas a
I’imatinib, 1’inhibiteur tyrosine kinase le plus utilisé. [20]. La greffe allogénique demeure une

alternative chez les patients ¢éligibles qui échouent un traitement par TKI.

Les traitements disponibles pour les patients atteints de leucémie lymphoide aigué
(LLA) sont des traitements de combinaisons entre chimiothérapie, TKIs, radiothérapie, greffe
de cellules souches hématopoiétiques et administration d’anticorps monoclonaux. Le
traitement de base dépend du type d’LLA diagnostiquée, Ph+ ou Ph- (chromosome de
Philadelphie), et de I'age du patient. Pour les patients atteints d’une LLA Ph+, la greffe de
cellules souches hé matopoiétiques est privilégiée [21]. Une phase de préparation est nécessaire
avant que la greffe puisse étre effectuée et plusieurs protocoles sont a 1’étude pour évaluer la
méthode la plus efficace et la moins dangereuse pour le patient. Les méthodes les plus utilisées
pour la préparation des patients consistent en : la chimiothérapie seule a forte dose [22, 23] ou

encore la chimiothérapie combinée a I'irradiation totale [24, 25].

Le traitement classique de la leucémie lymphoide chronique (LLC) est une

combinaison de fludarabine, de cyclophosphamide et de rituximab [26]. Dans certains cas,



lorsqu’une délétion de 17p ou une mutation de TP53 est détectée, le traitement sera remplacé
par 'alemtuzumab combiné avec la methylprednisolone et préférablement accompagnée d’une
greffe de cellules souches hématopoictiques allogéniques. [27] L’alemtuzumab est un
anticorps monoclonal dirigé contre la protéine CD52. CDS52 est exprimé dans 36% a 66% des
cas de leucémie [28]. La fixation de I'anticorps a ’antigéne guide, vers les cellules tumorales,
les cellules du systeme immunitaire qui possédent un récepteur au fragment Fc de I’anticorps
(cellules NK et/ou macrophages) [29]. Suite a cela, ces cellules de I’'immunité innée vont
induire la mort des cellules cibles par le systtme du complément ou par induction d’un signal
intracellulaire (ex. : Fas/FasL) [29]. La methylprednisolone induit I’apoptose des cellules

leucémiques en interférant avec la voie de signalisation JAK/STAT [30].

A Theure actuelle, plusieurs traitements disponibles sollicitent I’aide du systéme
immunitaire (greffe de moelle osseuse et anticorps monoclonaux) pour combattre les cellules
néoplasiques. Malheureusement, ces traitements ne sont pas toujours efficaces et c’est pour

cette raison que nous cherchons des moyens pouvant améliorer I’efficacité des traitements.

2. TGF-B: Transforming Growth Factor Beta

C’est au début des années 80 que le TGF-f a été isolée et nommée pour la premicre
fois. A cette méme époque les chercheurs ont montré 1’existence de la signalisation paracrine
et autocrine et donc I'importance de I'environnement cellulaire dans le controle de Tl'activité
cellulaire. Isolée a partir de cellules de sarcomes murins, le TGF-f3 a ét¢ directement associ¢
au cancer [31]. Peu de temps apres sa découverte dans les tissus cancéreux, soit en 1983, le
TGF-B est aussi isol¢ a partir de tissus sains. Rapidement, la méme équipe de chercheurs
montre que le TGF-B est sécrét¢ dans de nombreux tissus non néoplasiques comme le
placenta, le rein et les plaquettes sanguines [32]. Rapidement I’importance du TGF-f3 a été
reconnue et de nombreuses €tudes ont été réalisées sur son role au cours du développement

embryonnaire, dans I’organisme sain, et dans un contexte néoplasique [33].

Les effets du TGF-f sur les cellules et les tissus sont complexes. Par exemple Le TGF-
B peut jouer des rdles opposés soit I’inhibition de la croissance cellulaire, soit la prolifération
cellulaire ou encore augmenter la pluripotence de cellules souches versus favoriser la

différenciation. Ces éveénements contradictoires ne peuvent se produire que dans un contexte



ou ’action de TGF-f se produit dans un environnement qui implique plusieurs autres systémes
de signalisation interconnectés. Cette interrelation entre différentes voies de signalisation fait

I’objet de nombreuses études et demeure encore mal comprise.

La signalisation par le TGF-f a été observée comme suppresseur de tumeur et comme
un promoteur de tumeur. Le but de la présente étude était de déterminer le role du TGF-
dans la modulation du microenvironnement tumoral leucémique immunosuppresseur qui n’est

pas encore bien compris.

2.1 La voie de signalisation du TGF-p

La famille du TGF- est constituée d’environ 30 protéines parmi lesquelles on retrouve
les trois formes TGF-B1, TGF-B2 et TGF-B3, les Activines et les BMPs (Bone morphogenesic
protein). Le TGF-B1 est la forme la plus exprimée par les cellules tumorales. Comme les
autres membres de la famille des TGF, le TGF-B1 est synthétis¢é sous la forme d’un long
précurseur constitu¢ d’une portion N-terminale contenant une séquence signal de sécrétion, et
un prodomaine appelé «latency-associated peptide» appelé (LAP). La portion C terminale de

la protéine contient la portion d’acides aminés qui formera le TGF mature (Figure 2).
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Figure 2 : Structure du pro-TGF-f.
Dans cette structure, les deux monomeéres matures de TGF-B1 sont représentés en bleu et en

jaune alors que les pro-domaines (LAP) sont représentés en vert et en orange. Adapté de

«Growth Factors, October 2011; 29(5) : 174-186».

Les séquences d’aa du LAP permettent au TGF-3 de former une structure secondaire et
tertiaire ou deux monomeres TGF- sont reliés dans leur structure fonctionnelle. Au niveau du
cytoplasme, le pro TGF-B1 est clivé par une protéase qui libére le TGF-B1 de LAP. Le LAP
demeure attaché au TGF-B1 mature (structure en papillon) et le maintient sous une forme
inactive. Des mutations au niveau de LAP peuvent entrainer des modifications jusqu’a la
suppression de l'activation de TGF-B1. Le complexe TGF-B1-LAP se lie au LTBP dans les
exosomes de la cellule pour étre sécrété dans 1’exoplasme (Figure 3). Sous cette forme le

TGF-PB1 est inactif et demeure li¢ a des protéines de la matrice extracellulaire. L’activation



du TGF-B1 dans I’exoplasme nécessite 1’action d’une protéase qui scinde le LTBP ce qui
libére le TGF-B1 qui peut alors se lier a ses récepteurs (Figure 3). Dans certaines situations, le
TGF-B1 peut demeurer une protéine associée a la membrane qui sera capable de déclencher

une signalisation dans une cellule voisine par le biais du récepteur exprimé par cette dernicre

[34].

‘ Propeptide
= LAP
. TGEE Mature

:- :
(_\, Protéase

() LTEP

'i} Intégrine
Matnice
extracellulaire

M\ Inhibiteur

Modifié de Weiss et Attisano 2013 review

Figure 3 : Processus de production, de sécrétion et d’activation du TGF-p.

Le complexe TGF-B1-LAP se lie au LTBP dans les exosomes de la cellule pour étre sécrété
dans I’exoplasme. L’activation du TGF-B1 dans I’exoplasme nécessite I'action d’une protéase
(plasmine ou MMP-2) qui scinde le LTBP ce qui libére le TGF-B1 qui peut alors se lier a ses
récepteurs [34, 35].

La cascade de signalisation par le TGF-B suit une voie assez simple. Dans une
premiere étape, I’homodimere TGF- se lie @ un dimeére de TPRIL. Cette liaison induit le
recrutement d’un dimere de TBRI et il y a formation d’un hetéro-tetramere TBRI - TPRIL.
Suite a la formation de I’hétéro-tétramere, la portion cytoplasmique du TBRII qui a une
activité serine/thréonine kinase intrinseque phosphoryle le domaine cytoplasmique de TPRI,

ce qui active la cascade de signalisation cytoplasmique vers le noyau [36].

Le transport du message de signalisation du cytoplasme vers le noyau est assuré par
une famille de protéines les Smads. Lorsque activé TPRI phosphoryle SMAD2 et SMAD3.
Les protéines SMAD2 et SMAD3 phosphorylées se lient a SMAD4 (co-Smad) dans le
cytoplasme pour ensuite former un complexe qui migre dans le noyau et devient un facteur de

transcription en se liant directement a I’ ADN pour moduler la transcription de genes [37]. Plus
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de 300 génes peuvent étre régulés par ’activation des cellules par le TGF - dépendamment du
type cellulaire. L’activation de I’expression est spécifique aux différents types cellulaires et
dépend de différents cofacteurs (co-activateurs ou co-répresseurs) qui se lient a TADN et
I’épigénétique des différents types cellulaires. Des nombreux genes régulés par TGF-p, les 2/3
de ces génes sont activés par le signal, alors que les autres sont réprimés. La fin de la réaction
se produit par la déphosporylation des SMAD [38] [39] [40]. Cette voie de signalisation du
TGF-p peut étre bloquée par SMAD7 et la MAP kinase Erk. SMAD?7 se lie au récepteur du
TGF-B mais ne peut pas étre phosphorylé lorsque le TGF-f se lie a son récepteur [41]. Erk
phosporyle SMAD2 et SMAD3 (R-SMAD) qui forment un complexe avec SMAD4, mais
empéche la migration du complexe dans le noyau [42]. Indépendamment de la signalisation
SMAD, TGF-B peut également activer d’autres voies de signalisation tel que la voie PI3-
Kinase, p38 kinase, RhoA, PKN et RhoA [2] (Figure 4).
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Figure 4 : Le TGF-§ se lie au TGF-BR (Récepteur) de type I et de type 1.

La cascade de signalisation commence par la phosphorylation de SMAD2 et SMAD3 qui vont
ensuite se combiner 8 SMAD4 pour entrer dans le noyau et exercer leur effet inhibiteur de la
croissance. TGF-P va également activer d’autres voies de signalisation tel que la voie PI3-

Kinase, p38 kinase, Rho A, PKN et RhoA [2].
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2.2 Réle du TGF-B

Le TGF-P fait partie d’une grande famille de protéine de structure similaire qui, en se
liant a ses récepteurs membranaires, controle une pléthore de réponse cellulaire comme la
prolifération, la différentiation, I’apoptose, l'adhésion et la formation de la matrice

extracellularre.

Les membres de cette famille de protéine TGF- B1, TGF- 2, TGF- B3 jouent un rdle
important dans la régulation des cellules du systtme immunitaire. La forme la plus abondante
est TGF-B1 et c’est de cette forme dont nous discuterons dans la suite de ce document. Malgré
notre connaissance de la voie de signalisation impliquant les SMAD, beaucoup de questions
demeurent toujours quant aux molécules impliquées dans la régulation de la fonction du TGF-
B. Par exemple, le double réle de promoteur et de suppresseur de tumeurs du TGF-f est
encore bien mal compris. Les cellules tumorales doivent pourvoir contrer 1’effet suppresseur
de croissance qu’exerce le TGF-fB, ce qui a pour conséquence de diminuer la réponse aux
signaux du TGF-B au cours de la progression tumorale et souvent une augmentation de

I’expression de TGF-f par les cellules tumorales [2].

2.1.1 Role du TGF- dans ’organisme

Le TGF-B est d’une importance capitale pour ’organisme en raison de sa nature
hautement pléiotropique. En effet, il joue un role majeur dans le développement des tissus,
dans la réparation des tissus endommagés, la maintenance de la pluripotence des cellules
souches, 'angiogénése, I’hématopoicse, le controle de la différentiation cellulaire. I1a aussi un

role de suppresseur de tumeurs [43-45].

L’importance du TGF-B dans le développement embryonnaire a fait I’objet de
plusieurs études. Par exemple, au cours des dernieres années, plusieurs groupes de recherche
se sont intéressés au role du TGF-P dans la physiologie du syst¢eme nerveux. Ces recherches
montrent que la présence du TGF-B et de son récepteur dans le systéme nerveux en
développement est nécessaire au bon développement du cerveau. Cette interprétation a été
confirmée par une étude qui a montré qu’'un «knockout» de TGF-B3 dans un modéle murin

engendre de séveres défauts dans le développement du cerveau [46]. Dans le systeéme nerveux
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central, les trois isoformes de TGF- sont produits par les cellules gliales et neuronales. TGF-
B serait alors impliqué dans plusieurs fonctions cellulaires et tissulaires essentielles comme le
controle du cycle cellulaire, la régulation du développement et de la différentiation, et de la

survie des cellules neuronales [47].

Dans I’hématopoiese, le role de TGF-p varie en fonction du stade de différentiation et
du contexte environnemental des cellules cibles. Il a un effet positif ou négatif sur la
prolifération, la différentiation et I’apoptose. Par exemple, la prolifération des cellules souches
hé matopoiétiques myéloides est augmentée par le TGF-B, alors que le TGF-B ralenti la

prolifération des cellules souches hé matopoiétique lymphoides [48] [49].

Les organes immuno-privilégiés, tel que les yeux, le cerveau et les gonades, sont des
organes ou les fonctions immunitaires sont restreintes. Cette tolérance du syst¢me immunitaire
n’est pas fortuite et sert a protéger ces organes du syst¢tme immunitaire. La production de
TGF-B par les lymphocytes T régulateurs serait responsable de cette tolérance immunitaire.
Bien que de nombreuses structures cellulaires (barriéres sang-organes) et mécanismes
moléculaires (MCP-1, testostérone, IL-6) puissent restreindre la surveillance du systeme

immunitaire, le TGF-f représente un ¢lément clé dans la régulation du syst€me immunitaire

dans ces organes [50] [51] [52].

Les fréquentes anomalies des récepteurs au TGF et de la protéine SMAD4 dans les
cancers sont révélatrices de I'importance de I’effet suppresseur de tumeur du TGF-B. Malgré
ce fait, I’inactivation seule du TBRII conduit rarement a la formation d’un cancer [53]. Par
contre, les souris TGF-B1 KO ou TGF-BRIT KO meurent environ a trois semaines de vie de

maladies auto- immunes fulminantes [54] [55].

2.1.2 Réle du TGF-p dans la leucémie

Les mutations qui inactivent la voie de signalisation du TGF-f sont un peu plus rares
dans la leucémie que dans les autres types de cancers comme le cancer de la peau, du pancréas
et du colon [56]. Cependant, plusieurs cas de perte de réponse au TGF-f3 ont été rapportés. En
effet, dans certains cas de leucémie myéloide aigué€, une mutation de la protéine SMAD4

inhibe la voie de signalisation du TGF-f [57]. Des cas de leucémies lymphoides ou une

14



mutation des récepteurs du TGF-3 (TBRI et TBRII) inhibe la réponse au TGF-P ont aussi été
rapportes [56].

La perte de réponse aux signaux du TGF-f est indirectement liée au role du TGF-f3
dans un contexte de leucémie. Bien que le TGF-f ait une fonction majeur de suppression
tumorale, sa présence dans une situation ou la voie de signalisation est bloquée va
paradoxalement aider la croissance de la tumeur et ce particulierement dans les phases

avancées de la maladie. Ce phénomene est attribué en grande partie a la fonction

immunosuppressive du TGF-f3 [49].

3. Le microenvironnement tumoral

Le microenvironnement tumoral est primordial pour le développement et la survie des
cellules cancéreuses. La tumeur est une masse complexe qui contient en majeure partic des
cellules néoplasiques, mais aussi une grande variété de cellules saines telles que des cellules
endothéliales, des péricytes, des fibroblastes et des cellules immunitaires (Figure 5). La
capacit¢ des cellules néoplasiques a détourner et a transformer un grand éventail de cellules
saines est essentielle a la prolifération, a ’angiogénése et a I’invasion. La sécrétion de facteurs
de croissance, de molécules pro-angiogéniques et autres signaux moléculaires par le
microenvironnement tumoral procure aux cellules tumorales un environnement idéal pour leur

croissance [58] [59].

Le microenvironnement tumoral n’est pas un concept réservé aux tumeurs «solides».
Les cellules leucémiques bénéficient aussi de I'aide de cellules saines qu’elles ont su asservir.
C’est dans la moelle osseuse que les cellules leucémiques élaborent leur microenvironnement
et c’est souvent dans ces niches que vont survivre les cellules leucémiques suite aux
différentes thérapies. [58] Une meilleure compréhension des mécanismes qui régissent la
formation du microenvironnement tumoral et des interactions entre les cellules qui composent

la tumeur permettra d’élaborer de meilleures stratégies thérapeutiques.
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Figure 5 : Infiltration cellulaire du microenvironne ment tumoral.

La tumeur se compose de cellules tumorales et d’autres cellules non néoplasiques recrutées
par les cellules tumorales. Les cellules immunitaires infiltrantes sont des cellules du systeme
immunitaire inné et acquis (MDSC, macrophages, cellules dendritiques, mastocytes,
¢osinophiles, neutrophiles, NK et lymphocytes). Ces cellules vont contribuer a former un
milieu favorable a la croissance des cellules tumorales ainsi qu’a contrer la vigilance du
systtme immunitaire par la production de cytokines, de chimiokines et par contact direct
cellule-cellule. D’autres types cellulaires non issus du syst¢éme immunitaire infiltrent la tumeur
et contribuent & la croissance de la tumeur (cellules endothéliales, péricytes et fibroblastes).

(Adapté de American Association for Cancer Research, 2012).
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3.1 Les populations cellulaires infiltrantes

Les cellules non issues du syst¢me immunitaires sont une composante importante du
microenvironnement tumoral. La sécrétion de différents facteurs par ces cellules procure aux
cellules tumorales un environnement a I’abri du syst¢tme immunitaire et ces facteurs

fournissent les signaux nécessaires a leur survie et a leur prolifération.

Les fibroblastes associés au cancer (CAF) sont les cellules les plus abondantes du
microenvironnement tumoral [60]. Elles ont de multiples fonctions au sein de la tumeur tel
que le remodelage de la matrice extracellulaire, la suppression de la réponse immune, la
sécrétion de facteurs de croissances et la sécrétion de cytokines qui module la croissance
tumorale, [D’invasion, la différentiation, langiogénése et [I'inflammation dans Ie

microenvironnement [61].

En temps normal, les fibroblastes sont dans un état de quiescence et baignent dans la
matrice extracellulaire composée de collagéne de type I, de laminine, de fibronectine et de
protéoglycans, et jouent un role de suppression de la prolifération des cellules épithéliales qui
ne proliférent pas normalement [62]. Une fois recrutés par les cellules tumorales, les
fibroblastes activés produisent plusieurs composantes de la matrice extracellulaire tel que le
collagene (types L, II et III), des intégrines, de la fibronectine, de la ténascine-C, de la laminine
et de la thrombospondine [63]. Les fibroblastes activés vont également produire différentes
protéases tel que les MMP (Métalloprotéinases matricielles), I’activateur du plasminogene de
type urokinase, la FAP (protéine d’activation des fibroblastes). Ces protéines, surtout les
MMP, vont influencer la progression des cellules néoplasiques en dégradant et remodelant la

matrice extracellulaire de la tumeur [64] [61].

La vascularisation de la tumeur est un facteur important pour les cellules tumorales.
Elle fournit les nutriments et I’oxygeéne nécessaire pour la survie des cellules. Les vaisseaux
sanguins qui parcourent la tumeur sont composés de deux types de cellules, les cellules
endothéliales et les péricytes. Alors que les cellules endothéliales forment les vaisseaux, les
péricytes entourent les cellules endothéliales. Ils sont nécessaires a la survie des cellules

endothéliales et par conséquent au maintien de la vascularisation de la tumeur [65].
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3.2 Les populations infiltrantes issues du systéme immunitaire

Pour faire ombrage a I’efficacité du systtme immunitaire contre les pathogeénes, les
cellules immunitaires du microenvironnement tumoral sont déréglées et mises en quelque
sorte a la disposition des cellules tumorales. Les cellules immunitaires qui infiltrent la tumeur
sont des lymphocytes, des cellules NK, des macrophages, des cellules dendritiques (DC), des
¢osinophiles, des mastocytes et des MDSC (myeloid-derived suppressor cells). Leur sécrétion
de cytokines, de chimiokines et d’autres molécules contribue a la progression de la tumeur et a

la création d’un microenvironnement immunosuppresseur [59].

3.2.1 Les lymphocytes T régulateurs

La premicre observation d’une population de cellules T capables d’inhiber la réponse
immunitaire a été réalisé il ya déja plus de 30 ans. Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont
identifiables par leur expression des marqueurs membranaires CD4, CD25 et du facteur de
transcription Foxp3 [59]. La majorité des cellules Treg sont produites dans le thymus et leur
fonction dans ’organisme est I’immunorégulation. Les cellules Treg normales migrent vers les
sites d’inflammation ou elles maintiennent une certaine stabilit¢ dans la réponse immune en
inhibant les fonctions effectrices de certaines cellules, particulierement les lymphocytes T
helper (Th), mais aussi sur les autres populations cellulaires de I’immunité (CTL, cellules B,
DC, macrophages et cellules NK) [66]. Le facteur de transcription Foxp3 est une protéine
importante dans la génération et le maintien des Treg. 11 a été démontré qu’une diminution ou
une perte de la production de Foxp3 peut conduire & des maladies autoimmunes séveres, des

maladies inflammatoires de I’intestin et a des allergies [67] [68].

Dans un contexte tumoral, les Treg contribuent au maintien d’un microenvironnement
immunosuppresseur. La sécrétion de TGF-B et d’IL-10 (interleukine-10) fait partie des
mécanismes qui servent a freiner les attaques du syst¢éme immunitaire contre la tumeur [69].
Les Treg vont également exprimer a leur surface un récepteur de forte affinité pour I'IL-2
(interleukine-2) (IL-2RB; CD25), entrant en compétition avec les autres cellules T pour I'IL-2.
L’IL-2 est une cytokine trés importante pour la survie, le développement et la fonction

immunorégulatrice des Treg. Les Treg vont également exprimer de la thrombospondin, cette

18



protéine est capable de transformer le TGF-fB latent en TGF- actif et ainsi entrainer le

déclenchement de la voie de signalisation impliquant les SMADs [70] [59].

3.2.2 Les MDSC: Myeloid-derived Suppressor Cells

Les MDSC sont reconnues par leur expression des marqueurs membranaires CD11b et
Gr-1 (Ly6c/Ly6g). Cette population de cellules myéloides hétérogenes est arrétée a un stade
précoce de maturation et est connue pour ses fonctions immunosuppressives. Les deux sous-
types majeurs de MDSC sont les MDSC granulocytiques caractérisées par le profil
d’expression CD11b"Ly6cM*Ly6g", et les MDSC monocytiques caractérisées par le profil
d’expression CD11b Ly6g Ly6c™ [71]. Un aspect important dans la fonction des MDSC est
leur capacité a inhiber la prolifération et la différentiation des lymphocytes T. Les mécanismes
immunosuppressifs connus utilisés par les MDSC sont multiples et consistent entre autre en: la
production de NO, de péroxynitrites et de ROS [72, 73]. La production de haut niveau de
MMP-9 fait également partie de I'arsenal des MDSC. Le rdle de ces différentes molécules sera

discuté dans le prochain chapitre.

La protéine STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) occupe une
place trés importante dans plusieurs événements qui régulent la prolifération, la survie et
I’invasion des cellules tumorales. L’activation de STAT3 dans les MDSC est particulierement
importante dans le processus d’immunosuppression qu’exercent les MDSC. L’inhibition de
STAT3 dans les MDSC supprime leur action immunosuppressive. Les signaux de STAT3
conduisent a I’expression de Bcl-xL, de c-myc, de cycline D1 et de survivine, soit des facteurs
anti-apoptotiques, qui augmentent la prolifération des MDSC et préviennent leur maturation.
Plusieurs protéines peuvent activer STAT3, par exemple la surexpression de I’API6 (apoptosis
inhibitor 6) cause I’activationde STAT3 dans les cellules myéloides et cause une prolifération
syst¢tmique de MDSC. La production de ROS et de CXCLI1 par les MDSC est directement
dépendante de I’activation de STAT3.

La protéine STATI est activée par les signaux de 'IFNy ou I'IL-1f et est impliquée
dans la régulation de I'iNOS (inducible nitric oxide synthase) et de I’arginase par les MDSC.
L’inhibition de STATI1 dans les MDSC ou I’inhibition de la production d’IFNy par les cellules
T, bloque I’effet suppresseur des MDSC sur les cellules T.
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3.2.3 Les macrophages

Les macrophages sont des cellules de I’immunité innée qui sont a la fois présentes au
commencement de la réponse immunitaire et pendant la préparation de la réponse immunitaire
adaptative. Lors de dommages tissulaires ou d’infections, les macrophages s’activent et
augmentent leur production de cytokines, de chimiokines et d’autres médiateurs de
I’inflammation. Ils jouent également un role important dans la réparation des tissus

endommagés [74].

L’activation du macrophage par 'IFN-y conduit a sa polarisation en macrophage 1
(M) et a une réponse pro-inflammatoire. La production de ROS, de NO et de cytokines
inflammatoires (IL-1B, TNF, IL-6) des M1 est responsable de I’inhibition de la prolifération

cellulaire et causes des dommages tissulaires [75] [74].

L’activation du macrophage par I'IL-4 ou PI'IL-13 conduit a sa polarisation en
macrophage 2 (M2). A Topposé des M1, les M2 sont responsables de la réparation des tissus.
Le TGF-B qu’ils produisent joue un role important dans le maintien des M2. Les M2 vont

¢galement activer les Th2, alors que les M1 vont activer les Thl [75].

Dans un contexte tumoral, ce sont les M2 qui sont les macrophages les plus présents
dans le microenvironnement. Ces M2 présents dans la tumeur vont produire de I'ornithine, de
I’EGF, du VEGF et d’autres facteurs de croissances qui vont contribuer a la prolifération et a
la survie des cellules tumorales. Le TGF-B produit par les cellules tumorales est en partie

responsable du maintien des M2 et de I’inhibition des M1 [76].

4. Les médiateurs et protéines d’intéréts

Le TGF-B est un médiateur trés important dans le processus d’immunotolérance de la
tumeur. Par contre, ce n’est pas le seul médiateur, et c’est la synergie entre le TGF-f et les
autres médiateurs qui, ultimement, conduira a un microenvironnement tumoral favorable au
développement de la tumeur et completement a I'abri du systtme immunitaire. Dans notre
étude, nous n’avons pas couvert I’ensemble des médiateurs immunosuppresseurs et autres
médiateurs associées au microenvironnement tumoral. Les médiateurs et protéines sur

lesquelles nous avons dirigé notre attention sont iINOS, Argl, Nrpl, CXCR4, IL-6, VEGEF,
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MMP9 et TGF-B. Notre choix a ét¢ fait en fonction de I’importance de ces molécules dans la

littérature.

L’iNOS (inducible nitric oxide synthase) est responsable de la synthése de NO (nitric
oxide). Il existe trois isoformes de NOS (eNOS, nNOS et iNOS), 'eNOS et I'nNOS sont
activées par le calcium et produisent de faibles quantités d’oxide nitrique sur une courte
période de temps [77]. L’isoforme iNOS est induit par des cytokines (TNF-a, IFN-vy, IL-1) et
son activation n’est pas dépendante du calcium. L’iNOS est exprimé dans presque tous les
types cellulaires et peut produire de grandes quantités de NO sur une longue période de temps
[771[78]. L’oxyde nitrique produit par iNOS joue plusieurs roles dans le microenvironnement
tumoral, pro- et anti-tumoral. Il a ét¢ montré que I’inhibition de NOS réduit la vascularisation
de la tumeur sans affecter les tissus normaux [79]. Il a également €t¢ montré que la production

de NO augmente la production de MMPs et de VEGF [80] [77] [81].

L’ Argl (arginase-1) est responsable de la conversion de L-Arg (L-arginine) en urée et
en L-ornithine [82]. L’ Argl est induite par différentes cytokines (IL-4, IL-13, TGF-p, IL-10)
et se retrouve surtout dans le cytosol des macrophages [83]. Son role est de limiter I’acces de
I’L-Arg aux autres cellules, I'L-Arg est transporté dans la cellule pour étre dégradée. L’L-Arg
est nécessaire a 1’expression de CD3 et de CD8 des lymphocytes T CDS”, sa déplétion par
I’Argl inhibe la prolifération des cellules T, et plus particulierement la prolifération des

lymphocytes T CD8" [83, 84].

La Nrpl (Neuropilin 1) est une protéine transmembranaire de haute affinité pour le
VEGF-A. C’est un récepteur exprimé par les cellules endothéliales et certaines cellules
tumorales, qui agit de concert avec le récepteur tyrosine kinase au VEGF (VEGFR2/KDR)
[85]. C’est une protéine qui joue un réle important dans le développement neuronal et
cardiovasculaire [86]. Dans un contexte tumoral, son activation module la prolifération, la
survie et la migration des cellules néoplasiques [86]. A la surface des cellules tumorales, Nrpl
agit comme co-récepteur du TGF-B et améliore la réponse au TGF-B en augmentant la

signalisation Smad2/3 [87].

CXCR4 (chemokine receptor 4) est le récepteur de CXCLI12 (chemokine ligand 12).

Ce sont deux facteurs importants dans le dialogue qu’entretiennent les cellules tumorales avec
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leur microenvironnement et qui ont un role important a jouer dans le processus de croissance
tumorale, de métastase et d’angiogénese [88]. La sécrétion de haut niveau de CXCL12 dans le
microenvironnement tumoral attire les cellules CXCR4 " (cellules inflammatoires, vasculaires
et stromales) qui vont éventuellement promouvoir la croissance de la tumeur en sécrétant

divers facteurs de croissances, cytokines, chémokines et facteurs pro-angiogéniques [88, 89].

L’IL-6 (interleukine 6) est une cytokine pleiotropique impliquée dans plusieurs
processus tel que I’hématopoicse, le développement neural, I’inflammation, 1’immunité, la
reproduction et le métabolisme des os [90]. Dans la tumeur, I’[L-6 contribue a I’activation de
STAT3, tel que mentionné¢ précédemment ’activation de STAT3 est importante dans le
processus d’immunosuppression et dans d’autres processus de progression de la tumeur. L’IL-

6 va également augmenter la résistance a I’apoptose des cellules néoplasiques [91].

Le VEGF (vascular endothelial growth factor) est essentiel dans la croissance, le
développement et I’entretien de la vasculature. C’est une protéine qui est produite par la
majorité des cellules, mais sa production est augmentée en situation d’hypoxie [92]. Dans un
contexte tumoral, le VEGF est produit par les cellules tumorales en état d’hypoxie, par les
cellules endothéliales et les cellules myé¢loides infiltrantes. Il peut se lier a trois différents
récepteurs tyrosine kinase; VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3. La cascade de signalisation qui
suit la liaison de VEGF a son récepteur implique une multitude d’intermédiaire (ERKs, Src,
PI3K/Akt, FAK, Rho GTPases, NO, MAPK) [92]. L’action du VEGF est primordiale pour la
croissance, la survie, la vascularisation, la perméabilité vasculaire et la métastase des tumeurs

[93][92].

MMP-9 (matrix metalloprotéinase-9) est une protéine extracellulaire qui module
différentes composantes de la matrice extracellulaire (collagene de type IV, V et XI, laminin,
etc.) [94]. Cette protéase est produite par plusieurs types cellulaires (myé¢loides et lymphoides)
et son expression est augmentée par ’activation de CXCR4 et de CCR7 [95]. Dans la tumeur,
MMP-9 joue un role important dans les processus de migration et d’invasion des cellules
néoplasiques [95] [96]. MMP-9 joue également unrdle dans I’angiogénése en régulant ’acces

au VEGF présent dans la matrice extracellulaire [73].
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5. Vue d’ensemble, hypothése et objectifs

Les cellules leucémiques comme les cellules néoplasiques d’autres types de cancers
exercent une forte pression immunosuppressive sur ’ensemble du systéme immunitaire. Ces
cellules leucémiques vont recruter et transformer plusieurs types de cellules pour se construire
un microenvironnement favorisant leur croissance et leur survie. Ces cellules saines de concert
avec les cellules leucémiques vont exprimer un grand nombre de protéines (iNOS, Argl,
Nrpl, CXCRA4, etc) et de médiateurs (TGF-B, IL-6, VEGF, MMP9, etc) qui sont responsables
d’inhiber les attaques du syst¢éme immunitaire contre les cellules cancéreuses. Le TGF-f3 est
une cytokine trés importante dans le processus d’immunosuppression, mais son role sur la
modulation du microenvironnement tumoral leucémique est encore bien mal défini. Notre
hypothése est que 1’expression de TGF-p par les cellules (leucémiques et immunitaires) du
microenvironnement tumoral module I'infiltration de ce microenvironnement par les cellules

du systéme immunitaire.

Dans la présente étude, nous avions fixé comme objectif principal d’enrichir les
connaissances disponibles sur le rdle du TGF-3 dans la modulation du microenvironnement
tumoral leucémique. Pour ce faire, nous avons utilisé des cellules de leucémie lymphoide T
d’origine murine qui produisent du TGF-f, les cellules EL4. Nous avons ¢valué et caractérisé
I’infiltration de différents types de cellules immunitaires (Th, CTL, macrophages, MDSC) de
tumeurs EL4, pour ensuite évaluer le role du TGF-f dans la modulation de ces caractéristiques

cellulaires et moléculaires.
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6. Matériel et méthodes

6.1 Génération de tumeurs dans un modeéle murin

Les cellules tumorales utilisées pour cette étude sont
les cellules ELA4, des cellules de leucémie murine d’origine
lymphoide T et produisant du TGF-B [97]. Elles ont été
cultivées in-vitro dans un milieu DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium), 10% FBS (Feetal bovine serum),
1%-Pen-Strep a 37°C. Pour générer dans la souris des
tumeurs matures apres 21 jours, les cellules EL4 en culture
ont ét¢ lavées deux fois dans du PBS (Phosphate buffered
saline) et resuspendues 4 une concentration de 1x10°
cellules/ml dans du PBS. 500pl de ce mélange (5x10°
cellules/injection) ont été¢ délivrés dans les souris B6.SJL ou
B6.RAG par injection sous-cutanée dans le bas du dos (Figure
6). Apres 21 jours, les souris ont été sacrifiées et nous avons
récupéré la tumeur et la rate de ces souris. La rate d’une souris
naive (non manipulée) a également ét¢ récupérée pour éEtre

utilisée comme controle.

Figure 6 : Tumeur EL4 de

21 jours dans le bas du dos

d’une souris B6.SJL

Pour la génération de tumeurs de 6 jours, une fois que les cellules EL4 aient été lavées

deux fois dans du PBS, elles ont été resuspendues dans du PBS a une concentration de 2x10°

cellules/ml pour étre ensuite mélangées a 50% de Matrigel (BD Bioscience). Le Matrigel

demeure en phase liquide a basse température (4°C) et passe sous forme de gel solide a 37°C,

ce qui permet d’étudier I’infiltration précoce du milieu tumoral (avant qu’une tumeur visible

se forme). Chaque souris B6.SJL recevait une injection de 500l sous-cutanée dans le bas du

dos, pour un total de 5x10° cellules/injection. Six jours aprés Iinjection, les souris ont été

sacrifiées et nous avons récupéré la «tumeur Matrigel» ainsi que la rate de ces souris. La rate

d’une souris naive (non-leucémique) a également été récupérée pour étre utilis€ée comme

contrle, avec et sans matrigel.
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6.2 Caractérisation des populations cellulaires infiltrantes

Les tumeurs et les rates extraites ont ét€¢ broyées a I’aide d’une dissociation mécanique,
puis lavées 3 fois avec du PBS 2%FBS (les rates ont subies une étape de lyse des globules
rouges avant les lavages). Afin de récolter les cellules, une fois lavées, les tissus broyés ont été
filtrées dans des tubes a cytométrie en flux munis d’un bouchon avec filtre intégré (BD Falcon
12x75 mm Tube with Cell Strainer Cap, 35 um nylon mesh). Les cellules ont ensuite été

resuspendues a 1x10° cellules/ml pour étre marquées et analysées par cytométrie en flux.

Pour quantifier I’infiltration des populations cellulaires, tous les échantillons ont été
marqués avec un anticorps anti-CD45.1, les cellules EL4 étant CD45.2. Les cellules des souris
B6.SJL étant CD45.1, le marquage anti-CD45.1 permettait de différencier les cellules
tumorales (EL4 — CD45.2) des cellules immunes infiltrantes (cellules de 1’hote — CD45.1).
L’analyse des populations infiltrantes a été faite en fonction de la quantit¢ de cellules de ses

différentes populations sur la quantité totale de cellules CD45.1 positives.

La détection des différentes populations myéloides a été réalisée en utilisant les
anticorps suivants; anti-CD45.1 (BD Cat#558701), anti-CD11b (BD Cat#552850), anti-Ly6c
(BD Cat#560594), anti-Ly6g (BD Cat#560600), anti-F4/80 (eBioscience Cat#45-4801-80).
Pour ’analyse de ce marquage, les cellules CD45.17 ont été sélectionnées puis de ces cellules
ont été sélectionnées les cellules CD11b" (cellules myéloides). Les cellules CD45.17/CD11b"
ont ensuite été séparées en trois populations distinctes; CD45.17/CD11b"/Ly6cHigh/Ly6g
(monocytes), CD45.17/CD11b"/Ly6cMed/Ly6g" (granulocytes) et CD45.17/CD11b"/F4.80"
(macrophages).

La détection des différentes populations lymphoides a ¢té réalisée en utilisant les
anticorps suivants; anti-CD45.1 (BD Cat#558701), anti-CD11b (BD Cat#552850), anti-CD4
(BD Cat#553049), anti-CD8 (BD Cat#557654), anti-TCRf (BD Cat#553173). Pour
’analyse de ce marquage, les cellules CD45.17 ont été sélectionnées et de ces cellules les
cellules CD11b/TCRB" (lymphocytes T totaux) ont été sélectionnées. Les cellules
CD45.1"/CD11b/TCRB" ont ensuite été séparées selon leur expression des protéines CD4
(Th) et CD8 (CTL).
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La mesure de l'activation des lymphocytes T a été réalisée en utilisant les anticorps
suivants; anti-CD45.1 (BD #cat560520), anti-CD4 (BD #cat552775), anti-CD8 (BD
#cat557654), anti-CD43aag (Biolegend #cat121206). Les cellules CD45.17 ont été
sélectionnées et de ces cellules les populations CD4" et CD8" ont été isolées. Ces populations,
CD45.17/CD4" et CD45.17/CD8", ont ensuite été séparées en fonction de leur expression du
marqueur d’activation CD43aag. Cette isoforme de CD43 reconnues par 'anticorps 1B11 est

exprimée sur les lymphocytes T CD4 et CDS effecteurs [98].

Les échantillons ont été incubés avec les anticorps a 4°C pendant 1h, lavés une fois

avec 500 ul de PBS 2%FBS et analysés au cytometre en flux (BD LSRII).

6.3 Caractérisation des populations Ly6c” et Ly6g"

Les tumeurs et les rates ont ét¢ récupérées et les cellules préparées comme dans la
section précédente. Les cellules ont été resuspendues 4 1x10° cellules/ml pour étre marquées
avec des anticorps couplés a différents fluorochromes; anti-CD45.1-APC (BD Cat#558701),
anti-CD11b-Pe-Cy7 (BD Cat#552850), anti-Ly6c-V450 (BD Cat#560594), anti- Ly6g-APC-
Cy7 (BD Cat#560600). Les cellules ont ensuite été¢ séparées par tri en cytométrie en flux (BD
Aria**) selon le patron d’expression suivant; CD45.17/CD11b"/Ly6cHigh/Ly6g et
CD45.17/CD11b"/Ly6cMed/Ly6g". Ces deux populations ont ensuite ét¢ déposées sur des
lames a I’aide d’un cytospin, fixées dans ’acétone a -20°C et colorées a I’hématoxyline et a
Iéosine. Pour chacun des échantillons un ratio du décompte des cellules polymorphonucléaires
sur un décompte des cellules mononucléaires a ét¢ réalisé. Afin d’éviter de biaiser les
résultats, I’identit¢ des échantillons a ét¢é masquée pour que les décomptes soient faits par un

hématologue de fagon aveugle, a ’aide d’un microscope optique standard (Leitz Laborlux 9).
6.4 Caractérisation des populations CD11b"

6.4.1 Localisation des cellules CD11b" infiltrant la tumeur

Une fois les tumeurs extraites, une fraction a été conservée pour étre congelée a -80°C
dans I’OCT (Optimal Cutting Temperature compound). L’OCT est utilis€¢ pour congeler des

¢chantillons de tissus avant la coupe au microtome-cryostat. Des cryosections de Spm ont été

26



déposées sur des lames et fixées dans un mélange 1 :1 Méthanol/Acétone a -20°C. Une fois
fixées, les tumeurs ont ét¢ marquées avec un anticorps anti-CD11b couplé a un fluorochrome
(FITC fluoresceine iso thio cyanate). Aprés deux heures d’incubation dans une chambre
humide, les échantillons ont ét¢ lavés a trois reprises dans un bain de PBS et une goutte de
DAPI pour colorer les noyaux a été ajoutée. Les lames ont ¢té montées d’une lamelle et scellés
avec du vernis a ongles. L’observation des lames a ¢ét¢ faite avec un microscope a
déconvolution (Zeiss Imager Z2). Pour fin de contrdle une coupe de tumeur non marquée a
I’anticorps anti-CDI11b et ou seul le DAPI a été¢ ajoutée, permettant de s’assurer que les

cellules tumorales n’étaient pas auto- fluorescentes.

6.4.2 Evaluation de I’expression génique de TGF-p, VEGF et MMP9

Les cellules préparées comme décrit précédemment ont ét¢ marquées avec des
anticorps couplés a différents fluorochromes; anti-CD45.1 et anti-CDI11b. Les cellules
CD45.17/CD11b" de rates et de tumeurs ont été triées en cytométrie en flux (BD Aria**).
Ensuite, 1x10° de ces cellules ont été resuspendues dans 200l de PBS et 800yl de Trizol (Life
technologie cat#15596018). L’ARN fiit isolé, dosé par spectrophotométrie (NanoDrop
TECAN Infinite M1000 PRO) et 0,2pug d”ARN (par réaction de 20ul) ont été utilisés pour étre
transcrit en ADN complémentaire & l'aide d’un kit de transcriptase inverse en suivant le
protocole de la compagnie (High Capacity cDNA Reverse Transcription kit Invitrogen).
L’ADNc a été utilisé en qPCR pour évaluer I'expression des geénes suivants; TGF-B (Fw: 5°-
TACGTCAGACATTCGGGAAGCA-3’, Rv: 5-GAAGTTGGCATGGTAGCCCTTG-3’),
VEGF (Fw: 5’-TCCACCATGCCAAGTGGTC-3’, Rv: 5’-CACTCCAGGGCTTCATCGTT-
3%), MMP9 (Fw: 5’-GTCCAGACCAAGGGTACAGC-3’, Fw: 5’-
GTCCAGACCAAGGGTACAGC-3’) et HPRT (Fw : 5’-CTCCTCAGACCGCTTTTTGC-3,
5’-TAACCTGGTTCATCATCGCTAATC-3’) a ¢été utilis€ comme gene rapporteur.
L’amplification a ét¢ réalisée dans un volume total de 25ul (2 ul d’ARN et 23 ul de MasterMix
(12.5pl de 2X BioRad iTaq Universal SYBR, 11.5ul Rnase-Free water, 0.5ul Amorces
FW(1/200), 0.5ul Amorces Rv(1/200))) en triplicata dans des plaques de 96 puits. L’appareil
utilisé pour I’amplification est un ABI 7500 d’Invitrogen.
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6.4.3 Evaluation de I’effet anti-prolifératif des populations CD11b" sur les
populations de lymphocytes T

Alors qu'une fraction des cellules CD11b triées a été utilisée pour les manipulations de
qPCR, l'autre fraction de ces cellules a été utilisée pour mesurer I'effet anti-prolifératif de ces
cellules sur les populations de lymphocytes T. Pour ce faire, nous avons récupéré la rate et le
f€mur d’une souris B6.SJL naive. Le fmur a été coupé en deux parties égales avec une paire
de ciseau, ces parties ont été placées dans un tube de 500pl troué (les extrémités coupées vers
le fond du tube), ce tube a été placé dans un tube de 1.5ml contenant 200l de milieu RPMI
10%FBS Pen-Strep et les tubes ont été centrifugés (10 secondes Quick Spin) nous permettant
de récupérer la moelle dans le tube de 1.5ml. La rate a subi une premiére étape de lyse des
globules rouges, puis les lymphocytes T ont ét¢ récupérés a I'aide d’une trousse
d’enrichissement pour lymphocytes murins (EasySep™ Mouse T Cell Enrichment Kit). Le
protocole utilisé pour I’enrichissement est celui fournit avec la trousse d’enrichissement. Pour
analyser la capacité¢ de prolifération, les lymphocytes T récupérés ont €t¢ marqués au CFSE
(Carboxyfluorescein succinimidyl ester) selon la méthode suivante; les cellules T ont été
resuspendues a 1x10” cellules/ml dans un milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute
Gibco life technologie ref#11875-093). 1 ul de CFSE (5 mM) a ét¢ mélangé a 1ml de PBS et 1
ml de la suspension de cellules T y a été ajouté. Les cellules ont ensuite été incubées avec le
CFSE pendant 10 minutes a 37°C. Le volume a par la suite été doublé avec du FBS et le
mélange incubé sur glace pendant 5 minutes. Les cellules ont ét¢ lavées dans 10 ml de milieux
RPMI, centrifugées et resuspendues dans 10 ml de milieux RPMI 10%FBS Pen-Strep. Les
cellules ont par la suite ét€¢ placées dans des plaques de culture et I’intensité du marquage
évalué par cytométrie en flux aprés 72 heures. Puisque I’intensité du marqueur diminue de
moiti€ a chaque division cellulaire, nous avons déterminé le nombre de divisions et la
proportion de cellules ayant proliférées par cytométrie en flux. Pour tester I’effet anti-
prolifératif des cellules CD11b" sur les lymphocytes T, les lymphocytes T marqués ont été
distribués & raison de 1x10° cellules par puits dans une plaque de 96 puits pré-enduite avec
50ul a 10pug/ml d’un anticorps anti-CD3 (BD #cat553057) pendant 1h a 37°C, a I'exception
des puits réservés au contrdle négatif. Pour les controles, les conditions suivantes ont été

appliquées aux cellules T : pour le controle négatif, rien ne fit ajouté dans le milieu de culture
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des cellules T; pour le contrdle positif les anticorps Anti-CD3 et Anti-CD28 (BD #cat553294)
ont été ajoutés aux cellules T; pour le contrdle de cellules de la moelle osseuses, les cellules T
ont ét¢ mises en co-culture avec 2.5x10% ou 5x10* cellules de moelle de souris B6.SJL naive;
Dans la premiére condition expérimentale, les cellules T ont ét¢ mises en co-culture avec
2.5x10* ou 5x10* cellules CD11b* de rate de souris B6.SJL porteuses de tumeurs; pour la
seconde condition expérimentale, les cellules T ont été mises en co-culture avec 2.5x10* ou
5x10* cellules CDI11b" ayant infiltrées une tumeur EL4. (Les anticorps Anti-CD3 et Anti-
CD28 ont été ajoutés a toutes les conditions a I'exception du contrdle négatif). L’évaluation de

la prolifération a été fait selon la méthode de Gudmundsdottir et Turka [99].

6.4.4 Evaluation en microscopie de I’expression de TGF-f par les cellules

CD11b"

Une fois les tumeurs extraites, une fraction a été conservée pour étre congelée a -80°C
dans ’OCT et des cryocoupes de Sum ont été¢ déposées sur des lames. Les échantillons ont
ensuite €t¢ fixés dans un mélange 1 :1 Méthanol/Acétone a -20°C. Une fois fixées, les coupes
de tumeurs ont ét¢ marquées avec un anticorps anti-CD11b couplé a un fluorochrome (FITC)
et avec un anticorps Anti-LAP (Biolegend Cat#141306) couplé a un fluorochrome différent
(PE). LAP (latency-associated peptide) est la protéine qui maintient le TGF-3 sous sa forme
latente. Apres deux heures dans une chambre humide, les échantillons ont été lavés a trois
reprises dans un bain de PBS, une goutte de DAPI a été ajoutée. Les lames sont par la suite
montées d’une lamelle et scellées avec du vernis a ongles. L’observation des lames a ¢été faite
avec un microscope a déconvolution (Zeiss Imager Z2). Le contrdle utilisé a été une coupe de
tumeur marquée avec un anticorps Anti-IgGl Kappa (controle isotypique PE Biolegend
Cat#400111) en plus du DAPI, ce qui permettait de s’assurer que I’anticorps Anti-LAP était

spécifique et que les cellules tumorales n’étaient pas auto- fluorescentes.

6.5 Transformation des cellules EL4

La transformation des cellules EL4 shLuc et shTGF-f a été réalisée en utilisant le
vecteur pSIREN contenant le géne de la GFP (Green Fluorescent Protein) et le shLuc ou le

shTGF-B, les vecteurs pSIREN ont ét¢ délivrés dans les cellules EL4 par un adénovirus
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conformément au protocole « Cloning into RNAi-Ready pSIREN Vectors » fournit par la
compagnie Clontech avec le produit « Knockout™ Adenoviral RNAi System 1 » (Cat#
631528). L’efficacité de la transformation flit vérifiée par qPCR en utilisant le méme protocole
ayant ét¢ décrit précédemment et en utilisant la méme paire d’amorces TGF-f (Fw: 5°-
TACGTCAGACATTCGGGAAGCA-3’, Rv: 5-GAAGTTGGCATGGTAGCCCTTG-3").
L’expérience a €té réalisée sur les deux populations cellulaires transformées, EL4 shLuc et
EL4 shTGF-B, a des fins d’analyses comparatives. L’efficacit¢é de la transformation fiit
également vérifiée par « Western Blot » ot 3x10° cellules de chacune des conditions (EL4
shLuc et EL4 shTGF-P) ont été centrifugées, resuspendues dans 20pul de tampon de lyse. Le
lysat a été centrifugé, le surnageant a été récupéré et, 5l et 10ul du surnageant utilisés pour la
migration. Aprés la migration, les gels ont ét€¢ bloqués pendant 1 heure, lavés puis marquées
avec un anticorps primaire anti- LAP (1/500) (Biolegend Cat#141306) pour une nuit. Les gels
sont lavés dans du TBST, puis marqués avec un anticorps secondaire Anti-mouse-HRP
(1/5000) (Biorad Cat#170-6516). L’étape de révélation se fait a I’aide des produits Immun-
Star WesternC kit (Biorad #170-5070) et les photographies ont été prises avec I’appareil fuji
image reader LAS4000. L’analyse des photographies a ¢ét¢ effectuée avec Ile

programme Imagel.

6.6 Caractérisation des populations infiltrant la tumeur EL4

transformée dans un modele de souris B6.RAG1 et B6.SJLL

Le processus de caractérisation des populations infiltrantes utilisant les cellules EL4
transformées est sensiblement le méme que celui précédemment décrit utilisant les cellules
EL4 non transformées. Dans le cas du modele murin B6.SJL, la seule différence est que pour
la caractérisation des tumeurs de 6 jours, les injections du mélange matrigel/cellules
ELA4(shLuc ou shTGF- PB) ont ét¢ faites dans la méme souris, ce qui veut dire que chaque
souris recevait dans le flanc droit une injection Matrigel/cellules E1L4 shTGF-J et dans le flanc
gauche une injection Matrigel/cellules EL4 shLuc. Dans le cas du modele murin B6.RAG, la
différence se situe au niveau des marquages ou I’anticorps Anti-CD45.1 flit remplacé par un
anticorps Anti-CD45.2 étant donné le fait que les souris B6.RAG sont CD45.2" contrairement

aux souris B6.SJL qui sont CD45.1". Dans ce méme modéle, les marquages servant a
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I’identification des populations lymphoides ont ¢ét¢ éliminés puisque les populations
lymphoides T et B, a ’exception des cellules NK, sont complétement absentes de ces souris

due a I’absence de la protéine RAG.

6.7 Evaluation de la croissance des tumeurs EL4 transformées

dans un modele de souris B6.RAG1 et B6.SJL

Pour évaluer la croissance des tumeurs, les tumeurs ont ét¢ mesurées a différent temps
suivant I’injection des cellules EL4 transformées. Les tumeurs ont ét¢ mesurées en largeur et
en épaisseur a I'aide d’une reégle aux jours 8, 11, 13, 15 et 18. Au jour 21, les souris ont été
sacrifiées, les tumeurs ont été extraites puis mesurées en largeur, longueur et épaisseur pour

obtenir une mesure plus précise du volume en mm’® des tumeurs.

6.8 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont ét¢ fait avec le logiciel Prism GraphPad. Les données ont été
comparées par un test de Student ou les différences significatives sont montrées par *p<0,05;

** p<0,01; ***p<0,001.
7. Résultats

7.1 Caractérisation des leucocytes infiltrant P’environnement

leucémique

Les cellules tumorales n’opérent pas seules et leur capacité a exprimer une grande
variété de cytokines, dont le TGF-f, et des chimiokines pourraient leur permettre d’éviter leur
¢limination par le systtme immunitaire. En effet, il a été¢ proposé¢ que la sécrétion de TGF-
entrainerait le recrutement et la reprogrammation de plusieurs sous-populations cellulaires
lymphoides et myéloides saines ce qui permettrait aux cellules tumorales d’échapper a la
vigilance du syst¢eme immunitaire [100] [2]. Dans le but d’étudier le r6le du TGF-f} dans la
modulation du microenvironnement tumoral, nous avons utilisé les cellules EL4 de leucémie

murine qui forment des tumeurs lorsque injectées sous-cutanées dans le dos de la souris
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B6.SJL. Les cellules EL4 sont connues pour leur production de TGF-B [2]. Afin de
caractériser les tumeurs formées par les cellules EL4, nous avons analysé les populations
cellulaires qui infiltrent précocement (Jour 6) et tardivement (Jour 21) les tumeurs formées par
les cellules EL4. La rate étant un organe lymphoide important, nous ’avons prélevée et
analysée afin d’¢valuer I'effet syst¢émique de la tumeur EL4. La manipulation de tumeurs
permet difficilement de quantifier I'infiltration cellulaire totale a cause de I’hétérogénéité des
préparations de tumeurs, mais plusieurs informations qualitatives peuvent toutefois étre

obtenues.

Dans un premier temps, les cellules de la rate des souris B6.SJL naives ont été
analysées. Nous avons isolé et quantifié¢ les différentes populations myéloides (Figure 7) par
cytométrie en flux. Les cellules des échantillons analysés ont par la suite ét¢ sé¢lectionnées
positivement si elles exprimaient le marqueur CD45.1. A partir des cellules CD45.17, les
populations my¢loides et lymphoides ont ét¢ analysées. Les populations my¢loides ont été
divisées selon les profils d’expression  suivants : CD45.17/CD11b"/Ly6cieh,
CD45.17/CD11b"/Ly6c™*YLy6g" et CD45.1"/CD11b*/F4/80° qui sont respectivement
rapportées dans la littérature comme étant des populations myéloides monocytaires,

granulocytaires [72] et de macrophages [101].
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Figure 7 : Résultat type lors de I’isolation des populations myé¢loides d’une rate de souris
par cytométrie en flux.

(A) Elimination des débris et élimination des doublets par la taille (FSC) et la granularité
(SSC). (B) Sélection des cellules positives pour le marqueur de différentiation CD45.1. (C) A
partir des cellules CD45.17, sélections des cellules positives pour le marqueur de cellules
myéloides (CD11b). (D) A partir des cellules CD11b"*, sélection des cellules Ly6cHigh
(Monocytes) et des cellules Ly6cM®/Ly6g" (Granulocytes). (E) A partir des cellules CD11b",
sélection des cellules F4/80° (Macrophages). (F) Résumé du processus de collecte des
populations myéloides. Le méme processus de sélection est utilisé pour la caractérisation des

populations qui infiltrent la tumeur.
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7.1.1 Caractérisation des populations myé¢loides de la tumeur au jour 6

Nous avons analysé les populations qui avaient infiltrées la tumeur 6 jours aprés
I’injection. Nous avons observé que les cellules myéloides (CD11b") représentent un fort
pourcentage du total des cellules infiltrantes (CD45.17). Il n’y a aucune différence
significative entre le pourcentage d’infiltration des différentes sous-populations que nous
avons examinées (Figure 8). Il est important de noter qu’il a ét¢ impossible de récupérer et
d’analyser le controle de matrigel seul (sans cellules EL4) car le matrigel était complétement

digéré apres 6 jours.

80+

60-

% cellules CD45.1+

Figure 8 : Caractérisation des populations myéloides de la tumeur au jour 6.

L’ensemble des populations myéloides dans les tumeurs de 6 jours représente environ 50% du
total des cellules infiltrantes (CD45.17). Il n’y a aucune différence significative entre le
pourcentage d’infiltration des différentes sous-populations d’intérét (Ly6g’, Ly6c” et F4/80").
N=4
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7.1.2 Caractérisation des populations myéloides de la tumeur au jour 21

Nous avons caractérisé l'infiltration de tumeurs ELA4 par les populations cellulaires
my¢loides au jour 21 et comparé cette infiltration avec 1’analyse de la tumeur au jour 6. Bien
que nous ayons tendance a retrouver un plus faible pourcentage de cellules CD11b" dans les
tumeurs de 6 jours, nous n’avons observé aucune différence significative entre 'ampleur de
I’infiltration myéloide du jour 6 et du jour 21. Nous avons observé que le pourcentage de
cellules Ly6¢c”™ au jour 21 était significativement plus élevé que celui des populations Ly6g " et

F4/80" (Figure 9).

100+

% cellules CD45.1+

Figure 9 : Caractérisation des populations myéloides de la tumeur au jour 21.
Aujour 21, il y a significativement plus de cellules Ly6c” que de cellules Ly6g" et F4/80". Il
n’y a aucune différence significative entre les populations des jours 6 et 21. N=4. *p<0.05

**p<0.01 Student T-Test.
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7.1.3 Caractérisation des populations myéloides de la rate de souris

porteuses de tumeurs au jour 6

Nous avons analysé les populations myéloides de rates de souris ayant portées une
tumeur EL4 pendant 6 jours. Nous avons observé que I'ensemble des cellules myéloides
(CD11b") représente environ 25% des cellules de rates de souris porteuses de tumeurs et de la
rate d’une souris naive, et que les populations de phénotype MDSC ainsique les macrophages
sont tres faiblement présentes. Il n’y a aucune différence significative entre les différentes
populations de MDSC (Figure 10). Ces résultats suggerent que 6 jours ne suffisent pas a

modifier la composition cellulaire de la rate d’une souris porteuse de tumeur.
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Figure 10 : Caractérisation des populations myéloides de rates de souris porteuses de

tumeurs de 6 jours.
Les cellules myéloides (CD11b") de rates de souris porteuses de tumeurs de 6 jours et d’une
rate de souris naive représentent environ 25% des cellules CD45.1". Les populations de

MDSC (Ly6g', Lybc et F4/80") sont trés peu nombreuses dans les rates de souris porteuses
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de tumeurs de 6 jours et dans la rate de souris naive (Rn). N=4 rates de souris porteuses de

tumeurs.

7.14 Caractérisation des populations myéloides de la rate de souris

porteuses de tumeurs au jour 21

Nous avons caractérisé¢ les populations myéloides présentent dans la rate de souris
ayant portées une tumeur EL4 pendant 21 jours et comparé les résultats avec ceux du jour 6.
Nous avons observé une augmentation significative du pourcentage des populations Ly6g" et
Ly6¢c” aujour 21 par rapport aujour 6 tandis que le pourcentage de cellules CD11b" totales et
de cellules F4/80" demeure constant. Nous avons également observé que le pourcentage de
cellules Ly6g" est significativement plus élevé que le pourcentage de cellules Ly6c ™ et F4/80,
et que le pourcentage de cellules Ly6c” est significativement plus élevé que le pourcentage de
cellules F4/80 (Figure 11). Ces résultats montrent que la progression tumorale favorise

I’accumulation de cellules de phénotype MDSC au niveau systémique.
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Figure 11 : Caractérisation des populations myéloides de la rate de souris porteuses de
tume urs au jour 21.

Le pourcentage de cellules Ly6g™ et de cellules Ly6c” au jour 21 est significativement plus
¢levé qu’au jour 6. Il n’y a aucune différence significative au niveau du pourcentage de
cellules CD11b" totales et de cellules F4/80" des jours 6 et 21. Au jour 21, il y a
significativement plus de cellules Ly6g" que de cellules Ly6¢c” et F4/80", et significativement

plus de cellules Ly6c” que de cellules F4/80". N=4.***p<0.001 Student T- Test.

La caractérisation de I'infiltration myéloide dans les masses tumorales EL4 démontre
que I'infiltration est précoce et ne s’accentue pas dans le temps par rapport aux autres
leucocytes infiltrants et que parmi trois populations myéloides pertinentes (les MDSC
monocytaires, granulocytaires ainsi que les macrophages), les tumeurs au jour 21 contiennent
surtout des cellules d’ immunophénotype MDSC monocytaires. Aussi, nos données démontrent

que la présence de tumeur dans le flanc améne une accumulation de cellules de phénotype
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MDSC majoritairement granulocytaire dans la rate (qui par ailleurs ne contient pas de cellules

leucémique - CD45.27, donnée non montrée).

7.1.5 Caractérisation des populations lymphoides T CD4" et CDS" de la rate
de souris porteuses de tumeurs et de tumeurs EI4 au jour 6 et 21

Les populations lymphoides ont été divisées selon les profils d’expression suivants :
CD45.1"/TCRB/CD4" et CD45.1 " /TCRB"/CDS" qui sont respectivement rapportées dans la

littérature comme étant des populations de lymphocytes T helper et T cytotoxiques [102]
(Figure 12).
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Figure 12 : Résultat type lors de P’isolation des populations lymphoides d’une rate de
souris par cytométrie en flux.

Les premieres étapes de sélection sont les méme que celles de la sélections des populations
lymphoides (A) incluant la sélection des cellules CD45.1 positives. (B) A partir des cellules
CD45.17, sélection des cellules exprimant le marqueur de lymphocytes T (TCR B chain). (C)
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A partir des cellules TCRB", sélection des populations Th (CD4) et CTL (CD8). (D) Résumé
du processus de sélection des populations lymphoides ici représenté a partir d’une rate de

souris CD45.17,

Nous avons analysé Dinfiltration des populations lymphoides CD4" (Th) et CDS8"
(CTL) dans les tumeurs et dans les rates de souris porteuses de tumeur au jour 6 et au jour 21.
Nous avons observé que le pourcentage de cellules CD4" et de cellules CDS8" est
significativement plus €levé au jour 21 qu’au jour 6, les pourcentages passent d’environ 8% a
20% et de 1% a 15% respectivement dans les tumeurs (Figure 13). Nous n’avons observé
aucune différence significative entre les pourcentages de CD4" et de CDS8" dans les rates de

souris porteuses de tumeurs au jour 6 et au jour 21.
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Figure 13 : Caractérisation des populations lymphoides de la rate de souris porteuses de
tumeurs et de tumeurs EL4 au jour 6 et 21.

Augmentation significative des cellules CD4" et des CD8" au jour 21 par rapport au jour 6
dans les tumeurs EL4. Aucune différence significative au niveau de la rate. N=3. *p<0.05

Student T-Test.
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7.2 Mesure de ’accumulation de lymphocytes T activés dans les

rates de souris porteuses de tumeurs et de tumeurs EL4

Les lymphocytes T sont les principaux effecteurs anti-tumoraux et des cellules
susceptibles d’étre modulées de fagon TGF-3 dépendante [103]. Nous avons voulu wérifier si
la tumeur EL4 recrutait des cellules T et si elle recrutait des cellules activées. Pour ce faire
nous avons utilis¢é un marquage de surface reconnaissant une glyco-isoforme de CD43
(CD43aag) présente que sur les effecteurs et absente sur les cellules naives et mémoires [98].
Nous avons mesuré les pourcentages de lymphocytes T dans notre modele de tumeur EL4 et
dans la rate de souris ayant portées une tumeur pendant 6 jours et 21 jours. Nous avons
comparé les proportions de cellules exprimant le CD43aag: des populations de lymphocytes T
CD4" et CD8" (Figure 15), des populations de lymphocytes T CD4" du jour 6 versus celles du
jour 21 (Figure 16) et des populations de lymphocytes T CD8" du jour 6 versus celles du jour
21 (Figure 17).

7.2.1 Comparaison de P’activation entre les populations de lymphocytes T
CD4" et CD8" de rates et de tumeurs EL4

Nous avons observé plusieurs différences significatives entre les populations CD4 " et
CDS" dans les rates et dans les tumeurs. En effet, au jour 6 et au jour 21 aprés injection des
cellules EL4, la proportion de lymphocytes CD4" de la rate exprimant CD43aag est
significativement plus élevée que la proportion chez les lymphocytes CD8". Cependant cette
proportion semble peu différente de ce qu'on retrouve chez une souris non-leucémique. Au
jour 6, la proportion de lymphocytes CD4" activés dans les tumeurs est plus élevée que celle
les lymphocytes CD8" (Figure 14). Aprés 21 jours, la différence entre les populations des
lymphocytes CD4" et CD8" dans les tumeurs n’est pas significative. Alors que la proportion
de cellules effectrices est basse dans la rate, la tumeur recrute une grande proportion de
cellules T activées. La proportion de cellules CD8" activées infiltrant la tumeur semble
progresser a mesure que la tumeur évolue. Il est aussi possible que les cellules soient activées

au niveau de la tumeur.
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Figure 14 : Comparaison du niveau d’activation entre les lymphocytes T CD4" et CDS".
Comparaison des proportions de lymphocytes T activés dans les rates et les tumeurs EL4 aux

jours J6 et J21 N=4, Tumeurs J6 N=2, Tumeurs J21 N=4. *p<0.05.***p<0.001 Student T-

Test.

7.2.2 Accumulation de Th (CD4) effecteurs de rates et de tumeurs EL4

Les lymphocytes Th (CD4) jouent un réle trés important dans la réponse anti-tumorale
[1]. Nous avons donc évalué¢ leur niveau d’activation dans la rate de souris porteuses de
tumeur et dans la tumeur EL4 au jour 6 et au jour 21. Nous avons comparé¢ leur activation en
fonction du temps (jour 6 versus jour 21) et en fonction de leur provenance (rate ou tumeur).
Nos résultats montrent qu’il n’y a aucune différence significative entre la proportion de
cellules activées CD4" entre les jours 6 et 21. Par contre, leur activation est beaucoup élevée
au niveau de la tumeur que de la rate que ce soit au jour 6 ou au jour 21 (Figure 15). Ce qui

confirme qu’il est possible que les cellules soient activées au niveau de la tumeur.
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Figure 15 : Mesure de P’activation des Th (CD4) de rates et de tumeurs EL4 au jour 6 et
21

I1 n’y a aucune différence significative dans la proportion de lymphocytes CD4" activés entre
les jours 6 et 21. La proportion de lymphocytes T CD4" activés est plus élevée dans la tumeur

que dans la rate que ce soit au jour 6 ou au jour 21. Rate naive N=1, Rates J6 et J21 N=4,

Tumeurs J6 N=2, Tumeurs J21 N=4. ***p<0.001. Student T-Test

7.2.3 Accumulation de CTL (CD8) activés de rates et de tumeurs E1L4

Les lymphocytes T cytotoxiques (CD8) occupent €galement un role trés important dans
la réponse anti-tumorale [1], nous avons donc évalué leur niveau d’activation dans la rate de
souris porteuses de tumeur et dans la tumeur EL4 au jour 6 et au jour 21. Nous avons comparé
leur état d’activation en fonction du temps (jour 6 versus jour 21) et en fonction de leur
provenance (rate ou tumeur). Alors qu’il n’y a pas de différence entre la proportion des
CDS8/CD43aag" dans les rates de souris, nous avons observé que les cellules CD8" de tumeur
au jour 21 sont proportionnellement plus activées qu’au jour 6. De plus, nous avons observé
que ces cellules sont significativement plus activées dans les tumeurs E14 que dans les rates

de souris ayant portées ces tumeurs (Figure 16).
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Figure 16 : Mesure de Pactivation des CTL (CD8) de rates et de tumeurs EL4 au jour 6
et 21.

La proportion de cellules CD8" activées de tumeurs augmente significativement au jour 21 par
rapport au jour 6. La proportion de cellules CDS8" activées dans les tumeurs EL4 est
significativement plus élevée que dans les rates de souris ayant portées ces tumeurs. Rate
naive N=1, Rates J6 et J21 N=4, Tumeurs J6 N=2, Tumeurs J21 N=4. *p<0.05.***p<0.001
Student T-Test.

Notre étude de I’infiltration tumorale par les lymphocytes T CD4 et CD8 montre que les
tumeurs induisent l'accumulation de cellules T effectrices. Cette mobilisation n’est pas

systémique, contrairement a ce que 1’on voit pour les cellules my¢loides.
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7.3 Caractérisation par microscopie des populations myéloides

Ly6c et Ly6g de rates et de tumeurs EL4

La forte présence de cellules myéloides n’a jamais été rapportée dans le modele de
leucémie EL4. Nous avons donc entrepris d’examiner de plus prés ces cellules. Les
populations  cellulaires  exprimant les  marqueurs CDI11b"/Ly6g/Ly6ce et
CD11b"/Ly6cMYLy6g" ont été décrite précédemment comme étant respectivement des
populations de monocytes et de granulocytes. [72] Afin de déterminer si nos cellules
possédaient les mémes caractéristiques, les cellules ont été analysées par microscopie optique.
Les cellules CDI1b*/Ly6g/Ly6c™e et CD11b"/Ly6cMY/Ly6g" ont été triées de rates et de
tumeurs EL4 et comptées en microscopie en fonction de leur morphologie (Figure 7). Unratio
des cellules polymorphonucléaires sur les cellules monocytaires a été¢ effectué pour évaluer la
proportion de chaque population. Nous avons montré que les cellules Ly6c” de rates et les
cellules Ly6g" de rates et de tumeurs sont majoritairement polymorphonucléaires et que les
cellules Ly6¢” de tumeurs sont majoritairement mononucléaires. 11 n’y a aucunes différences
significatives entre les populations Ly6c” et de rates et de tumeurs, et entre les populations
Ly6g" de rates et de tumeurs (Figure 17). Nous avons conclus que I'analyse morphologique
confirme que les cellules Ly6c™€" sont majoritairement des monocytes et que les cellules

Ly6g" sont surtout des granulocytes.
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Figure 17: Caractérisation microscopique des populations CD11b'/Ly6c'e" et
CD11b'/Ly6c™%/Ly6g" de rates et de tumeurs EL4.

(A) Photographie représentative de la population CD11b*/Ly6c™® issue de la rate d’une
souris porteuse de tumeur. (B) Photographie représentative de la population
CDI1b"/Ly6c™MYLy6g" issue de la rate d’une souris porteuse de tumeur. (C) Photographie
représentative de la population CD11b"/Ly6c™®" issue d’une tumeur EL4. (D) Photographie
représentative de la population CD11b"/Ly6cM*YLy6g" issue d’une tumeur ELA4.
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7.4 Localisation des cellules myéloides (CD11b") dans la tumeur

EL4

Nous avons montré que les populations cellulaires myéloides (CD11b ") représentent un
fort pourcentage des cellules infiltrant nos tumeurs EL4. Nous avons voulu analyser par
immunofluorescence la localisation de ces cellules dans nos tumeurs. Des cryocoupes de
tumeurs ont €t¢ marquées avec le DAPI (localisation des noyaux) et un anti-CD11b-FITC pour
mettre en évidence les cellules myéloides. Nos résultats montrent que les cellules myéloides
infiltrantes €taient significativement en plus forte concentration en périphérie de la tumeur
(Figure 18.D). Par contre, nous avons également observé une forte densité¢ de ces cellules a

proximité des structures vasculaires présentes au coeur de la tumeur (Figure 18.C).
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Figure 14 : Localisation des cellules myéloides (CD11b") dans la tumeur EL4.

(A) Photographie représentative du contrdle, DAPI seul, utilis¢ pour évaluer
I’autofluorescence des échantillons de tumeur. (B) Photographie représentative de Ila
périphérie d’une tumeur EL4 suite au marquage anti-CD11b-FITC et DAPI. (C) Photographie
représentative d’un vaisseau a I’intérieur d’une tumeur EL4 suite au marquage anti-CDI11b-
FITC et DAPI ou ’on peut observer une forte densité de cellules CD11b". (D) Les cellules
my¢loides infiltrantes sont significativement plus fortement concentrées en périphérie de la

tumeur. N=4 tumeurs. ***p<0.001. Student T-Test
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7.5 Mesure de P’expression génique de génes d’intéréts par les

cellules CD11b" de rates et de tumeurs EL4

Pour poursuivre la caractérisation des cellules myéloides (CD11b") de rates de souris
porteuses de tumeurs et des tumeurs EL4, nous avons évalué I'expression par ces cellules de
différents génes connus pour leurs roles dans la modulation du microenvironnement tumoral
soit TGF-B, VEGF et MMP9 [2, 95]. L’expression est toujours présentée par la relation entre
I’expression de ces génes par les cellules myéloides des tumeurs sur ’expression de ces genes
par les cellules CD11b+ de la rate d’une souris naive, non leucémique (calibrateur). La valeur
1 représente Iexpression du calibrateur. RQ = Relative quantification = 2722, Notre
hypothése était que par rapport a la rate, les cellules myéloides infiltrant les tumeurs
exprimeraient plus fortement ces trois genes et ainsi auraient témoigné en faveur d’une
identit¢ MDSC et d’un potentiel immunosupresseur. D’autres essais ont €t¢ faits avec les
génes CXCR4, Nrpl, INOS et arginase afin d’étendre cette caractérisation, mais a ce stade,

des difficultés techniques limitent I’interprétation de nos résultats pour ces genes.

7.5.1 Expression de TGF-p

Le TGF-p étant une cytokine avec des propri¢tés immunosuppressives qui est sécrétée
par plusieurs types de cellules myéloides dites suppressives, nous avons voulu déterminer s’il
était exprimé par les cellules CD11b" de rates de souris porteuses de tumeurs ou de tumeurs
EL4. Nous n’avons observé aucune différence significative entre I'expression de TGF- par
les cellules CD11b" de rates ou de tumeurs, notamment a cause d’une trés grande
hétérogénéité entre les réplicas expérimentaux. Par contre, nous avons noté que I’expression
de TGF-p par les cellules CD11b" de rates ou de tumeurs tend a étre inférieure a celle des
cellules CD11b" de la rate de souris naives (arbitrairement a 1 sur I’axe des y de la Figure 19).
Ce qui montre que la présence de cellules tumorales diminue I’expression de TGF-B par les

cellules CD11b".
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Figure 15 : Expression de TGF-p (ARNm) par les cellules CD11b" de rates et de tumeurs
ELA4.

Il n’y a aucune différence significative entre ’expression de TGF-p par les cellules CD11b" de
rates ou de tumeurs, mais I’expression est inférieure a celle des cellules CD11b" de la rate

d’une souris naive. Rates N=4. Tumeurs N=5.

7.5.2 Expression de VEGF

Le VEGF (Vascular endothelial growth factor) est une protéine importante dans le
processus d’angiogenése tumoral et d’immunosuppression [95]. Dans le but de poursuivre
notre caractérisation des cellules CD11b", nous avons mesuré I'expression du VEGF par les
cellules myéloides de rates et de tumeurs EL4. Nous avons observé une augmentation de
I’expression du VEGF dans les cellules CD11b" provenant de rates et de tumeurs par rapport
aux cellules CD11b" d’une rate de souris naive. De plus, une différence significative a été
observée entre I'expression du VEGF entre les cellules de rates et de tumeurs (Figure 20). En
effet, Pexpression du VEGF est plus élevée dans les cellules CD11b" de la rate que dans les

cellules présentes dans les tumeurs.
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Figure 16 : Expression de VEGF (ARNm) par les cellules CD11b" de rates et de tumeurs
ELA4.

Augmentation de ’expression de VEGF dans les cellules CD11b" provenant de rates et de
tumeurs par rapport aux cellules CD11b" d’une rate de souris naive. Différence significative
de I'expression de VEGF entre les cellules de rates et de tumeurs. Rates N=3. Tumeurs N=5.

*p<0.05. Student T-Test.

7.5.3 Expression de MMP9

La protéase MMP9 (Matrix metalloproteinase-9) joue un role important dans le
remodelage du microenvironnement tumoral et dans le processus d’invasion des cellules
tumorales [95]. Dans le but de poursuivre notre caractérisation des cellules CDI11b", nous
avons mesuré I'expression de la MMP9 par les cellules myéloides de rates de souris porteuses
de tumeurs EL4. Nous avons observé une trés forte augmentation de I’expression de MMP9
par les cellules CD11b" de rates de souris porteuses de tumeurs par rapport aux cellules
CD11b" de la rate d’une souris naive. Nous avons également observé une différence
significative entre I’expression du MMP9 par les cellules CD11b" de rates et les cellules

CD11b" de tumeurs (Figure 21), I’expression dans les cellules de Ia rate étant plus importante.
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Figure 17 : Expression de MMP9 (ARNm) par les cellules CD11b" de rates et de tumeurs
ELA4.

Trés forte augmentation de I’expression de MMP9 par les cellules CD11b" de rates de souris
porteuses de tumeurs par rapport aux cellules CD11b" de la rate d’une souris naive. Différence
significative entre 1’expression de MMP9 par les cellules CD11b" de rates et les cellules

CDI11b" de tumeurs. Rates N=3. Tumeurs N=5. ***p<0.001 Student T-Test.

Contrairement a notre hypothése de départ, les cellules CD11b" de tumeurs EL4
n’expriment pas plus d’ARNm de TGF-f, de VEGF et de MMP9. Par contre, I’expression de
ces ARNm par les CD11b" de tumeurs et de rates par rapport a leur expression par les CD11b"
de rates de souris naives est substantiellement supérieure. Ces résultats démontrent que la

leucémie a vraisemblablement un effet sur la biologie des cellules my¢loides.

Notre ¢évaluation des transcrits de trois génes pertinents a la fonction des MDSC nous
suggere que contrairement a ce que nous pensions, l’expression de TGF-B n’est pas
augmentée dans les cellules myéloides infiltrantes et chez les cellules s’accumulant dans la
rate de souris leucémiques. Par contre, il semble clair que les transcrits de MMP9 et VEGF

soient plus élevés dans les populations myéloides de souris leucémiques. Les différences entre
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les populations spléniques et tumorales demeurent toutefois plus difficiles a expliquer. Une
possibilité est que le processus d’extraction des cellules a partir de tumeur, suivi du tri,

endommage davantage les cellules infiltrant la tumeur.

7.6 Mesure de I’effet anti-prolifératif des cellules CD11b de rates

et de tumeurs sur les lymphocytes T

Les MDSCs (Myeloid-derived Suppressor Cells) sont connues pour leurs
caractéristiques immunosuppressives [72]. Elles correspondent aux CD11b" (Ly6c” et Ly6g")
et font partie des populations myéloides CD11b". Dans la présente étude, nous voulions
étudier 1’impact de ces cellules sur la prolifération des lymphocytes T CD4" et CD8" de rates
de souris naives. En raison du nombre relativement faible des CD11b" (Ly6¢c” et Ly6g') et a
I’impossibilit¢ de trier suffisamment de ces cellules, nous avons utilis¢é I'ensemble de la
population CD11b" triées a partir de suspensions cellulaires de tumeur et de rate de souris
leucémiques pour procéder a I’é¢tude. Notre controle était des cellules myéloides obtenues a
partir de la moelle osseuse d’une souris saine. La moyenne R (Rate of responder pool cells
that actually responded) correspond au pourcentage de cellules T CD4 et CD8 qui se sont
divisées au moins une fois (Figure 22 A et Figure 23A). Cette variable permet de savoir si un
stimulus donné a un impact sur le nombre de cellules T qui atteignent le seuil d’activation
critique pour amorcer leur réponse proliférative. La moyenne Td (Doubling time) correspond
au temps moyen nécessaire par division, par rapport au contrdle positif (Figure 22B et Figure
23B). Cette variable mesure une autre propriét¢é que le R en estimant la cinétique de
prolifération. Le controle positif (cellules T cultivées seules avec stimulus mitogénique CD3 &
et CD28) est 100% pour la moyenne R et pour la moyenne Td. Une moyenne R inférieur a
100% signifie qu’il y a eu une baisse de la réponse proliférative et une moyenne Td supérieure

a 100% signifie une accélération du processus de division cellulaire.

Nous avons observé un effet anti-prolifératif (R) des cellules de moelles osseuses
totales sur les cellules CD4" et CD8", mais les cellules de moelles osseuses n’ont eu aucun
effet sur le temps de dédoublement des cellules CD4" et CD8" qui se sont divisées. Nous
n’avons observé aucun effet des cellules CD11b" de rates provenant des souris porteuses de

tumeurs et de tumeurs sur les cellules CD4" (Figure 22). Par contre, une augmentation de la
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moyenne R des cellules CD8" misent en culture avec les cellules CD11b" de rates de souris
porteuses de tumeurs et une augmentation significative de la moyenne R des cellules CD8"

misent en culture avec les cellules CD11b" de tumeurs EL4 a été observé (Figure 23).
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Figure 18 : Mesure de ’effet anti-prolifératif des cellules CD11b" sur les lymphocytes T
CD4'.

(A) Les cellules CD11b" de rates et de tumeurs EL4 n’ont aucun effet sur la prolifération des
cellules CD4" de souris B6.SJL naive, par contre les cellules contrdles (cellules de moelle
osseuse) ont diminué la capacité des cellules CD4" a proliférer. (B) Les cellules CD11b" de
rates, de tumeur et de moelle osseuse n’ont eut aucun effet sur le temps de dédoublement des
cellules CD4". Dans chacun des cas, 1x10° cellules CD4" sont exposées a 2.5x10* ou 5x10*
cellules des différentes conditions. Rates et tumeurs N=3. Ctrl- (cellules T cultivées dans

stimulus mitogénique) N=2. Moelle osseuse N=1.
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Figure 19 : Mesure de ’effet anti-prolifératif des cellules CD11b" sur les lymphocytes T
CDS§".

(A) Les cellules CD11b" de rates de souris porteuses de tumeur ont tendance & augmenter la
prolifération des cellules CD8" alors que les cellules de moelles osseuses diminue leur
prolifération et les cellules CD11b" de tumeurs EL4 augmentent significativement leur
prolifération. (B) Les cellules CD11b" de rates, de tumeur et de moelle osseuse n’ont eut
aucun effet sur le temps de dédoublement des cellules CD8". Dans chacun des cas, 1x10°
cellules CD8" sont exposées a 2.5x10* ou 5x10* cellules des différentes conditions. Rates et
tumeurs N=3. Ctrl- N=2 (cellules T cultivées dans stimulus mitogénique). Moelle osseuse

N=1. ***p<0.001 Student T-Test.

Le microenvironnement tumoral est parsemé¢ de cellules myéloides, leur gradient
diminue de I’extérieur vers I’intérieur et elles sont présentent en grand nombre en périphérie
des vaisseaux sanguins. Les cellules myéloides de phénotype MDSC s’accumulent dans Ia
tumeur et de fagon systémique. Par contre, il nous a ét¢ impossible de démontrer leurs effets

suppresseurs sur la prolifération des lymphocytes T.
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7.7 Evaluation qualitative en microscopie de ’expression de TGF

par les cellules CD11b de tumeurs EL4

Pour confirmer les résultats obtenus en qPCR, nous avons analysé des cryo-coupes de
tumeurs EL4 marquées avec différents anticorps par immunofluorescence. Les coupes ont été
marquées avec un anticorps anti- LAP-PE (LAP conserve le TGF-f sous sa forme latente) et
avec un anticorps anti-CD11b-FITC. La spécificité de I’anticorps anti-LAP-PE a été vérifiée a
I’aide d’un controle isotypique anti-IgG1 utilisé sur une coupe de testicule (Figure 24.A) et sur
une coupe de tumeur EL4 (Figure 24.C). Le testicule a ét¢ utilisé comme controle puisqu’il est
un organe immuno-privilégi¢ qui produit du TGF- [104] et que par conséquent il contient la
proté¢ine LAP (Figure 24.B Rouge). Nous avons observé que LAP ne semble pas présent dans

les cellules CD11b", mais plutt sur les cellules tumorales elles-mémes (Figure 24.D).
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Figure 20 : Evaluation qualitative en microscopie de ’expression de TGF par les cellules
CD11b de tumeurs EL4.

(A) Controle négatif de testicule DAPI (Bleu) et ctrl isotypique anti-IgG1-PE murin. (B)
Controle positif de testicule; DAPI (Bleu) et anti- LAP-PE (Rouge). (C) Contrdle négatif de
tumeur EL4; DAPI (Bleu) et ctrl isotypique anti-IgG1-PE murin. (D) Tumeur EL4 marqué
avec DAPI, anti-LAP-PE (Rouge) et anti-CD11b-FITC (Vert). Trés peu de colocalisation
entre les cellules CDI11b" et la protéine LAP dans la tumeur EL4. (E) Cellules tumorales

exprimant LAP (Rouge). N=4 tumeurs.
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7.8 Caractérisation des populations infiltrantes suivant le

« knockdown » de TGF-p des cellules EL4

Précédemment, nous avons déterminé que les cellules tumorales produisent du TGF-p.
Dans le but d’¢lucider le r6le du TGF-B provenant des cellules leucémiques dans la
modulation du microenvironnement tumoral nous avons transformé des cellules EL4. Afin de
diminuer la production de TGF-B, un shTGF-B+GFP a été introduit dans le génome de
cellules EL4. Un shLuc+GFP a ét¢ introduit dans le génome de cellules EL4 a des fins de
contrdle. L’efficacit¢ du shTGF-B a ét¢ vérifice par qPCR et par Western Blot chez des
cellules EL4 en culture. Par qPCR, nous avons observé une diminution de I'expression de
TGF-B d’environ 60% dans les cellules EL4 transformées (Figure 25.A). Par Western Blot,

nous avons observé une diminution de TGF-f latent d’environ 40% dans les cellules ELA4

transformées (Figure 25.B).

1.5- 1.5-
£
w =
< 1.0 & 1.0-
(1] S
< <
= _
L o
O 0.5- + 0.54
(1 7]
w
0.0 : : 0.0 1 ¥
o S & &
& £ S &
% £ @ &
<9 <O
& &

Figure 21 : Vérification par qPCR et par Western Blot de I’efficacit¢ du «Knockdown»

de TGF-p dans les cellules EL4.
(A) Diminution d’environ 60% de la quantit¢ d’ARNm codant pour TGF-a dans les cellules
EL4 transformées. (B) Diminution d’environ 40% de la quantit¢ de TGF-p latent dans les

cellules ELA4 transformées. N=1

58



7.8.1 Caractérisation des populations de la tumeur au jour 6 dans le modéle

murin B6.SJL

Nous avons analysé et comparé I’infiltration des populations myéloides et lymphoides
au jour 6 dans des tumeurs EL4 shLuc et des tumeurs EL4 shTGF-f. Nous avons observé un
pourcentage significativement plus élevé de cellules Ly6g" que de cellules Ly6c” et F4/80"
dans les deux modeles de tumeurs EL4 (shLuc et shTGF-f), et un pourcentage de cellules
CD4" significativement plus élevé que le pourcentage de cellules CD8" dans les tumeurs EL4
shTGF-p. La dominance des cellules Ly6g" est compatible avec nos observations précédentes
chez des cellules EIL4 non transformées. Malheureusement, nous n’avons observé aucune
différence significative entre les populations infiltrantes la tumeur EL4 shLuc et la tumeur

EL4 shTGF-f au jour 6 (Figure 26).

59



% cellules CD45.1+

Figure 22 : Caractérisation des populations de la tumeur au jour 6 dans le modéle murin
B6.SJL.

11y a significativement plus de cellules Ly6g" que de cellules Ly6c” et F4/80" dans les deux
modeles de tumeurs EL4 transformées (shLuc et shTGF-B). Dans la tumeur EL4 shTGF-f, ily
a significativement plus de cellules CD4" que de cellules CD8". Il n’y a aucune différence
significative entre les populations qui infiltrent la tumeur EL4 shLuc et celles qui infiltrent la

tumeur EL4 shTGF-f. N=3. *p<0.05. ***p<0.001. Student T-Test.
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7.8.2 Caractérisation des populations de la tumeur EL4 shLuc et EL4
shTGF-$ au jour 21 dans le modéle murin B6.SJL

Nous avons analysé les différentes populations myéloides et lymphoides qui infiltrent
les tumeurs EL4 shLuc et shTGF-3 dans des souris B6.SJL au jour 21 suivant I'injection.
Nous avons observé une différence significative au niveau du pourcentage de cellules CD11b"
totales qui infiltrent la tumeur. En effet, il y a une diminution du ratio de cellules CD11b" sur
le total de cellules infiltrantes (CD45.17) dans les tumeurs EL4 shTGF-p par rapport au méme
ratio dans les tumeurs EL4 shLuc. Nous n’avons observé aucune différence dans les

proportions des autres sous types cellulaires (Figure 27).
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Figure 23 : Caractérisation des populations de la tumeur EL4 shLuc et EL4 shTGF-f au
jour 21 dans le modele murin B6.SJL

I1y a une diminution duratio de cellules CD11b" sur le totalde cellules infiltrantes (CD45.1")
dans les tumeurs EL4 shTGF-B par rapport au méme ratio dans les tumeurs EL4 shLuc.
Aucune différence dans les proportions des autres sous types cellulaires n’a été observée. N=3.

*p<0.05 Student T-Test.
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7.8.3 Caractérisation des populations de la rate de souris porteuses de

tumeurs EL4 shLuc et shTGF-$ au jour 6 dans le modéle murin B6.SJLL

Nous avons caractérisé les populations myéloides et lymphoides de rates de souris
porteuses de tumeurs EL4 shLuc et shTGF-3 au jour 6 pour pouvoir comparer la composition
cellulaire de la rate au jour 6 avec celle du jour 21 aprés linjection de cellules EL4
transformées. Nous avons observé, tel que précédemment, qu’il y avait plus de cellules CD4"
que de cellules CDS" dans la rate de souris porteuses de tumeurs au jour 6 (Figure 28). Nous
n’avons pas fait de comparatif entre les rates de souris porteuses de tumeurs EL4 shLuc et les
rates de souris porteuses de tumeurs EL4 shTGF-P parce que I’expérience était faite dans la
méme souris (pour des raisons économiques et éthiques), dans un flanc étaient injectées les

cellules EL4 shLuc et dans I'autre flanc étaient injectées les cellules EL4 shTGF-.
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Figure 24 : Caractérisation des populations de la rate de souris porteuses de tumeurs
EL4 shLuc et sShTGF-p au jour 6 dans le modeéle murin B6.SJL.

11y a environ 15% de cellules CD11b", 25% de cellules CD4" et 10% de cellules CD8+. N=3.
Student T-Test.
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7.8.4 Caractérisation des populations de la rate de souris porteuses de

tumeurs EL4 au jour 21 dans le modele murin B6.SJL

Nous avons analysé les différentes populations myéloides et lymphoides présentes dans
la rate de souris porteuses de tumeurs EL4 au jour 21 suivant I’injection sous-cutanée de
cellules EL4 transformées shLuc et shTGF-P dans des souris B6.SJL. L’analyse des résultats
n’a révélé aucune différence significative entre les populations de cellules des rates de souris
porteuses de tumeurs EL4 shLuc et les rates de souris porteuses de tumeurs EL4 shTGF-J3

(Figure 29).
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Figure 25 : Caractérisation des populations de cellules de la rate de souris porteuses de
tumeurs EL4 shTGF-p au jour 21 dans le modéle murin B6.SJL.
Il n’y a aucune différence significative entre les populations des rates de souris porteuses de

tumeurs EL4 shLuc et des rates de souris porteuses de tumeurs EL4 shTGF-B. Tumeur ELA4
shLuc N=3. Tumeur EL4 shTGF-3 N=4.
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Globalement, nos expériences avec des cellules EL4 dont la production de TGF-B est réduite
nous montrent que peu de changements dans I’infiltration cellulaire. Cette série d’expériences
montre quelques résultats discordants par rapport aux études précédentes quant a la dominance
des cellules CD11b" dans Dinfiltrat leucocytaire des tumeurs EL4 et la quantité de cellules
F4/80" témoignant de la difficulté d’extraire des cellules hématopoiétiques de tissus tumoraux.
Ces études bien controlées permettent toutefois de suggérer que la quantit¢ de TGF-B
produites par les cellules cancéreuses a un impact sur I’infiltration par les cellules myéloides
(Figure 27).

Nous savons que les cellules CD11b" infiltrantes ne produisent pas beaucoup de TGF-
B et que la réduction de la production de TGF-B par les cellules tumorales aurait un impact
léger sur I'infiltration des cellules my¢loides. Une autre source potentielle de TGF-B serait les
lymphocytes T qui infiltrent aussi la tumeur [105]. Dans ce contexte, il est possible que le
TGF-B produits par les lymphocytes T dans les tumeurs EL4-shLuc ou ELA4-shTGF
compensent en partie en produisant du TGF-B. Nous avons éliminé cette variable et examiné
lors d’une expérience exploratoire comment se comportaient les cellules myéloides dans des

souris RAG.B6.

7.8.5 Caractérisation des populations de la tumeur EIL4 shLuc et EL4
shTGF-$ au jour 21 dans le modéle murin RAG.B6

Nous avons utilis¢é ce modéle murin RAG.B6 pour évaluer I'importance des
lymphocytes dans la modulation du microenvironnement tumoral leucémique EL4 et évaluer
I’effet, sur ce méme microenvironnement, du «knockdown» de TGF-f dans nos cellules ELA4.
Nous avons observé une augmentation significative dans le pourcentage de cellules
CDI1b"/Ly6c™M/Ly6g" lors du «knockdown» du TGF-p. Nous n’avons observé aucune
différence significative dans I’analyse des autres populations cellulaires (Figure 30). Les
résultats obtenus dans les tumeurs ne correspondent pas a ce que nous avions obtenu dans la
rate ol les cellules Ly6g" demeuraient dans les mémes proportions alors que les proportions

des populations Ly6c” et F4/80" variaient significativement.
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Figure 26 : Caractérisation des populations de la tumeur EL4 shLuc et EL4 shTGF-§ au
jour 21 dans le modele murin RAG.B6.

Augmentation significative dans le pourcentage de cellules CDI1 1b+/Ly6cMed/Ly6g+ lors du
«knockdown» du TGF-B. Tumeur EL4 shLuc N=6. Tumeur EL4 shTGF-B N=8. *p<0.05
Student T-Test.

7.8.6 Caractérisation des populations de la rate de souris porteuses de

tumeurs EL4 shLuc et EL4 shTGF-f au jour 21 dans le modéle murin
RAG.B6

Afin de mieux comprendre si le TGF-B venant de la tumeur avait un impact sur le
recrutement des différentes cellules myéloides, nous avons utilis¢ un modéle ou les
lymphocytes sont absents, parce que les lymphocytes font parties des cellules qui peuvent

sécréter du TGF-f et d’autres médiateurs pouvant attirer les cellules myéloides.

La souris RAG.B6 est incapable de produire des lymphocytes, nous avons utilisé ce
modele murin pour évaluer I'importance des lymphocytes dans la régulation des populations

my¢loides présentes dans la rate des souris porteuses de tumeurs EL4 et évaluer I’effet, sur ces
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populations, du «knockdown» de TGF- dans nos cellules EL4. L’analyse a été faite sur le
total de cellules CD45.2" car les souris RAG.B6 sont CD45.2", contrairement aux souris
B6.SJL qui sont CD45.17. Nous avons observé une baisse significative des populations
CD11b"/Ly6C"¢" et CD11b"/F4/80" dans les rates de souris porteuses de tumeurs EL4
shTGF-f par rapport a ces mémes populations dans les rates de souris porteuses de tumeurs
EL4 shLuc. Nous n’avons observé aucunes différences significatives dans ’analyse des autres

populations cellulaires (Figure 31).
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Figure 27 : Caractérisation des populations de la rate de souris porteuses de tumeurs

EL4 shLuc et EL4 shTGF-$ au jour 21 dans le modele murin RAG.B6.

Baisse significative des populations CD11b"/Ly6C™¢" et CD11b"/F4/80" dans les rates de
souris porteuses de tumeurs EL4 shTGF-f par rapport a ces mémes populations dans les rates
de souris porteuses de tumeurs EL4 shLuc. Tumeur EL4 shLuc N=6. Tumeur EL4 shTGF-3
N=8. *p<0.05 Student T-Test.

Dans la souris B6.RAG, nos résultats indiquent que I’absence de lymphocytes T
n’affecte pas I’infiltration par les cellules CD11b" en général, mais influe sur les pourcentages
de quelques types de cellules myéloides dans les tumeurs et les rates. Ces changements sont

statistiquement significatifs, mais demeurent modestes.

67



7.9 Evaluation de la croissance des tumeurs

Dans cette portion de 1’étude, afin de faire le lien entre la production de TGF-f par les
cellules tumorales et la croissance de la tumeur nous avons mesuré la croissance des tumeurs
EL4 shLuc et shTGFP évoluant dans nos deux mod¢les murins, B6.SJL et RAG.B6. Plus
précisément, le but était de déterminer si le faible niveau d’expression TGF-f par les cellules
EL4 shTGF-B avait un effet sur la croissance tumorale. Nous avons mesuré a différents temps
le volume des tumeurs, dans chacune des conditions, au jour 8, 11, 13, 15 et 18. Une derniere
mesure a ét¢ prise au jour 21 une fois les tumeurs retirées. Notre hypothése était que la
production de TGF-f faciliterait la croissance tumorale. La cinétique de croissance des
tumeurs montre que les tumeurs ont tendance a croitre plus rapidement lorsque la production
de TGF-P par les cellules EL4 est réduite. L’absence de lymphocytes augmente également la
capacité des cellules EL4 a croitre plus rapidement (Figure 32). En effet, nous avons observé
une différence significative dans le volume des tumeurs au jour 21 entre les tumeurs EL4
évoluant dans les souris B6.SJL et les tumeurs EL4 évoluant dans les souris RAG.B6 (Figure
33). Contrairement a notre hypothése de départ, nous avons observé que les tumeurs avaient
tendance a croitre plus rapidement lorsque la production de TGF-f3 par les cellules EL4 était
diminuée.

Contrairement a ce que nous avions propos¢ comme hypotheése, nous avons donc
constaté que la réduction de la production de TGF- n’altére pas I’infiltration et de fagcon toute

aussisurprenante, elle semble accélérer la croissance tumorale.
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Figure 28 : Cinétique de croissance des tumeurs EL4 shLuc et shTGF-p dans les modéles

murins B6.SJL et RAG.B6.
Les tumeurs ont tendance a croitre plus rapidement lorsque la production de TGF-f des
cellules EL4 est réduite et I'absence de lymphocytes augmente également la capacité¢ des

cellules EL4 a croitre plus rapidement. N=2-4
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Figure 29 : Volume final au jour 21 des tumeurs EL4 shLuc et shTGF-p dans les modéles
murins B6.SJL et RAG.B6.

Augmentation significative du volume des tumeurs EL4 shLuc RAG.B6 par rapport aux
tumeurs EL4 shLuc B6.SJL et augmentation significative du volume des tumeurs EL4 shTGF -
B RAG.B6 par rapport aux tumeurs EL4 shTGF-B B6.SJL. N=6 a 9. *p<0.05. **p<0.01
Student T-Test.
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8. Discussion

Le microenvironnement tumoral leucémique est composé d’un ensemble complexe de
cellules qui contribuent toutes par la sécrétion de facteurs de croissance et de cytokines qui
crée un milieu propice a la croissance et a la prolifération des cellules néoplasiques. La
caractérisation du microenvironnement est importante dans des contextes d’immunothérapies;
le nombre de cellules infiltrantes, leurs fonctions, les médiateurs (TGF) qui contrélent cette
écologie et I’impact éventuel d’un blocage du TGF-B sur I’efficacité¢ d’immunothérapies sont

des primordiales données a acquérir [106].

L’importance du TGF-f dans la modulation du microenvironnement tumoral a déja été
démontré dans plusieurs modeles de cancers (poumon, intestin, etc) [107] [108] [109]. Les
mécanismes par lesquels le TGF-B contribue a la prolifération des cellules tumorales sont
multiples et influencent le devenir de plusieurs types cellulaires. Bien que son role est étudié
depuis trois décennies dans un grand nombre de modéles tumoraux, son implication dans un
contexte leucémique est encore peu caractérisé. La présente étude avait donc comme principal
objectif de mieux comprendre I'influence de TGF-f3 dans le développement de tumeurs et plus

spécifiquement dans un modele de leucémie lymphoide T [2].

Dans la premiére partie de 1’étude, nous avons procédé a la caractérisation du modele
de leucémie lymphoide T murine que nous voulions utiliser. Nos premiéres analyses ont révélé
une dominance de Iinfiltration de cellules myéloides (CD11b") dans la phase précoce de la
formation de tumeurs EL4 (tumeur 6 jours). Initialement, nous pensions devoir nous
concentrer sur les populations lymphoides T qui dans plusieurs contextes semblent avoir été
les principaux acteurs de la réponse anti-EL4 [97]. Bien que nos données en souris B6.RAG
nous suggerent qu’en effet, les lymphocytes T retardent la croissance tumorale, nous avons
décidé de mieux définir I’infiltration par les cellules myéloides, le principal type de leucocytes
qui envahit les masses tumorales EL4 au jour 21. La présence de cellules my¢loides peut
s’expliquer par le fait que nous avons introduit, dans nos souris, des cellules tumorales qui
pouvaient engendrer une réponse immunitaire de I’hote. En effet, dans ce contexte, puisque les
(CD11b"), cellules myéloides de I’immunité innée représentent le premier type cellulaire du

systéme immunitaire qui détecte les anomalies dans ’organisme, il nous apparait normal de
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les retrouver dans le microenvironnement précoce [29]. A cet effet, le fait d’avoir un modéle
injectable implique nécessairement un traumatisme lors de 1’inoculation. Ceci aurait pu
amener un biais et un recrutement précoce de cellules myéloides détectant des signaux de
danger [29]. Cependant, nous avons également observé que la proportion de cellules
my¢loides semble augmenter dans les tumeurs matures (tumeurs de 21 jours). Les tumeurs
EL4 de 6 jours contiennent des cellules myéloides de phénotype MDSC (Ly6c' et Ly6g") et de
macrophages et la proportion de ces types cellulaire est inchangée entre le
microenvironnement de tumeurs précoces et celui de tumeurs matures. Les MDSC et les
macrophages (particuliement les M2) sont des cellules qui jouent un role dans
I’immunosuppression et la réparation des tissus endommagés. Les résultats obtenus dans la
présente étude suggerent qu’un équilibre s’établit au cours du développement de la tumeur et
que, aprés une certaine période de croissance, I'accumulation de ces cellules myéloides
immunorégulatrices n’est plus nécessaire pour la division et a la survie des cellules tumorales
[110]. Ce que nous suggérons c’est que lorsque I’immunosuppression est compléte, donc que
la tumeur devient invisible aux yeux du syst¢tme immunitaire, le recrutement de cellules de
phénotype MDSC devient inutile et est arrété ou ralentit. Cet équilibre pourrait étre la
conséquence de la production par les MDSC et les M2 déja présents, de cytokines et de
chimiokines qui seraient suffisantes pour maintenir la croissance et la survie des cellules
tumorales dans les tumeurs matures. Nous avons également observé une dominance
significative de la proportion des cellules MDSC (Ly6¢") par rapport aux cellules MDSC
(Ly6g") et F4/80" (M2) dans les tumeurs de 21 jours. Dans d’autres modéles de tumeurs, il a
été démontré que ces deux sous-populations de MDSC utilisent des mécanismes suppressifs
différents, les MDSC Ly6c” (monocytiques) vont exprimer de hauts niveaux de NO et de bas
niveaux de ROS, alors que les MDSC Ly6g" (granulocytiques) vont exprimer de bas niveaux
de NO et de hauts niveaux de ROS [111]. Ces deux populations vont étre en mesure d’inhiber

la prolifération des cellules T avec la méme efficacité [111].

Les MDSC et les M2 contribuent a la prolifération cellulaire en produisant des
cytokines et des facteurs de croissance dans d’autres modeles tumoraux. Les MDSC exercent
une forte pression immunosuppressive sur les lymphocytes T alors que les M2 (qui sont aussi

une fonction immunosuppressive) présents dans la tumeur vont produire de 1’ornithine, de
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I’EGF, du VEGF qui contribuent a la prolifération et & la survie des cellules tumorales [76]
[72, 73]. TGF-B joue un role important dans le maintien et la survie de ces populations
cellulaires. 11 est raisonnable de croire qu’ils pourraient jouer le méme rdle dans notre modele
de leucémie [76] [59]. L’analyse par microscopie a fluorescence nous a permis de montrer que
les cellules myéloides CD11b" se localisent majoritairement en périphérie de la tumeur et en
périphérie de ce que nous croyons €tre des vaisseaux sanguins (visualisés en microscopie, a
confirmer avec un marquage de CD31) qui irriguent la tumeur. Ce résultat suggere que dans
notre modele ces cellules se retrouveraient aux endroits les plus susceptibles de servir de porte
d’entrée pour les cellules de I’immunité qui auraient pour réle de cibler les cellules tumorales.
Le rayon d’action des cellules myéloides immunosuppressives serait donc restreint (action
paracrine, autocrine ou par contact cellule-cellule). Cette hypothése est supporté par d’autres
études qui ont montrées I’action paracrine et autocrine des médiateurs immunosuppresseurs

des MDSC [112, 113].

L’analyse des populations myéloides des rates de souris ayant porté des tumeurs
pendant 6 et 21 jours a permis d’évaluer I'effet systémique des tumeurs sur les populations
my¢loides. L’analyse des cellules présentes dans les rates de souris porteuses de tumeurs
précoces n’a montré aucune différence significative avec les résultats obtenus suite a I’étude
des rates de souris naive (sans tumeur). Par contre, lorsque nous avons comparée les rates de
souris porteuses de tumeurs précoces avec celles de souris porteuses de tumeurs matures, nous
avons observé une augmentation significative dans la proportion de granulocytes Ly6g™ et
Ly6c” avec une dominance de cellules Ly6g’. Ces résultats suggérent que la tumeur a un
impact systémique sur les populations myéloides régulatrices [114]. Ces cellules sont
reconnues pour produire un grand nombre de facteurs immunosuppresseurs, leur présence
dans la rate, un organe lymphoide important, suggére que I’immunosuppression n’est plus
restreinte au microenvironnement tumoral, mais qu’elle deviendrait plutoét systémique. Ces

facteurs devront étre considérés lors d’élaboration d’immunothérapies.

Les lymphocytes T jouant unrole important dans la réponse anti-tumorale, nous avons
procédé a la caractérisation de I’infiltration des populations de lymphocytes Th (CD4") et
CTL (CDS8") dans les tumeurs. Nous avons observé une proportion importante de Th (~8%) et

une faible proportion de CTL (~1%) dans les tumeurs précoces. Contrairement aux cellules
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my¢loides infiltrantes qui conservent leur proportion dans le temps, les proportions des CD4"

et CD8" augmentent significativement dans les tumeurs matures (~20% et ~13%
respectivement). Puisque nous n’avons pas fait de cinétique d’infiltration, il nous n’est pas
possible de déterminer si les populations lymphoides, ainsi que les populations myéloides,
atteignent un niveau de saturation dans les tumeurs matures. Au niveau de la rate de souris
porteuses de tumeurs EL4, nous n’avons observé aucune différence significative dans la
proportion de Th et de CTL. De plus, I’analyse du niveau d’infiltration par des lymphocytes T
effecteurs (antigen-experienced) des lymphocytes (expression de CD43aag), nous a permis de
montrer qu’autant au niveau des Th que des CTL, la proportion de cellules CD43aag" était
beaucoup plus importante dans les tumeurs que dans les rates. Les CTL présents dans les
tumeurs matures étaient significativement plus activées (CD43aag") que les CTL présents dans
les tumeurs précoces. Les Th et les CTL activés ont comme fonction d’induire I’apoptose des
cellules tumorales [115]. Cependant, il nous reste a déterminer si I’environnement tumoral
n’affecte pas la fonction de ces cellules effectrices en induisant ou bien de 'anergie ou des
déficits de sécrétion de cytokines ou de cytotoxicité. Nos résultats indiquent que, bien qu’ un
grand pourcentage de cellules Th et les CTL soient activées dans la tumeur, I'effet est
insuffisant pour contrer la croissance des cellules leucémiques. Il serait intéressant de faire une
cinétique de l'activation des cellules T dans ce modele de leucémie afin de déterminer si la
proportion et I’activation des Th et des CTL se stabilise dans le temps ou si elle atteint un
maximum puis diminue (analyse des tumeurs a différents temps entre les jours 6 et 21). Les
résultats de cette expérience pourraient nous permettre de déterminer si ’activation des Th et
des CTL pourrait étre en lien avec la progression de la tumeur. De plus, il reste a déterminer

leurs roles, car nous ignorons si ces cellules sont dans un état d’anergie ou de dysfonction.

La production de VEGF et de MMP9 par les cellules CD11b" de souris porteuses de
tumeurs a déja ét€¢ observée dans un modele de tumeur du poumon [116] [92] [117] [118]
[119]. Nous avons analysé¢ par qPCR I’expression de TGF-B3, de VEGF et de MMP9 par les
cellules CD11b" totales isolées de tumeurs EL4 et de rates de souris porteuses de tumeurs.
Nous avons observé une faible expression de TGF-B dans la rate et dans la tumeur, une
expression égale ou inférieure a celle de cellules CD11b" d’une rate de souris naive. Ce

résultat indique que ce ne sont pas ces cellules qui sont responsable de la production de TGF-f3
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dans ce modele de leucémie. Nous avons confirmé ce résultat en microscopie a fluorescence
ou nous avons marqué des coupes de tumeurs avec un anticorps anti- LAP (TGF-f latent) et un
anticorps anti-CD11b. Nous n’avons observé aucune colocalisation entre LAP et les cellules
CD11b". Par contre, nous avons observé une production importante de VEGF et de MMP9 par
les cellules CD11b" de rates de souris porteuses de tumeurs (~30 fois et ~1400 fois supérieure
a la production des cellules CD11b" de rate naive, respectivement). La production de VEGF et
de MMP9 des cellules CD11b" de tumeurs EL4 était, quant & elle, moins marquée (~5 fois et
~4 fois supérieure a la production des cellules CD11b" de rate naive, respectivement). Nous
appréhendions que la forte production de VEGF et de MMP9 provienne des cellules CD11b"
infiltrants la tumeur, il est possible que d’autres signaux provenant de la tumeur limitent
I’expression de VEGF et de MMP9 par les cellules CD11b" qui infiltrent la tumeur. Une autre
hypothése pour expliquer cette différence est d’ordre technique, il est difficile de déterminer la
qualité des cellules post extraction et tri. Nous avons également tenté, sans succes, d’évaluer

I’expression d’autres geénes d’intéréts (Argl, iNOS, Nrpl, CXCR4).

Nous avons évalué les fonctions immunorégulatrices des cellules CD11b" de rates de
souris porteuses de tumeurs et de tumeurs ELA4. Cette analyse portait sur la capacité de ces
cellules & inhiber la prolifération des lymphocytes Th (CD4") et CTL (CDS8") en culture. Nous
n’avons observé aucun effet anti-prolifératif de ces cellules sur les populations de Th et de
CTL. Il est probable que les cellules CD11b" aient besoin de signaux d’autres cellules
(tumorales ou autres) pour exercer leurs fonctions immunorégulatrices, signaux qui seraient
disponibles dans un microenvironnement tumoral «naturel» mais qui n’ont pas ét¢ produits ou
ajoutés dans notre modele expérimental. Nous avons mesuré qu'un seul parametre et nous
avons négligé d’autres facteurs tel que le relargage d’IFNy et déterminer leur capacité a

inhiber une réaction lymphoide mixte auraient pu étre fait [120].

Dans le but de mieux comprendre le role du TGF-f issu des cellules EL4 dans notre
mod¢le de leucémie, nous avons transduit les cellules EL4 afin qu’elles produisent un shRNA-
TGF-. Cette transformation a entrainé une diminution de la production de TGF-f d’environ
50%. L’analyse comparative des populations lymphoides et myéloides infiltrants des tumeurs
EL4 shTGF-fB et des tumeurs EL4 shLuc (contrdle cellules EL4 transformées) de 6 jours n’a

réveélé aucune différence significative. Le méme résultat a été observé dans les rates des souris
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porteuses de ces tumeurs. Par contre, lors de I’analyse des tumeurs EL4 shLuc et EL4 shTGF-
f matures (J+21), nous avons observé une différence significative dans la proportion de
cellules CD11b" totales ayant infiltré les tumeurs. Nos résultats permettent donc de suggérer
que, dans notre systéme tumoral, le TGF-B a un rdle a jouer dans le recrutement, la rétention
ou la survie des cellules CD11b". TGF-B joue un role dans la transformation des cellules
my¢loides en cellules myéloides régulatrices (CD11b"), la diminution de 1’expression de TGF-
B a probablement diminuer la proportion de cellules myéloides régulatrices au profit des
cellules myéloides effectrices. La manipulation de I’expression de TGF-B chez les cellules
tumorales semble influencer la proportion de cellules myéloides infiltrantes, mais n’influe pas
sur le pourcentage des sous populations CDI11b Ly6c™“Ly6g’, CDI1b Ly6c"Ly6g et
CD11b'F4/80". Comme la proportion de lymphocytes T reste inchangée, nous ne savons pas
(dans le contexte de shRNA-TGF-B) quels autres types cellulaires sont responsables de la
diminution de la proportion de cellules CD11b" recrutées, il est probable qu’elles aient été

remplacées par des cellules myéloides CD11b".

Nous avons répété cette expérience dans un modéle de souris RAG.B6 (souris sans
lymphocytes) pour avoir une idée globale du role des lymphocytes dans I’infiltration des
populations my¢loides. L’analyse des tumeurs EL4 shLLuc et shTGF- matures et des rates de
ces souris porteuses de tumeurs a révélé une différence significative entre les proportions de
MDSC (Ly6c’ et Ly6g") dans les rates de souris porteuses de tumeurs et dans les tumeurs. En
effet, nous avons observé une augmentation de la proportion de cellules Ly6g" dans les
tumeurs shTGF-P et une diminution de la proportion de cellules Ly6¢c” et Ly6g" dans les rates
de souris porteuses de tumeurs shTGF-B. Ces résultats consolident 1’idée proposée
précédemment que TGF-B provenant de la tumeur a un réle a jouer dans la régulation de
I’infiltration des cellules myéloides au niveau de la tumeur et au niveau systémique [112]. Ce
qui pourrait expliquer la tendance qu’ont les tumeurs a étre plus volumineuses lorsque nous
avons diminué la production de TGF-B, c’est-a-dire qu’il est possible qu’un plus grand

nombre de cellules effectrices aient eu acces a la tumeur d’ou sa plus grande traille.

Nous avons également comparé la vitesse de croissance des tumeurs shLuc et shTGF-f3
dans les modeles murins B6.SJL et RAG.B6. Comme nous I'avions anticipé, la croissance

tumorale en absence de lymphocytes (souris RAG.B6) a été plus rapide que dans le modele de
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souris B6.SJL. Ces résultats sont en accord avec I’hypothése présentée plus haut que les
lymphocytes ralentissent la croissance tumorale sans étre capable de I'éliminer. Cependant,
contrairement a notre hypothése qui stipulait que les tumeurs devraient croitre plus lentement
lors d’une diminution de la production de TGF-B puisque TGF-f est une cytokine
immunosuppressive, nous avons observé que les tumeurs EL4 shTGF- ont tendance a croitre
plus rapidement dans les deux modeles murins [121]. 11 est possible que le TGF- produit par
les tumeurs agisse de fagon autocrine comme suppresseur de tumeur ce qui pourrait expliquer
la croissance plus rapide des tumeurs EL4 shTGF-f. Par contre, cet effet n’est pas visible en
culture puisque les cellules EL4 shTGF-3 vont croitre a la méme vitesse que les cellules EL4
shLuc (données antérieures a mon arrivée dans le laboratoire), cette différence pourrait étre le
résultat de I’interaction entre les cellules EL4 et les cellules du microenvironnement tumoral.
Il est également possible que le «knockdown» de 50% ne soit pas suffisent pour voir le

phénotype attendu.

9. Conclusion

Nos travaux sur la modulation du microenvironnement tumoral leucémique par la
cytokine immunosuppressive TGF-3 nous ont permis de caractériser son effet sur I’infiltration
des populations lymphoide et my¢loide dans un modele de leucémie lymphoide T, ainsi qu’au
niveau systémique. Nous avons montré que la diminution de la production de TGF-f par les
cellules leucémiques influence I'infiltration des cellules myé¢loides dans la tumeur. Nous avons
aussi amélioré notre compréhension du modele de leucémie EL4 en caractérisant les cellules
qui infiltrent les tumeurs et ’activité de ces cellules. Ce modele tumoral leucémique est utilisé
par d’autres groupes de recherche qui travaillent sur le role de TGF- dans la leucémie parce
que les cellules EL4 produisent du TGF-B [2]. Il serait intéressant de poursuivre 1’étude du
r6le du TGF-B dans les tumeurs leucémiques en utilisant un autre modele de cellules de
leucémies T qui ne produisent pas ou peu de TGF-B. Cette comparaison pourrait permettre de
mettre en évidence les caractéristiques des populations de cellules infiltrantes qui seraient
dépendantes de la quantit¢ de TGF-B produit pas les cellules tumorales. Ces résultats sont en
accord avec le fait qu’une thérapie anti-TGF-3 n’est pas suffisante pour contrer la progression

tumorale [122], car en diminuant la production de TGF-B nous avons modifi¢ I’infiltration
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cellulaire et non sa progression. Par contre, une thérapie de combinaison avec un anti-TGF-f
et la chimiothérapie ou une immunothérapie pourrait améliorer les chances d’éliminer
I’ensemble des cellules tumorales. Il a déja ét¢ démontré qu’un traitement combinant la
radiothérapie et I’anticorps anti- TGF-B améliore les chances de survie dans un mod¢le de
cancer du sein murin [122, 123]. II est raisonnable de croire que la combinaison de I’anti-
TGF-B avec d’autres thérapies puisse également contribuer a éradiquer les cellules

néoplasiques.

Nous avons déployé beaucoup d’efforts pour caractériser les populations myéloides
(CD11b") qui infiltraient les tumeurs et celles que 1’on retrouvait dans la rate des souris
porteuses de tumeur. Nous avons établit que, dans la tumeur, la majorit¢ de ces cellules se
retrouvaient en périphérie de la tumeur et en périphérie des vaisseaux sanguins. Pour
poursuivre cette étude, il serait intéressant d’analyser les différents profils d’expression
génique en fonction de la localisation de ces cellules myéloides. L’analyse microscopique des
tumeurs ne nous a pas permis de différentier les différentes sous-populations myéloides
infiltrantes. Cependant, la poursuite d’études par microscopie devrait permettre de localiser de
facon spécifique les différents types cellulaires myéloides dans la tumeur et selon leur

localisation il serait possible de mieux comprendre leurs fonctions.

Nous avons montré¢ qu’il y a une différence importante dans les niveaux de transcrits
de VEGF et de MMP9 entre les cellules myéloides qui infiltrent la tumeur et celles que 'on
retrouve dans la rate des souris porteuses de tumeur. Nous avons également montré que dans
les deux cas les niveaux de transcrits de VEGF et de MMP9 sont plus élevés que ceux des
cellules myé¢loides de la rate d’une souris naive. Il serait intéressant de découvrir le ou les
processus par lesquels la tumeur induit la production de ces facteurs par les cellules myéloides
au niveau systémique et, aussi, de déterminer I'impact sur la tumeur de cette surproduction de

VEGEF et de MMP9 au niveau systémique.
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