
 

Université de Montréal 

 

 

 

Exploitation du potentiel thérapeutique des cellules Natural Killer pour traiter les cancers 

 

 

 

Par 

William Lemieux 

 

 

 

Département de microbiologie, infectiologie et immunologie, Faculté de médecine 

 

Thèse présentée en vue de l’obtention du grade de doctorat 

en microbiologie et immunologie 

 

2 Décembre 2020  

 

© William Lemieux, 2020 

 





 

Université de Montréal 

Département de microbiologie, infectiologie et immunologie, Faculté de médecine 

 

 

Cette thèse intitulée 

 

Exploitation du potentiel thérapeutique des cellules Natural Killer pour traiter les cancers 

 

 

Présenté par 

William Lemieux 

 

 

 

 

 

 

A été évalué(e) par un jury composé des personnes suivantes 

Jean-Sébastien Delisle 
Président-rapporteur 

 
Elie Haddad 

Directeur de recherche 
 

Vincent-Philippe Lavallée 
Membre du jury 

 
Jonathan Bramson 

Examinateur externe 
 
 





v 

Résumé 

Malgré le succès de l’utilisation des lymphocytes T modifiées par des récepteur antigéniques 

chimériques (CAR) contre les leucémies, celles-ci présentent des limites comme leur risque de 

CRS et leur inefficacité dans les tumeurs solides. Plusieurs autres immunothérapies cellulaires ont 

été proposées pour pallier à ces inconvénients. Les cellules natural killer (NK) ont plusieurs 

propriétés qui en font une alternative avantageuse aux cellules T dans les immunothérapies. 

Cependant, les cellules NK restent difficiles à modifier avec les outils actuels et leur efficacité reste 

limitée par les mécanismes immunosuppresseurs des tumeurs. Nous avons réussi à augmenter 

l’efficacité de transduction avec une nouvelle glycoprotéine, le BaEVRless. Nous avons aussi 

démontré que cette enveloppe ne provoque pas de modification du phénotype ou de l’activité 

intrinsèque des cellules NK. Dans un modèle de leucémie, nous avons déterminé que l’utilisation 

du BaEVRless permet la production de cellules CAR-NK fonctionnelles. Les cellules NK peuvent 

aussi être transduites efficacement par des constructions lentivirales portant les séquences 

codant pour deux constructions CAR simultanément. Nous avons aussi démontré que l’édition 

génomique des NK par la technologie Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic Repeats 

(CRISPR) est possible en utilisant une livraison non-virale. Avec cette méthode, nous avons pu 

réduire l’expression de NKG2A. Les cellules NK avec une expresssion réduite de NKG2A étaient 

résistantes à l’inhibition par HLA-E, exprimé sur des lignées de cancer du sein et du colon. Cet 

effet a été confirmé in vivo dans un modèle préclinique xenogénique. Ces résultats montrent deux 

stratégies qui pourraient permettre d’améliorer les immunothérapies à base de cellules NK.  

Mots-clés : immunothérapie, cellules NK, Récepteurs antigéniques chimériques, transduction, 

HLA-E, NKG2A. 
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Abstract 

Despite the overwhelming success of chimeric antigen receptor (CAR)-modified T lymphocytes 

against leukemias, some limitations have been observed, such as the risk of developing CRS and 

the lack of efficiency in solid tumor settings. Many other cell-based immunotherapies have been 

explored to circumvent those caveats. Natural killer (NK) cells present many advantageous 

properties that could make them a very promising alternative to T cells in immunotherapies. 

However, NK cells have some caveats, mainly they are hard to modify using conventional tools 

and they are sensitive to many inhibitory signals expressed by cancer cells. We managed to greatly 

improve the efficiency of transduction using a novel viral glycoprotein, BaEVRless. In the process, 

we determined that this novel enveloppe glycoprotein did not modify the phenotype or intrinsic 

activity of the transduced NK cells. In a leukemia model, we also showed that the BaEVRless can 

be used to generate functionnal CAR-NK cells. Moreover, the NK cells can be transduced with 

larger lentiviral constructions bearing two simultaneous CAR-coding sequences. We also 

demonstrated that Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic Repeats (CRISPR) 

modification of NK cells using a non-viral approach was possible. Using this approach, we 

generated NK cells with lower NKG2A expression, that were resistant to the inhibitory effects of 

HLA-E. This affect was seen in a breast cancer model and a colon cancer model. The in vitro results 

were confirmed in an in vivo preclinical xenogeneic model. Together, those results represent two 

improvements applicable to NK cell-based immunotherapies.  

Keywords : immunotherapy, NK cells, chimeric antigen receptors, transduction, HLA-E, NKG2A.  
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Chapitre 1 – Introduction 

Le domaine des immunothérapies comme traitement pour le cancer est présentement en 

expansion avec les avancées subséquentes des inhibiteurs de point de contrôle («checkpoint 

inhibitors ») et des récepteurs antigéniques chimériques (CAR) (1). Le champ de 

l’immunothérapie a été changé par le développement des cellules T arborant un CAR (CAR-T). 

Malgré cette avancée, les utilisations des CAR-T ont été limitées par leurs effets secondaires, qui 

peuvent être très sévères. De plus, l’inefficacité des CAR-T à infiltrer et contrôler les tumeurs 

solides limite leurs applications. Pour contourner ces limitations, l’utilisation de cellules natural 

killer (NK) en immunothérapie a été propulsé vers l’avant (2). De nombreux essais cliniques ont 

été initiés pour évaluer leur profil de sûreté et leur efficacité (2, 3). Les cellules NK ont un profil 

et des propriétés différentes des cellules T. Cette différence permet notamment un meilleur profil 

de sureté que pour les cellules T. Malgré leurs avantages, les cellules NK présentent certaines 

problématiques qui doivent être adressées avant que leur utilisation soit optimale.  

1.1 Les cellules NK 

Les cellules NK font partie des cellules lymphoïdes, mais sont des cellules de type innées 

puisqu’elles ne réarrangent pas de récepteur comme le font les lymphocytes T et B. En effet, elles 

ont été identifiées par leur capacité à tuer des cellules tumorales sans avoir besoin d’activation 

préparatoire (4). Bien que leur phénotype ait été élucidé, leur ontogénèse et les étapes 

intermédiaires de leur développement ne font pas encore l’objet d’un consensus (4, 5).  

1.1.1 Développement et ontogénèse 

Les cellules NK sont issues de la moelle osseuse, et se développent à partir des cellules souches 

hématopoïétiques (6). Dans leur développement, elles partagent des étapes précoces communes 

avec les lymphocytes T et B (0.1). Le stroma de la moelle fournit les facteurs nécessaires au 

développement des cellules souches hématopoïétiques en progéniteurs lymphoïdes communs 

(CLP). Les cytokines, aux côtés des signaux de la famille Notch, jouent un rôle prédominant dans 

cette progression, dont l’interleukine (IL)-3 et IL-7 ainsi que le fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) 
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ligand et le stem cell factor (SCF) (7). Après l’étape CLP, les cellules deviennent engagées dans la 

différentiation NK en devenant des pré-progéniteurs NK (NKP) (8).  

 

Figure 1.1 – Modèle de la hiérarchie hématopoïétique. HSC : cellules souches hématopoïétiques, 

CLP : progéniteur lymphoïde commun, CMP : progéniteur myéloïde commun, MEP : progéniteur 

mégakaryocytaire/érythrocytaire, GMP : progéniteur granulocytaire/macrophage, MkP : 

progéniteur mégakaryocitaire, EP : progéniteur érythrocytaire, GP : progéniteur granulocytaire, 

MacP : progéniteur macrophage, DC : cellules dendritiques, NK : cellules natural killer, Lin : 

marqueurs de lignée. Copyright 2010 Wiley. Used with permission from (Seita J, Weissman IL, 

Hematopoietic stem cell: self-renewal versus differentiation, Wiley Interdiscip Rev Syst Biol Med 

and John Wiley and Sons). 

Les pré-NKP (Stade 2a) acquièrent ensuite le récepteur CD122 (Figure 1.2) (9). Avec la chaine 

commune gamma (CD132), ce récepteur forme la base pour la signalisation des cytokines IL-2 et 
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IL-15, qui sont les signaux les plus importants dans le développement subséquent des cellules NK. 

Cet axe de signalisation est d’ailleurs tellement primordial pour le développement et la survie des 

cellules NK, que l’acquisition de CD122 a été suggéré comme le point d’engagement de la voie NK 

avant que le paradigme ne change (8). Les cellules passent ensuite par le stade des NK immatures 

(iNK) et acquèrent plusieurs marqueurs dont NKG2D et NKG2A, avant de devenir des cellules NK 

matures (Stade 4) (9). Parmi les cellules NK matures, trois stades sont reconnus et sont définis 

selon l’expression des récepteurs CD56, CD16 et CD57 distinguant chacun de ces stades. Le 

marqueur CD57 définit une sous population de cellules CD56DIM, caractérisée comme étant plus 

cytotoxique. Cette population est cependant moins proliférative, donc considérée comme plus 

mature ou plus ultimement différentiée (10).  

 

Figure 1.2 – Un schéma du développement des cellules NK chez l’homme. Copyright 2018 Abel, 

Yang, Thakar and Malarkannan under CC BY-NC-ND 4.0. Reused from Abel AM, Yang C, Thakar 

MS, Malarkannan S. Natural Killer Cells: Development, Maturation, and Clinical Utilization. 

Frontiers in Immunology. 2018;9(1869). 

Le modèle de développement des NK matures demeure débattu à ce jour. Le modèle canonique 

est linéaire et infère une progression du stade CD56HI/CD16- vers le stade CD56DIM/CD16+ avec un 
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stade terminal où le marqueur CD57 est acquis (9). Plusieurs preuves indirectes semblent 

suggérer que ce modèle est le plus représentatif du développement naturel des cellules NK. Entre 

autres, les cellules CD56HI ont des télomères plus longs, ce qui indique un état plus naïf (11). La 

reproduction de la transition des cellules CD56HI vers CD56DIM ex vivo est l’argument le plus 

convaincant et direct, mais un doute continue de persister en l’absence de démonstration directe 

(11). Quoi qu’il en soit, les deux populations CD56HI et CD56DIM diffèrent principalement dans 

leurs fonctions.  

1.1.1.1 Cellules lymphoïdes innées 

Les cellules NK ont récemment été regroupées dans un nouveau groupe de cellules, les cellules 

lymphoïdes innées (ILC). Ce groupe de lymphocytes est défini par sa distinction des cellules 

myéloïdes sur le plan phénotypique et son absence de de recombinaison de ses récepteurs (12). 

Les cellules NK ont été regroupées dans cette catégorie de cellules. Le second ILC décrit est la 

cellule lymphoid tissue inducer (LTi) en 1997 (13). Il a été observé que les cellules ILC requièrent 

l’activité du facteur Id2 et du récepteur CD132 pour leur développement (14). Parmi les ILC, seules 

les cellules NK sont capables d’avoir une activité lytique, les autres membres agissent par la 

sécrétion de cytokines. Les ILC peuvent être subdivisés selon leur profil de sécrétion de cytokines, 

qui fait un parallèle avec les subdivisions des lymphocytes T.  

Le groupe 1 comprend les cellules NK et les ILC1. Ce groupe se distingue par la production 

prédominante d’interféron (IFN)γ (15). L’IFNγ est depuis longtemps connu comme un acteur 

important dans le contrôle des infections (16). Ce groupe est analogue aux groupe TH1 des 

lymphocytes T, qui produisent aussi majoritairement l’IFNγ. Les deux groupes requièrent le 

facteur de transcription T-bet pour leur développement (15).  

Le groupe 2 d’ILC est analogue aux cellules TH2 et produisent les cytokines IL-5, IL-13 et peuvent 

aussi produire l’IL-6 et l’IL-9 (17). Chez l’humain, un seul type de cellules constitue le groupe 2, les 

ILC2 (18). Leur développement requière le facteur GATA3, associé au développement des cellules 

TH2, et le facteur RORα (19).  

Le groupe 3 des ILC est comparable aux lymphocytes TH17 par leur profil de cytokines. Les IL-17 

et IL22 sont prédominantes dans le profil sécrétoire de ce groupe (20-22). Le groupe 3 comprend 
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les cellules LTi invariables et les ILC3. Les cellules LTi sont responsables du développement des 

ganglions lymphatiques et autres organes lymphoïdes secondaires (20). Les ILC3 peuvent être 

subdivisées selon leur expression des récepteurs naturels de cytotoxicité (NCR), NKp30, NKp44 et 

NKp46 (21, 22). Le facteur de transcription RORγt est central pour le développement des ILC du 

groupe 3 (22).  

1.1.2 Fonctions des lymphocytes NK 

À la différence des lymphocytes T, les cellules NK ne requièrent pas un contact prolongé avec un 

antigène pour exercer leurs fonctions. Néanmoins, elles demeurent sensibles aux interactions 

avec les autres cellules immunitaires. Les cytokines pro-inflammatoires tels les IFN de type I, l’IL-

12, l’IL-15 et l’IL-18 peuvent être sécrétés par les macrophages et cellules dendritiques et 

permettent d’activer les fonctions des cellules NK (23). Les cellules T peuvent aussi secréter de 

l’IL-2, qui est un signal puissant de survie et d’activation pour les NK. En se basant sur ces 

propriétés, il a été possible d’activer et même de faire proliférer les cellules NK. L’IL-21 constitue 

une addition plus récente à la liste des cytokines activatrices des cellules NK (24).  

À l’inverse, certains facteurs peuvent aussi limiter l’activité des cellules NK. Le transforming 

growth factor beta (TGFβ) est sécrété par les cellules T régulatrices (Treg) ou par certaines cellules 

associées à la tumeur (23). L’IL-6 et l’IL-10 sont deux autres cytokines qui inhibent généralement 

les fonctions des cellules NK, mais peuvent avoir certains aspects d’activation. L’IL-6 est une 

cytokine activatrice, mais dans les cas d’activation constante elle peut agir de façon négative sur 

les lymphocytes cytotoxiques (25). L’IL-10 aussi peut parfois avoir des effets activateurs dans des 

conditions très précises, en combinaison avec des cytokines activatrices comme l’IL-18 (23). L’IL-

10 réprime aussi l’expression du complexe majeur d’histocompatibilité (MHC) de classe I, ce qui 

est hautement activateur pour les cellules NK.  

Les cellules NK ont deux rôles principaux : la lyse de cellules infectées ou transformées et la 

sécrétion de cytokines. Ces deux pôles peuvent avoir de nombreux effets dans l’environnement 

tumoral (Figure 1.3). En effet, les cellules NK peuvent directement éliminer les cellules tumorales, 

mais aussi éliminer les cellules associées à la tumeur, comme les myeloid-derived supressor cells 

(MDSC) (2). En éliminant les cellules tumorales, elles permettent aussi le relargage d’antigènes 
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qui pourront agir au niveau des cellules présentatrices d’antigènes et des lymphocytes T. Par la 

sécrétion de cytokines, les NK peuvent recruter et activer d’autres cellules immunitaires et aussi 

modifier les profils de ces cellules pour augmenter la réaction anti-tumorale et diminuer les 

mécanismes qui protègent la tumeur de la surveillance immunitaire.  

 

Figure 1.3 – Scénarios pour l’intéraction entre les cellules NK et les cellules immunes de 

l’environnement tumoral. Reprinted by permission from Springer Nature Customer Service 

Centre GmbH : Springer Nature, Nature Reviews Drug Discovery, NK cells for cancer 

immunotherapy, Shimasaki N, Jain A, Campana D. Copyright 2020 

C’est grâce à leur effet cytotoxique que les cellules NK ont été identifiées (26-28). Leurs fonctions 

antivirales ont été mise en évidence particulièrement par l’étude des patients présentant diverse 

déficiences immunitaire primaires (29). Très peu de mutations affectent uniquement les cellules 

NK, mais ces patients ont une susceptibilité à certains virus, notamment les Herpesvirus. Bien que 

l’effet des cellules NK contre les cellules transformées ait été démontré, le nombre faible de 
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patients présentant un déficit primaire en NK rends la tâche difficile pour observer une sensibilité 

marquée aux cancers en absence de cellules NK (30). Une lien a cependant pu être établi entre 

certaines déficiences en NK et la susceptibilité à certains cancers (30).  

Les cellules NK peuvent utiliser plusieurs voies pour effectuer la lyse des cellules altérées. La voie 

la plus connue est l’utilisation de granules lytiques ou dégranulation. Ces granules sont 

préformées dans les cellules et peuvent être enrichies avec l’activation des différents récepteurs 

activateurs (31). Lors de l’activation des NK, les granules sont polarisées vers la synapse 

immunologique et vont fusionner avec la membrane cellulaire et relâcher leur contenu dans la 

synapse, qui va alors entrer dans la cellule cible. Les granzymes et la perforine sont les 

composants actifs principaux de ces granules lytiques. Le rôle de la perforine a longtemps été 

pensé comme créant des pores dans la membrane de la cellule cible pour directement faire la 

lyse des cellules ou pour laisser entrer les granzymes (32). Cependant, des résultats 

contradictoires montraient une absence de perméabilité pour les molécules autres que les ions 

lors de la présence de perforine (33). Depuis, il a été démontré que les molécules de perforine 

s’organisent en petits pores qui permettent la diffusion, mais avec une dynamique différente des 

autre porines (34). L’importance de la perforine dans cette voie est soulignée par la susceptibilité 

des patients déficitaires en perforine au développement de cancers (29, 35).  

Les granzymes sont une famille de protéines homologues et partiellement redondantes (36). Chez 

l’humain, les granzymes A, B, H, K et M peuvent être exprimées, mais les granzymes A et B sont 

les mieux caractérisées. Les granzymes A et B fragmentent l’ADN ou agissent sur les 

mitochondries et l’activation des caspases, respectivement (37). Le résultat est le déclenchement 

de la mort cellulaire chez la cellule cible (38). Les granzymes H, K et M peuvent être exprimées 

par les cellules NK et peuvent déclencher la mort cellulaire (39-41). Cependant, l’abrogation des 

granzymes A et B dans les souris cause une mort plus lente des cellules cibles, qui pourrait être 

due aux granzymes H, K ou M (31). La situation inverse n’est pas équivalente, ce qui laisse croire 

à une fonction partiellement redondante des granzymes H, K et M.  

Une seconde voie empruntée par les cellules NK pour tuer les cellules anormales est par les 

récepteurs de mort. Les protéines apoptosis antigen 1 ligand (FasL), tumor necrosis factor (TNF) 
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et le TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) font partie de la superfamille du TNF et 

peuvent être exprimées par les cellules NK (42). Les mécanismes impliqués dans la signalisation 

de ces ligands ont été étudiés en détails (43). FASL est probablement le membre le mieux décrit 

de cette famille. L’engagement de FASL avec son récepteur FAS induit la formation d’un complexe 

de signalisation induisant la mort (DISC), composé de l’adapteur FADD et de la Caspase 8 et qui 

déclenche le processus d’apoptose. L’engagement de DR4 et DR5, les récepteurs pour TRAIL, a un 

résultat très semblable à celui de FAS, mais TRADD et RIP sont aussi recrutés. Pour le TNF et son 

récepteur TNFR1 des résultats contradictoires ont été publiés. Il est possible que la réponse 

dépende du contexte ou de la cellule, mais l’hypothèse la plus solide implique les mêmes 

composants que pour les récepteurs DR4 et DR5.  

La deuxième fonction des NK est la production de cytokines. Des cytokines sécrétées, l’IFNγ est 

l’une des plus cruciale. Il a des effets activateurs sur de nombreuses cellules immunitaires, dont 

les lymphocytes T et les cellules présentatrices d’antigènes. Parmi les autres cytokines produites 

on retrouve le TNFβ, l’IL-10, l’IL-13 et le GM-CSF (44). L’IL-10 et l’IL-13 sont des cytokines classées 

dans le type II et peuvent avoir des effets inhibiteurs sur les cellules NK. Les cellules NK activées 

peuvent aussi produire les chimiokines XCL1, CCL1, CCL3, CCL4, CCL5, CCL22 et CXCL8, qui peuvent 

recruter plus de cellules immunitaires (45).  

Comme mentionné au chapitre précédent, ces deux fonctions sont différentiellement effectuées 

par les deux principales populations de cellules NK. Alors que les cellules CD56HI jouent un rôle 

plutôt sécrétoire et ont une activité cytotoxique faible, les cellules CD56DIM ont une forte capacité 

lytique et sécrètent nettement moins de cytokines (44).  

1.1.3 Récepteurs et signalisation 

Contrairement aux lymphocytes T, qui utilisent un récepteur principal, le TCR, les NK déploient 

toute une panoplie de récepteurs activateurs et inhibiteurs. Leur réponse est donc liée à la 

balance des signaux activateurs et inhibiteurs (Figure 1.4) (46). Les récepteurs inhibiteurs 

reconnaissent principalement les molécules du MHC de classe I et permettent une tolérance des 

cellules du soi. Les récepteurs activateurs reconnaissent des marqueurs de stress qui sont 

exprimés par les cellules transformées ou infectées. À l’équilibre, les NK reçoivent moins de 
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signaux activateurs qu’inhibiteurs. Si la cellule cible perds les ligands associés au soi (situation du 

missing self) ou augmente l’expression des ligands de stress (situation du stress-induced self), les 

signaux activateurs priment sur les signaux inhibiteurs et la NK est activée.  

 

Figure 1.4 – Reconnaissance des cellules tumorales par les cellules NK. Reprinted by permission 

from Springer Nature Customer Service Centre GmbH: Springer Nature, Nature Reviews 

Immunology, Targeting natural killer cells and natural killer T cells in cancer, Vivier E, Ugolini S, 

Blaise D, Chabannon C, Brossay L. Copyright 2012.  
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1.1.3.1 Le licensing NK 

Les cellules NK subissent un processus d’éducation qui dicte leur réactivité. Un premier modèle a 

été proposé, le modèle du licensing (47). Selon ce modèle, les signaux provenant de la 

reconnaissance du soi par les récepteurs inhibiteurs permettent aux NK de devenir plus sensibles 

aux signaux activateurs (Figure 1.5). La délétion des protéines en aval des récepteurs inhibiteurs 

NK (SHP-1, SHIP ou SAP) freine l’éducation des cellules NK immatures dans certaines expériences 

(48). Le modèle du arming est équivalent au licensing (49, 50).  

 

Figure 1.5 – Modèles d’éducation des cellules NK. Réimprimé de Trends in Immunology, 39(3), 

Jeanette E. Boudreau et Katharine C. Hsu, Natural Killer Cell Education and the Response to 

Infection and Cancer Therapy: Stay Tuned, pp. 222-239, Copyright (2020), avec la permission de 

Elsevier. 
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Un second modèle, en opposition aux deux précédents, est le modèle du disarming (49, 51). Selon 

ce modèle, les NK sont toutes dans un état réactif et deviennent désactivées quand elles reçoivent 

des signaux activateurs persistants. Ce modèle est concordant avec l’observation que les cellules 

NK exprimant le récepteur activateur KIR2DS1, en présence de leur ligand HLA-C2, deviennent 

inactives (52).  

Le modèle du rhéostat représente une précision qui peut s’appliquer aux précédents modèles. 

Selon ce modèle, le niveau d’éducation des cellules NK est dépendant de la dose de signal reçu 

par la cellule. L’éducation devient donc un spectre plutôt qu’un état binaire. Ce modèle a été 

développé conformément aux observations que la densité des récepteurs, le nombre de 

récepteurs différents et la disponibilité de leurs ligands sont corrélés à l’intensité de l’éducation 

(48).  

Un autre postulat a été proposé, soit le modèle du tuning. Les modèles précédents considèrent 

une éducation statique, mais selon le tuning, l’éducation NK pourrait changer selon 

l’environnement des cellules NK. La perte ou le gain rapide de récepteurs est compensé par une 

modification de l’éducation des cellules NK. Ce modèle a été émis suite à la simulation de ces 

changements avec l’aide d’anticorps neutralisants ou de transferts adoptifs (53, 54).  

Bien que le modèle du licensing soit le plus répandu, aucune preuve définitive ne permet de 

valider l’une de ces hypothèses (48). Cependant, tous les modèles s’entendent sur l’importance 

des récepteurs inhibiteurs et activateurs.  

1.1.3.2 Les KIR 

Les NK expriment une grande variété de récepteurs, mais les récepteurs les plus caractéristiques 

sont les Killer cell Immunoglobulin-like Receptors (KIR). Les KIRs forment un locus distinct avec 13 

gènes et 2 pseudogènes hautement similaires et situés sur le chromosome 19 (55). Les différents 

gènes ont probablement été créés par duplication durant l’évolution. Leur organisation est 

complexe en raison de la variabilité du nombre de gènes présents et de la variabilité de leur 

expression sur les cellules. Quatre gènes, KIR3DL3, KIR3DP1, KIR2DL4 et KIR3DL2, sont toujours 

présents chez les individus. Les autres gènes sont hérités en haplotypes. Les KIRs sont aussi 

polymorphiques, ce qui complique encore le système (56-58).  
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Certains KIRs sont inhibiteurs et présentent un long segment intracellulaire, tandis que les autres 

sont activateurs et ont une courte queue intracellulaire. Le type de KIR est indiqué dans sa 

nomenclature par l’avant-dernier caractère (L, S, ou P; segment long, court, ou pseudogène, 

respectivement). Les KIRs inhibiteurs signalent par des motifs inhibiteurs d’immunorécepteurs à 

tyrosine (ITIM), qui recrutent les phosphatases SHP-1, SHP-2 et SHIP (55). Les KIRs activateurs ne 

possèdent pas de domaine de signalisation, mais s’associent avec un intermédiaire, DAP12 (59). 

L’adapteur DAP12 contient un motif activateur d’immunorécepteurs à tyrosine (ITAM). Les 

ITAMs, lorsqu’ils sont phosphorylés, agissent comme des plateformes d’attachement et 

d’activation des protéines. Le récepteur KIR2DL4 est une exception et agit comme un récepteur 

activateur par un adapteur, FcεRIγ (60). Le KIR2DL4 semble impliqué dans le processus de 

vascularisation durant la grossesse plutôt que dans les réactions immunitaires (61).  

Les ligands des KIRs sont les molécules des antigène leucocytaires humains (HLA) de classe I 

(Tableau 1). Parmi ces ligands, on retrouve les HLA-I classiques (HLA-A, B, C), mais aussi les HLA-F 

et HLA-G qui n’ont pas de rôle connu dans la présentation antigénique (55). Tous les HLA ne sont 

pas reconnus par les KIRs et certains épitopes (C1, C2 et Bw4) ont des récepteurs. Les peptides 

présentés par le HLA ont aussi une importance dans l’affinité de la liaison KIR-HLA ; par exemple 

le KIR2DS2 peut reconnaitre un peptide du virus de l’hépatite C présenté sur le HLA-C*01 :02 (62). 

Pour certains KIRs par contre, leur ligand reste encore à identifier.  
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Tableau 1.1 – Récepteurs de cellules NK 

Famille Récepteurs Ligand Effet 

KIR    

 KIR2DL1 HLA-C2 - 

 KIR2DL2/3 HLA-C1 - 

 KIR2DL4 HLA-G + 

 KIR2DL5  - 

 KIR3DL1 HLA-Bw4 - 

 KIR2DL2 HLA-A3/A11 - 

 KIR2DS1 HLA-C2 + 

 KIR2DS2 HLA-C1 + 

 KIR2DS3  + 

 KIR2DS4  + 

 KIR2DS5  + 

 KIR3DS1 HLA-Bw4 + 

NKG2    

 NKG2A HLA-E - 

 NKG2C HLA-E + 

 NKG2D MIC-A/B, ULBP1/2/3/4/5/6 + 

 NKG2E HLA-E + 

NCR    

 NKp30 HS, PSP, BAT3, B7-H6, Galectine-3 + 

 NKp44 HS, PSP, NKp44L, PCNA, BAT3, PDGF-DD + 

 NKp46 HS, PSP + 

 NKp80 AICL + 

Autres    

 CD16 IgG + 

 LILRB1 HLA classe I, UL18 - 

 2B4 CD48 +/- 

 NTB-A NTB-A +/- 

 KLRG1 Cadhérines-E/N/R - 

 DNAM-1 PVR, Nectin-2 + 

HS : Sulfate d’héparan, PSP : Produits de Surface associés aux Pathogènes 
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1.1.3.3 Récepteurs inhibiteurs 

Similairement aux KIR, NKG2A est un récepteur qui s’apparie avec CD94 et dont le ligand est le 

HLA non-classique HLA-E. HLA-E est particulier en raison du type de peptide présentés. Les 

séquences protéiques de localisation des HLA classiques se lient dans la cavité de HLA-E. Les 

différents peptides modifient l’affinité du NKG2A pour son ligand, créant un gradient de réponses 

au HLA-E (63). Comme la majorité des récepteurs inhibiteurs, NKG2A possède un domaine ITIM 

qui recrute les effecteurs SHP-1 et SHP-2 (Figure 1.6) (64).  

Figure 1.6 – Signalisation générale des cellules NK. Republished with permission of American 

Association for the Advancement of Science, from Vivier E, Nunès JA, Vély F. Natural Killer Cell 

Signaling Pathways. Science. 2004;306(5701):1517-9; permission conveyed through Copyright 

Clearance Center, Inc. 
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Le récepteur LILRB1 a aussi été identifié comme un récepteur pour les HLA de classe I (65). Sa 

portion intracellulaire comporte 4 ITIMs pour effectuer la signalisation inhibitrice (66). Il reconnait 

le HLA-G, les HLA-A/B/C et certaines protéines virales analogues au HLA, comme UL18 du CMV 

(67). Ce récepteur n’est pas entièrement redondant avec les KIRs, puisque des polymorphismes 

de LILRB1 sont associés avec le contrôle du virus du CMV chez les patients recevant une 

transplantation de cellules souches (68).  

Le récepteur KLRG1 est aussi exprimé sur les cellules NK et utilise un domaine ITIM pour la 

transduction de sa signalisation (69). Il se lie aux cadhérines-E/N/R, et bloque l’activité des cellules 

NK (70). Son expression augmente avec l’activation ou la prolifération des cellules NK (71). En plus 

d’avoir des fonctions atténuées, les cellules NK qui expriment fortement le KLRG1 ont une survie 

diminuée, une prolifération limitée (72).  

1.1.3.4 Récepteurs activateurs 

Bien que les NK expriment une grande variété de récepteurs inhibiteurs, elles ont une plus grande 

variété de récepteurs activateurs. Le récepteur CD16 (FcRγRIII) n’est exprimé que sur la 

population de NK CD56DIM ayant une meilleure capacité cytotoxique. Il lie le fragment Fc des IgG 

et peut reconnaitre les cellules opsonisées par ces anticorps (73). CD16 est associé aux récepteurs 

CD3ζ ou FcεRIγ, qui ont les domaines de signalisation ITAM (Figure 1.6) (74).  

Les NCR sont un groupe important de récepteurs activateurs. Il comprend les récepteurs NKp46, 

NKp44 et NKp30 (75). NKp46 et NKp30 s’associent avec la chaine du CD3ζ ou le FcεRIγ, tandis que 

NKp44 s’associe avec DAP12, mais possède aussi un domaine ITIM sur sa chaine (76-78). Cet ITIM 

est cependant incapable de recruter les molécules SHP-1/2 et SHIP, donc ne peut avoir d’effets 

inhibiteurs (78). Les NCRs reconnaissent les molécules de la famille des sulfates d’héparan, qui 

peuvent indiquer des changements dans l’état des cellules (79). Des composants de plusieurs 

pathogènes sont aussi reconnus par les NCRs en général (75). Les récepteurs ont aussi des ligands 

spécifiques. Le NKp44 reconnait les protéines NKp44L et PCNA, des protéines nucléaires dont 

l’expression aberrante à la surface survient suite à un stress cellulaire (80, 81). NKp44 lie aussi le 

PDGF-DD, un facteur de croissance sécrété par plusieurs tumeurs (82). Les tumeurs peuvent par 

contre produire le facteur NID1, un ligand inactif de NKp44 (83). L’attachement de NID1 empêche 
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la reconnaissance du PDGF-DD et protège les tumeurs. NKp30 reconnait le ligand B7-H6 et la 

galectine-3, qui sont surexprimées par plusieurs cancers (84, 85). NKp30 peut aussi reconnaitre 

le BAT3, qui peut être localisé à l’extérieur du noyau en raison d’un stress cellulaire comme pour 

NKp44L et PCNA (86). Le marqueur CD59 n’a pas de domaine de signalisation, mais sa liaison avec 

le ligand CD2 amplifie la réponse des NCRs NKp46 et NKp30 (87). 

Le récepteur NKp80 appartient aussi à la famille des NCR (88). Le NKp80 ne s’associe pas à une 

protéine pour effectuer sa signalisation, il comporte un domaine HemITAM dans sa portion 

intracellulaire (89). Son ligand, AICL, est exprimé par les cellules d’origine myéloïde, mais aussi 

sur les cellules NK (90). La liaison de NKp80 avec AICL sur les cellules myéloïdes permet un 

dialogue entre ces cellules, mais contribue aussi à la surveillance des cancers d’origine myéloïde 

(88, 91). L’activation des cellules NK par l’IL-12 ou l’IL18 provoque une expression de AICL, qui à 

son tour cause une internalisation des récepteurs NKp80 (91).  

Un autre récepteur important dans l’activation des NK est le récepteur NKG2D. Ses ligands sont 

les molécules MICA/B et les ULBP1-6 (92-94). Ces ligands sont surexprimés dans les cellules en 

état de stress (95). NKG2D s’apparie avec DAP10 (96). La protéine DAP10 possède un site de 

signalisation ITT-adjacent similaire à la signalisation du CD28, qui active l’intermédiaire PI3K (97).  

Les récepteurs 2B4 et NTB-A ont une fonction ambivalente. Leur signalisation activatrice est 

dépendante du niveau de la protéine SAP. En absence de SAP, SHP-1 se lie aux récepteurs et leurs 

signaux deviennent inhibiteurs (98, 99). Le ligand de 2B4 a été identifié comme étant CD48, , mais 

celui de NTB-A est longtemps resté inconnu (100). NTB-A forme une association homophilique 

avec les protéines NTB-A sur les cellules cibles (101).  

Un autre récepteur activateur est le DNAM-1. Il lie les ligands PVR et Nectin-2, deux marqueurs 

associés avec le stress cellulaire (102). Le signal de DNAM-1 est initié par un motif ITT-adjacent 

comme pour DAP10 (103).  

Finalement, certains récepteurs ont des fonctions très limitées en conditions normales. Le 

récepteur NKG2C reconnait le HLA-E comme NKG2A, mais se lie à la protéine adapteur DAP12 

(Figure 1.6) (63, 104). NKG2C est principalement impliqué dans la réponse contre le 
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cytomégalovirus, bien que son rôle dans la réponse au cytomégalovirus ne soit pas clairement 

établi (63, 105).  

Le récepteur NKG2E est souvent associé aux récepteurs activateurs des cellules NK. Il est très 

semblable au récepteur NKG2C et reconnait aussi le ligand HLA-E (104). Sa fonction est cependant 

encore inconnue et il n’est pas exprimé à la surface des cellules NK en raison de sa région 

cytoplasmique qui le retient au réticulum endoplasmique (106). Il est donc peu probable qu’il 

serve directement de récepteur activateur pour les cellules NK.  

Les molécules d’adhésion, principalement LFA-1 et LFA-2 (CD2), jouent aussi un rôle dans 

l’activation des cellules NK. Elles envoient le premier signal par Erk1/2 et l’abrogation de leur 

interaction ou de leur signalisation empêche les fonctions cytotoxiques des cellules NK (107, 108).  

1.1.4 Épuisement des cellules NK 

Le phénomène d’épuisement a été décrit sur les lymphocytes T cytotoxiques (109). Il est associé 

avec un défaut fonctionnel et des différences phénotypiques. L’épuisement est déclenché par 

une stimulation chronique des cellules T cytotoxiques. Les cellules épuisées se mettent à exprimer 

des molécules de points de contrôle; des récepteurs inhibiteurs dont l’activation contribue à 

diminuer la fonction. Les inhibiteurs de point de contrôle sont exprimés lors de l’activation 

normale des cellules et ils constituent dans ce contexte une stratégie pour éviter la suractivation, 

qui peut être très dévastatrice (109, 110). Les récepteurs des points de contrôle les mieux décrits 

sont probablement PD1 et CTLA4 et la découverte d’inhibiteurs de ces récepteurs a été 

récompensé par le prix Nobel de médecine de 2018. Les récepteurs TIGIT, LAG3 et Tim3 sont aussi 

des points de contrôle sur les lymphocytes T (109).  

Les inhibiteurs des points de contrôle bloquent le contact et la signalisation des récepteurs 

associés avec l’épuisement. Des anticorps neutralisant les voies CTLA4 et PD-1 ont depuis été 

approuvés pour l’utilisation chez les patients atteints d’un vaste éventail de cancers, dont le 

mélanome, le cancer du sein triple-négatif et des cancers du tractus gastro-intestinal (111).  

Les récepteurs associés à l’épuisement, PD-1, TIGIT LAG3, KLRG1 et Tim3, ont aussi été observés 

sur les cellules NK de patients atteints de différents cancers (112). L’expression de ces marqueurs 
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est par contre très variable d’une étude à l’autre et même d’une tumeur à une autre. Une 

dysfonction globale des NK a aussi été observée, ce qui suggère l’existence d’un phénomène 

d’épuisement similaire à celui observé avec les cellules T. Malgré ce parallèle, le principe 

d’épuisement des cellules NK n’est pas encore entièrement défini. Les inhibiteurs de PD-1 ont été 

étudiés avec les cellules NK et montrent un effet (113, 114). Le récepteur Tim3 par contre, peut 

produire des effets activateurs ou inhibiteurs sur les NK (115, 116). Tim3 est aussi présent à la 

surface des cellules NK périphériques, ce qui représente une distribution différente que sur les 

lymphocytes T (116). Plusieurs essais cliniques pour des inhibiteurs sont d’ailleurs en cours et 

ciblent plusieurs de ces récepteurs de points de contrôle (112).  

Le marqueur NKG2A agit aussi comme un point de contrôle pour les NK. Il s’agit d’un marqueur 

inhibiteur qui peut être surexprimé dans l’activation des NK. Des anticorps neutralisant 

l’interaction avec son ligand ont été étudiés (117). La neutralisation de NKG2A a aussi un effet sur 

les lymphocytes T cytotoxiques (117). Son ligand est d’ailleurs exprimé sur une forte proportion 

de tumeurs dans plusieurs cancers (118-120).  

1.2 Immunothérapies à base de NK 

Les cellules NK, en raison de leurs fonctions naturelle anti-tumorales, représentent donc un choix 

intéressant de cellules pour l’immunothérapie du cancer. Une étude récente a démontré que ces 

les NK sont bien tolérées et peuvent avoir un effet soutenu dans un contexte de traitement 

allogénique (3).  

1.2.1 Sources de NK 

Plusieurs sources ont été envisagées pour les immunothérapies à base de cellules NK (Figure 1.7). 

Une première possibilité pour développer une immunothérapie NK est à l’aide de lignées 

cellulaires NK. En effet la lignée de cellules NK92 a été approchée pour servir d’immunothérapie 

(121). Une irradiation des cellules NK92 est nécessaire avant l’infusion chez le patient pour éviter 

la prolifération incontrôlée de la lignée (122). Les cellules irradiées demeurent capables de 

survivre et d’exercer leur effet cytotoxique in vivo (122). Une stimulation est aussi nécessaire pour 
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augmenter l’activité des NK92. L’irradiation nécessaire des cellules diminue leur potentiel pour 

l’utilisation en clinique.  

 

Figure 1.7 – Sources et méthodes d’isolation, d’activation et de propagation des cellules NK 

primaires. Reprinted by permission from Springer Nature Customer Service Centre GmbH : 

Springer Nature, Nature Reviews Drug Discovery, NK cells for cancer immunotherapy, Shimasaki 

N, Jain A, Campana D. Copyright 2020 

La plus accessible est le sang périphérique et l’utilisation de NK obtenues par leukaphérèse a été 

évoquée dès 1984 (123). Depuis, des essais ont été menés pour évaluer la sureté et l’efficacité 

des NK dérivées du sang (124, 125). L’utilisation de cellules NK allogéniques a aussi été théorisée 

d’après l’analyse de l’impact des NK dans la transplantation de cellules souches 

hématopoïétiques. L’utilisation de donneurs présentant des mésappariements KIR-HLA peut 

favoriser l’effet anti-leucémique post-greffe (126). Ces résultats ont été confirmés dans un 

contexte de traitement avec une immunothérapie de NK. L’utilisation de NK allogéniques 

provenant du sang est bien tolérée chez les patients (127-134). Les NK doivent cependant subir 
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une activation avant d’être infusées. Beaucoup ont expérimenté avec une stimulation avec l’IL-2 

(127, 128, 131). Des systèmes d’expansion des NK ont aussi permis d’activer fortement les NK et 

augmenter leur nombre considérablement (133-135). Parmi les essais cliniques effectués avec 

des cellules NK amplifiées, une seule a rapporté le développement de symptômes de maladie du 

greffon contre l’hôte (134). Cette réaction est probablement due à une réaction de l’IL-2 

administré avec des lymphocytes T allogéniques (134, 136).  

Le sang de cordon ombilical est une source de cellules naïves intéressante. Les NK circulant dans 

le sang de cordon peuvent être isolées et mises en expansion, comme pour le sang périphérique, 

mais il est aussi possible de différentier les NK à partir de cellules souches hématopoïétiques du 

cordon (137, 138). Pour l’expansion des NK du cordon, des systèmes semblables à ceux employés 

pour le sang périphérique ont été utilisés, avec des cytokines ou des cellules nourricières (138-

140). L’importance de l’éducation dans les immunothérapies de NK du cordon n’a pas encore été 

élucidée. Les cellules dérivées du cordon ont moins d’effet cytotoxique que les cellules provenant 

du sang périphérique (141). Plusieurs essais cliniques ont été initiés avec des NK issus du sang de 

cordon contre des leucémies ou lymphomes (141). Un des avantages principaux de l’utilisation 

des cellules de cordons est la grande disponibilité du sang de cordons dans les banques publiques 

(142).  

Plus récemment, des auteurs ont réussi à différentier des cellules NK à partir de cellules souches 

pluripotentes induites (iPSC) (143-145). L’avantage est la possibilité de modifier les cellules à 

l’étape iPSC, avant la différentiation, et en raison de leurs capacités prolifératives, d’obtenir des 

banques de cellules iPSC modifiées prêtes à la différentiation toutes dérivées d’un même clone, 

donc standardisant le produit cellulaire final (146). Leurs effets contre différents cancers sont par 

contre moins prononcés que ceux des cellules amplifiées à partir du sang périphérique (143, 144, 

147). Après leur différentiation, les cellules NK dérivées d’iPSC sont amplifiées in vitro comme les 

cellules du sang (143). Bien que les cellules iPSC semblent extrêmement prometteuses sur le plan 

clinique, cette technologie est toutefois plus récente et certaines étapes restent à régler avant 

qu’elles deviennent répandues en clinique (148).  
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L’utilisation de cellules NK en tant que thérapie comporte des avantages : les cellules NK ne 

causent pas de tempête inflammatoire, sont bien tolérées et il est possible d’administrer des 

cellules allogéniques. La tempête inflammatoire ou cytokine release syndrome (CRS) a été, entre 

autres, observée chez les patients traités avec des infusions de CAR-T (149). Il s’agit d’une réponse 

immune systémique démesurée. La cytokine IL-6 joue un rôle central dans la CRS et un traitement 

avec l’anticorps Tocilizumab est efficace pour aider à la diminuer (149). L’IL-1 et le TNFα semblent 

aussi impliqués dans le développement et la sévérité de la CRS et leur blocage par l’Anakinra et 

les anti-TNFα est efficace pour renverser les symptômes (150, 151). Ces cytokines sont 

majoritairement produites par les cellules macrophages et monocytes, et l’ablation de ces cellules 

pourrait permettre de prévenir la CRS (150).  

Les cellules NK, lors de leur infusion, sont associées avec un profil cytokinique différent, avec une 

prédominance d’IFNγ et de GM-CSF (152). Du TNFα peut être produit par les cellules NK, mais le 

niveau est plus faible qu’avec les cellules CAR-T (146). La meilleure démonstration cependant 

reste la démonstration chez les patients de l’innocuité des cellules CAR-NK (3). Dans cet essai, 

aucune incidence de CRS n’a été observée et ce, même avec la plus forte dose de cellules 

administrée.  

1.2.2 Stratégies pour améliorer l’efficacité des cellules NK 

Plusieurs stratégies ont été envisagées pour augmenter la capacité cytotoxique des cellules NK. 

L’ajout de plusieurs facteurs permet d’ailleurs d’augmenter la capacité des cellules NK endogènes. 

L’exemple le plus probant est sans doute l’utilisation d’anticorps pour diriger les NK vers une cible 

prédéfinie. Le récepteur CD16 est capable de déclencher la lyse de cibles sans co-stimulation 

(153). Cette stratégie a été utilisée avec de nombreuses cibles (154). La mieux décrite de ces cibles 

est sans doute le Rituximab qui reconnait l’antigène CD20 à la surface des lymphomes non-

hodgkidiens (155, 156). Après le succès de cette stratégie, des anticorps ont été utilisés contre 

d’autres antigènes comme HER2, EGFR, GD2 et CD38 (157-160). L’importance du récepteur CD16 

sur les NK, dans le traitement avec les anticorps, est mis en évidence par un polymorphisme. Le 

remplacement d’un acide aminé dans CD16 permet la liaison des IgG avec une plus grande 
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affinité. Les patients homozygotes pour cette mutation répondent mieux au traitement avec le 

Rituximab (156). Les anticorps ont aussi été utilisés avec un traitement de NK amplifiées (128).  

Des stratégies pour augmenter l’affinité du récepteur CD16 ont été approchées. L’expression 

transitoire de la forme haute affinité de CD16 permet d’augmenter l’affinité pour les anticorps 

(161). Par contre, cette stratégie ne permet pas l’expression soutenue du transgène qui est perdu 

très rapidement. Pour éviter la perte rapide, un vecteur viral intégrant pourrait être utilisé (162). 

En plus, CD16 peut être libéré de la membrane par une protéase, ADAM17, ce qui limite son effet 

(163). L’incorporation d’une modification empêchant la coupure par ADAM17 avec la forme 

haute-affinité permet d’obtenir une forme optimale de CD16 (162).  

Une autre stratégie pour diriger les fonctions effectrices des cellules NK a été mise au point avec 

un domaine ScFv spécifique pour CD16 et un domaine ScFv spécifique pour un antigène de la 

cellule tumorale (164). Cette molécule a une efficacité similaire à un anticorps monoclonal contre 

la leucémie (165). L’ajout d’un domaine IL-15 dans la molécule permet de promouvoir la survie 

des cellules NK en plus d’augmenter leur efficacité (166). Le désavantage de cette stratégie reste 

l’élimination du CD16 de la surface par la métalloprotéase ADAM17 (164). Des stratégies 

complémentaires pour éviter la perte de CD16 sont donc nécessaires pour optimiser cette 

stratégie, comme pour l’utilisation d’anticorps monoclonaux.  

Les récepteurs inhibiteurs peuvent aussi être ciblés pour améliorer l’efficacité des cellules NK en 

immunothérapie. Des anticorps neutralisant l’engagement ou la signalisation des récepteurs 

inhibiteurs ont été étudiés ou sont présentement étudiés dans plusieurs essais cliniques (112, 

167, 168). Des anticorps neutralisant les KIR, le NKG2A et le LILRB1 préviennent les interactions 

avec leurs ligands (169). Les récepteurs associés à l’épuisement, PD-1, TIGIT et Tim-3 ont peuvent 

aussi être modulés pour augmenter le contrôle des tumeurs par les cellules NK (170-172).  

L’utilisation d’anticorps pour bloquer ces voies requiert une administration prolongée pour 

contourner leur élimination. Des stratégies alternatives ont été envisagées pour répondre à cette 

problématique. La transduction de protéines dont la fonction est de séquestrer le NKG2A et 

d’éviter la présentation à la surface a été mise au point (173). La suppression du NKG2A peut 

d’ailleurs se montrer plus efficace que la neutralisation avec un anticorps.  
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Une autre stratégie plus en amont, pour éviter la signalisation, est d’éliminer l’expression des 

différents récepteurs inhibiteurs. Plusieurs outils permettent d’empêcher l’expression, mais le 

développement de la technologie d’édition génomique par Clustered Regularly Interspersed Short 

Palindromic Repeats (CRISPR) permet de modifer le génome à l’aide d’une nucléase dirigée par 

une séquence nucléique (174). Cette technologie peut être utilisée pour éliminer l’expression de 

récepteurs inhibiteurs sur les cellules NK (175). L’élimination du récepteur inhibiteur PD-1 sur les 

lymphocytes T par CRISPR a montré une amélioration de leur réactivité et permet une résistance 

aux signaux inhibiteurs (176).  

Pour effectuer l’édition génomique, plusieurs stratégies d’acheminement des composants de 

CRISPR ont été développées (177). Les techniques les plus répandues sont 

l’électroporation/nucléofection, la lipofection et la transduction. La microinjection est aussi 

utilisée par certaines équipes, mais requiert une expertise et des équipements spécialisés, en plus 

d’être moins approprié pour la production d’un nombre important de cellules tel que requis dans 

les immunothérapies cellulaires. L’électroporation utilise des courants électriques pour 

acheminer les composants dans les cellules. Pour la lipofection et la transduction, des particules 

non-virales ou virales sont utilisées pour acheminer le cargo, respectivement. La lipofection utilise 

des lipides pour former des particules contenant le matériel de modification génétique. Les 

particules transitent cependant par l’endosome et ont une efficacité moindre que 

l’électroporation (178). L’intégration dans le génome associé avec la livraison par les particules 

virales augmente le risque d’observer des modifications hors-cible. Ces méthodes sont aussi 

immunogéniques et peuvent activer les cellules immunitaires (177). Finalement, une stratégie 

plus récente, par peptides pénétrants, utilise les propriétés de certains peptides qui sont 

complexés avec le cargo et permettent son entrée dans la cellule (179, 180).  

1.2.3 Récepteurs antigéniques chimériques 

S’inspirant de la rationnelle de l’utilisation d’anticorps pour diriger la cytotoxicité des cellules NK, 

l’utilisation de récepteurs d’antigènes chimériques (CAR) a été envisagée et développée dans les 

lymphocytes T. L’immunité humorale a la particularité d’être hautement spécifique avec une très 

forte affinité. Les premières tentatives de construction d’un récepteur chimérique ont 



24 

directement lié les deux fragments variables des chaines légère et lourde, aux régions constantes 

des chaines du TCRα et β (181). Par rapport à l’engagement du TCR, l’utilisation d’un segment 

d’anticorps permet la reconnaissance sans la présentation par le HLA. Comme les cancers et les 

virus peuvent développer des mécanismes pour limiter l’expression des HLA, contourner ce 

système présente un avantage certain.  

1.2.3.1 Composants d’un CAR 

L’expression de deux chaines indépendantes requiert l’expression sur deux vecteurs 

indépendants. Pour simplifier le processus, les constructions ont pris la forme des CAR (Figure 

1.7).  

 

Figure 1.8 – Composition et blocs constituants des récepteurs d’antigène chimériques. 

Copyright 2016 Newick K, Moon E, Albelda SM. Chimeric antigen receptor T-cell therapy for solid 

tumors. Molecular therapy oncolytics. 2016;3:16006- under CC BY-NC-ND 4.0. 
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Les fragments variables ont été fusionnés pour créer un fragment variable en simple chaine (ScFv) 

(182). Les fragments variables légers et lourds sont séparés par une courte chaine de liaison (182, 

183). La composition et longueur de cette chaine est aussi importante que le choix des fragments 

variables dans la fonction du ScFv (183). Les chaines de liaison longues peuvent déstabiliser 

l’association entre les deux parties variables et diminuer la spécificité du ScFv (184). Les chaines 

de liaison courtes favorisent la formation de multimères et augmentent l’affinité du complexe 

(185, 186). Lorsque la chaine de liaison est trop courte, les deux domaines variables d’une même 

protéine ne parviennent pas à s’associer et forment des complexes avec les domaines variables 

d’autres protéines. Les séquences de 15-20 acides aminés semblent par contre présenter un profil 

optimal au niveau du profil de multimérisation (186). Dans le cas d’un récepteur chimérique, la 

formation de multimères n’est pas idéale. La multimérisation des récepteurs TCR est l’un des 

facteurs qui permet sa signalisation (187). Les récepteurs chimériques doivent donc limiter la 

multimérisation pour éviter l’engagement du récepteur sans cible. Des séquences alternatives de 

chaines de liaison ont été proposées pour améliorer les propriétés des ScFv, notamment la chaine 

Withlow « 218 » qui réduit la digestion protéolytique et augmente l’affinité (188). L’ordre des 

fragments variables peut aussi avoir un impact sur l’expression et la fonction du ScFv (189).  

 

L’affinité du ScFv peut être optimisée pour répondre à des besoins particuliers. En diminuant 

l’affinité de ScFv dirigés contre Her2, la reconnaissance de tumeurs Her2+ est préservée, mais la 

reconnaissance des tissus sains est diminuée (190). Les cellules épithéliales des vaisseaux 

pulmonaires expriment une densité faible de Her2 et sont susceptibles d’être attaquées par des 

cellules CAR-T avec un ScFv de forte affinité (191). D’ailleurs, l’augmentation de l’affinité des ScFv 

ne semble pas corréler avec une augmentation de l’effet ciblé des cellules au-delà d’un certain 

seuil (192).  

Adjacent à la portion ScFv, un second espaceur est nécessaire, le domaine charnière. Le domaine 

charnière est primordial pour permettre la fonction du récepteur chimérique (193, 194). Sa 

longueur optimale dépend de la localisation de l’épitope reconnu par le ScFv (194). Les épitopes 

positionnés près de la membrane cellulaire de la cellule cible nécessitent une charnière plus 
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longue (195). La flexibilité d’une longue charnière permet au ScFv d’accéder à l’épitope avec un 

angle de contact adéquat. Au contraire, pour les épitopes plus distants de la membrane cellulaire, 

une charnière courte permet d’augmenter la réponse du récepteur (196). En plus de la longueur 

de la charnière, sa composition est aussi importante. Les régions charnières des corécepteur 

CD8α et CD28 sont fréquemment utilisées (197, 198). Ces deux segments sont utilisés dans les 

thérapies approuvées par la FDA, Yescarta et Kymriah (199). Les régions CH2CH3 des IgGs ont 

aussi été utilisées dans les constructions de CARs (195, 200). Le domaine CH2 cause une réaction 

non dirigée contre l’antigène (201, 202). Des mutations de la région de reconnaissance par les 

récepteurs aux anticorps permettent d’empêcher l’activation en absence de cellules tumorales 

(201).  

1.2.3.2 Signalisation des CARs 

Au début des développements des CAR, le domaine ScFv a été fusionné avec la région 

intracellulaire du CD3ζ, une des sous unité de signalisation du TCR (203). La chaine CD3ζ a la 

particularité d’exprimer 3 ITAMs sur sa portion intracellulaire, donc envoie un signal puissant sur 

les lymphocytes T. Il a été rapidement évident que la signalisation seule du CD3ζ n’était pas 

suffisante pour déclencher les processus cytotoxiques des lymphocytes T (204). Les CARs dits de 

seconde génération ont incorporé des domaines de co-stimulation pour résoudre ce problème. 

Le premier récepteur de co-stimulation à avoir été utilisé dans cette stratégie est CD28 (205). Le 

récepteur CD28 est bien connu comme un co-stimulateur important dans la réponse 

physiologique des lymphocytes T. Sa signalisation est particulière et implique les médiateurs PI3K 

et Grb2 (206).  

D’autres protéines de co-stimulation ont été clonées pour servir dans les CARs de seconde 

génération. Le domaine intracellulaire de 4-1BB est très utilisé. L’utilisation de ce domaine, 

comparativement au CD28, présente des différences dans la force d’activation et dans les signaux 

de survie. Les cellules avec un CAR comportant un domaine 4-1BB sont donc retrouvées jusqu’à 

plusieurs années après leur infusion chez les patients. Parmi les autres domaines utilisés dans les 

constructions de seconde génération, on retrouve ICOS, OX40, CD27. Les récepteurs chimériques 

avec CD28 et 4-1BB ont réussi à se démarquer et ont été approuvés pour une utilisation 

thérapeutique.  
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De nombreuses stratégies ont été élaborées pour capitaliser sur le succès des CARs de seconde 

génération. Les CARs de troisième génération cumulent plus d’un domaine co-stimulateur dans 

le but de cumuler les effets. D’autres domaines ont aussi été combinés pour améliorer la 

technologie des cellules CAR-T. Une construction basée sur un KIR activateur et l’intermédiaire 

DAP12 a été utilisée dans un modèle murin de leucémie et a montré une efficacité comparable 

aux constructions de deuxième génération (207). Par contre, dans un modèle de tumeur solide, 

la construction KIR :DAP12 avait une meilleure efficacité que les constructions de seconde 

génération (207). Ce récepteur utilise la signalisation ITAM comme le CD3ζ, mais sans inclure de 

domaine de co-stimulation.  

1.2.3.3 Améliorations des CARs 

Avec l’expérience de l’utilisation des CAR-T dans des cohortes plus nombreuses, l’échappement 

antigénique qui avait été prédit, est devenu évident (208-210). Une partie des patients souffrant 

de rechute après le traitement aux CAR-T ont perdu l’expression de l’antigène à la surface des 

cellules de leur cancer (210). Pour empêcher l’apparition ou la sélection de cellules sans antigène, 

l’utilisation de deux pressions de sélection a été envisagée. Plusieurs CAR peuvent être combinés 

pour cibler plus d’un antigène à la fois selon plusieurs stratégies. Certaines équipes ont développé 

des récepteurs chimériques avec plus d’un domaine ScFv sur la même chaine protéique (211). 

D’autres ont plutôt opté pour des constructions exprimant deux chaines distinctes ou pour des 

traitements séquentiels (212-214). Toutes les stratégies n’ont pas démontré d’effets adverses au-

delà de ceux observés avec les CAR-T en général. De plus, l’apparition de cellules tumorales sans 

antigène a été prévenu avec l’utilisation de deux cibles, tel que prévu (214, 215).  

Le second mécanisme menant à une rechutes chez les patients traités avec des CAR-T semble être 

lié à la faible persistance des cellules thérapeutiques (216). Les signaux cytokines sont importants 

pour maintenir les fonctions des cellules cytotoxiques et leur survie. Les domaines de signalisation 

ont été incorporés aux autres domaines d’un récepteur chimérique de seconde génération (217). 

Les motifs de signalisation en aval des récepteurs aux cytokines ont été identifiés (218). L’ajout 

de la signalisation STAT3 et STAT5 permet une augmentation de la prolifération des cellules T et 

un meilleur contrôle de la tumeur dans un modèle de leucémie (217).  
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L’ajout de cassettes permettant la sécrétion de facteurs de survie est une autre stratégie qui peut 

être ajoutée aux CARs. L’administration d’IL-2 cause de nombreux effets adverses qui peuvent 

même être très sérieux (219). La sécrétion autocrine d’IL-2 par les cellules T a été approchée pour 

contourner les effets adverses associés avec l’administration d’IL-2 (220). Les cellules T modifiées 

prolifèrent sans apport en IL-2 extérieur et gardent leur spécificité (221, 222). Malgré ces 

caractéristiques, l’utilisation de cellules modifiées pour produire l’IL-2 n’a montré aucun impact 

thérapeutique (223).  

L’IL-12 est une autre cytokine pro-inflammatoire intéressante. Comme pour l’IL-2, le traitement 

systémique avec l’IL-12 est associé avec de nombreux effets adverses (224). L’expression de l’IL-

12 par les cellules T diminue leur survie et peut causer des effets systémiques (225). L’utilisation 

d’un promoteur inductible par l’activation classique de la cellule permet d’éviter ces effets 

indésirables et augmente la fonction d’un CAR (226). Il est intéressant de noter que la toxicité 

systémique peut être évitée en limitant le nombre de cellules T utilisées dans le traitement (226, 

227).  

L’IL-15 promeut la survie pour les lymphocytes T, principalement ceux cytotoxiques, et semble 

donc un bon choix pour incorporer dans les thérapies (228). Son expression constitutive dans les 

cellules T permet d’améliorer la survie des cellules et leurs fonctions (229, 230). L’IL-15 peut 

toutefois promouvoir le développement de leucémies (231, 232). L’incorporation d’une stratégie 

pour éliminer les cellules modifiées permet d’améliorer la sureté des immunothérapies cellulaires 

(230).  

1.2.3.4 Transition aux tumeurs solides 

Finalement, le succès des CAR-T contre les tumeurs non solides, comme les leucémies, n’a pas pu 

être transposé aux tumeurs solides. Plusieurs hypothèses ont été avancées pour expliquer la 

différence entre les tumeurs solides et non solides. Un premier point est l’état métabolique au 

sein des tumeurs solides. Les tumeurs sont très actives, mais utilisent principalement la glycolyse. 

Cela résulte en une hypoxie localisée et une acidification due à la production de lactate (233). Cet 

effet est connu sous le nom d’effet Warburg (234). L’acidification due au lactate a été démontrée 

comme inhibitrice pour les cellules T cytotoxiques (233, 235). D’autres facteurs de 
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l’environnement des tumeurs solides protègent la croissance de la tumeur. Les tumeurs 

contiennent aussi des cellules myéloïdes qui limitent les réponses immunitaires (236). Les cellules 

Treg peuvent aussi être recrutées au site tumoral et empêcher l’attaque de la tumeur (237).  

Donc, l’expression d’autres cofacteurs a aussi été envisagée. Le ligand CD40L se lie au récepteur 

CD40, qui est présent sur les cellules dendritiques, macrophages et les lymphocytes B. Les cellules 

dendritiques et les macrophages sont connus pour leur présence dans l’environnement tumoral 

et peuvent favoriser la persistance de la tumeur. En ajoutant le CD40L à la surface des cellules 

effectrices, ces dernières sont capables de modifier le profil activateur des macrophages et des 

cellules dendritiques pour les rendre activateurs pour les cellules T (238). Le CD40L est aussi 

capable d’induire des modifications du profil phénotypique de la tumeur favorables pour la 

destruction de la tumeur (239). L’engagement de CD40 peut directement mener à l’apoptose des 

cellules tumorales (240). Il reste néanmoins à franchir un pas avant l’utilisation des CAR-T dans 

les cancers solides (241).  

1.2.4 CAR et cellules NK 

Devant le succès de ces stratégies sur les cellules T, leur application sur les cellules NK a été 

envisagée. La lignée NK92 a été la première source de cellules NK à être modifiée (242). Comme 

pour les cellules T, une construction basée sur le domaine de signalisation du CD3ζ a été 

transduite dans la lignée NK92 (243). L’introduction d’un CAR sur les NK induit une réponse 

spécifique à l’antigène (243). Toutefois, l’utilisation d’une lignée cellulaire comme thérapie n’est 

pas idéale et ainsi les NK92 ont représenté plus une preuve de concept qu’un produit 

thérapeutique. Le problème majeur est la nécessité d’irradier ces cellules avant l’administration 

aux patients.  

Un désavantage des cellules NK primaire est leur résistance aux modifications. En effet, les 

cellules NK isolées du sang périphérique sont notoirement difficiles à modifier par transfection or 

par transduction (244, 245). La transduction est une des techniques utilisées pour la modification 

génétique des cellules. Malgré les avancées avec les vecteurs viraux, les cellules NK restent 

difficiles à modifier génétiquement. Cette résistance s’explique possiblement par la présence de 

mécanismes de défenses antiviraux dans les cellules NK (246, 247). Les cellules NK issues du 
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cordon et la lignée NK-92 sont toutefois plus faciles à transduire (244). Une autre solution pour 

produire des cellules CAR-NK est d’utiliser des cellules iPSC. En effectuant les modifications au 

stade iPSC, la transduction des cellules NK est totalement évitée. Une banque de cellules iPSC 

portant les modifications désirées peut être établie et les cellules NK dérivées par un protocole 

de différentiation.  

Le principal désavantage des thérapies à base de NK est leur survie limitée. Il est évident pour les 

cellules de lignées que l’irradiation nuit à la survie à long terme des cellules. Cependant, même 

pour les autres sources de cellules NK, la survie reste un facteur limitant. Certaines stratégies ont 

été proposées pour augmenter la survie des NK. L’administration de cytokines permet d’aider. 

L’IL-2 est connu pour stimuler la survie des cellules NK, mais il est associé avec une augmentation 

de la morbidité associée au traitement et peut aussi favoriser l’amplification des Treg (248, 249). 

Comme précédemment discuté, l’IL-15 partage certaines chaines de récepteur avec l’IL-2, mais 

ses effets sont différents.  

L’utilisation de l’IL-15 a donc été étudiée pour augmenter la survie spécifique des NK (249, 250). 

À la différence de l’IL-2, l’IL-15 n’a pas le même effet sur les lymphocytes T cytotoxiques et les 

Treg que sur les NK (249, 251). La création de cytokines IL-15 recombinantes avec la fusion d’une 

section du récepteur IL15Rα ou d’autres récepteurs a permis d’augmenter son activité biologique 

(252-254). Des résultats publiés récemment ont aussi montré que la sécrétion par les cellules NK 

permettait une survie long terme des cellules NK dans la circulation de patients (3). Il est donc 

possible de surmonter le problème posé par la courte survie des NK après infusion. Récemment, 

l’utilisation des cellules NK dérivées du cordon avec l’expression d’un CAR de seconde génération 

avec la sécrétion paracrine d’IL-15 a réussi à atteindre une réponse sur une majorité des patients 

traités et a réussi à observer des cellules NK en circulation jusqu’à un an après le traitement des 

patients (3).  

Des constructions avec des domaines de signalisation plus ciblés sur la signalisation des cellules 

NK ont aussi été élaborées. L’utilisation du domaine intracellulaire de 2B4 avec le CD3ζ permet 

une activation de la lyse de cellules leucémiques comparable à celle due à une construction de 

deuxième génération. La construction a aussi été utilisée dans un modèle in vitro de tumeur solide 
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primaire avec des résultats plus variables. Plusieurs récepteurs utilisent la signalisation par les 

ITAMs. Le DAP12 a été utilisé pour remplacer la signalisation par CD3ζ (255). Malgré la présence 

d’un seul ITAM sur le DAP12, les auteurs ont observé un plus grand effet sur la lyse de cibles 

qu’avec le CD3ζ. Une étude récente a aussi comparé plusieurs constructions avec des 

combinaisons de segments provenant de CD3ζ, 4-1BB, 2B4, DAP12 et DAP10 (146). En plus de 

modifier la portion intracellulaire, les auteurs ont aussi expérimenté avec des portions 

transmembranaires de récepteurs qui s’associent à des adapteurs par cette région. Les régions 

transmembranaires des récepteurs NKG2D, NKp44 et NKp46 ont été combinés dans les CARs 

(Figure 1.9). Les adapteurs DAP10, DAP12 et CD3ζ/FcεRIγ s’associent respectivement avec les 

chaines utilisées. Les constructions comportant les sections du NKG2D, 2B4 et CD3ζ ont montré 

les meilleures réponses dans des modèles de tumeur diffuse et solide (146).  

 

Figure 1.9 – Représentation de constructions de récepteurs chimériques.  

Il est possible que les constructions optimales varient selon les modèles et selon la source des 

cellules NK utilisées. Certains montrent une efficacité des constructions avec les CAR de seconde 

génération classique ou même avec un CAR utilisant le CD3ζ seul, alors que d’autres voient un 

effet marginal (146, 256, 257).  
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1.3 Pseudotypage des lentivirus 

La production de particules virales mixtes, avec une enveloppe provenant d’un virus différent, a 

été observée avec des infections multiples (258). Les glycoprotéines d’enveloppe sont donc 

essentiellement interchangeables d’un virus à l’autre. Cette propriété a été utilisée pour modifier 

le tropisme des particules virales en remplaçant la protéine d’enveloppe, ce qui crée des virions 

pseudotypés (Figure 1.10) (259).   

 

Figure 1.10 – Pseudotypage des particules virales.  

La protéine G du virus de la stomatite vésiculaire (VSV-G) a été identifiée pour le pseudotypage 

des particules en raison de ses propriétés avantageuses (260, 261). Son tropisme est très large 

puisque ses récepteurs principaux, la famille du récepteur de lipoprotéine de basse densité 

(LDLR), sont exprimés dans une majorité des cellules humaines (262). Son utilisation répandue en 

a fait le standard pour le pseudotypage des particules virales synthétiques.  

Comme le VSV-G est peu efficace pour la transduction de certaines cellules, comme les 

lymphocytes non-stimulés, d’autres pseudotypes ont été utilisés (263). Notamment, l’utilisation 

du pseudotype RD114 a permis d’améliorer la transduction des cellules souches 
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hématopoïétiques et a servi pour la transduction de cellules NK primaires (264, 265). Malgré cette 

amélioration, la transduction des cellules NK reste limitée, ce qui rends le développement 

d’immunothérapies NK plus difficile. De nouvelles protéines pour le pseudotypage de virions ont 

récemment été utilisées pour améliorer la transduction d’autres cellules résistantes à la 

transduction (266-269).  

1.4 Problématique de recherche 

Malgré les avancements dans les immunothérapies à base de cellules NK, certaines 

problématiques ne sont pas encore résolues. Certaines stratégies ont été développées pour 

rendre la modification des cellules NK plus aisée, mais la transduction des cellules NK dérivées du 

sang reste problématique. Comme ces cellules présentent d’autres avantages, comme une 

meilleure fonction que les cellules dérivées du cordon ou de cellules iPSC et ne sont pas dérivées 

d’une tumeur comme la lignée NK-92, il reste pertinent d’essayer d’améliorer les outils 

disponibles, entre autres pour les stratégies utilisant les cellules NK de la circulation.  

1.5 Objectif du projet 

Le but du projet est de développer des améliorations pour l’immunothérapie avec des cellules NK 

pour améliorer leur efficacité et leur résistance aux environnements tumoraux défavorables.  

1.6 Hypothèses 

D’après les connaissances sur les fonctions et propriétés des lymphocytes NK, nous émettons 

l’hypothèse que l’utilisation d’une enveloppe plus appropriée aiderait la transduction des NK et 

permettrait une production optimisée de cellules CAR-NK et que l’élimination du récepteur 

NKG2A rendrait les cellules résistantes aux signaux de HLA-E.  
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Chapitre 2 – Premier article 

2.1 Mise en contexte du premier article 

Le premier objectif de ce projet a été d’améliorer la transduction des cellules NK. Nous avons 

donc étudié la protéine d’enveloppe BaEVRless dans le pseudotypage des particules lentivirales. 

Une fois la technique bien établie avec une rapporteur fluorescent, nous avons caractérisé la 

transduction avec des constructions CAR.  

D’abord, ces expériences ont permis de démontrer la performance d’une nouvelle enveloppe 

pour la transduction des cellules NK. L’enveloppe BaEVRless permet une transduction plus 

efficace qu’avec les autres enveloppes, VSV-G, RD114 et MV-LV. De plus, la transduction était 

améliorée sur les cellules NK non-activées. Nous avons aussi démontré que l’utilisation d’une 

multiplicité d’infection faible (1 virus par cellule) permet une transduction d’une majorité de 

cellules (>60%).  

Cet article nous a aussi permis de montrer que l’utilisation de l’enveloppe BaEVRless ne nuit pas 

à la prolifération, à la survie ou à la fonction des cellules NK. Le phénotype des cellules a aussi été 

évalué et est resté stable durant la transduction.  

Parallèlement, l’analyse des cellules par RNAseq a permis de déterminer que les récepteurs du 

BaEVRless, ACT1 et ASCT2, sont exprimés sur les cellules NK isolées du sang périphérique. Ces 

récepteurs sont augmentés avec l’expansion des NK sur des cellules nourricières.  

Une application de l’amélioration de la transduction des cellules NK pourrait être la génération 

de CAR-NK. Le vecteur de transfert a donc été modifié pour exprimer un récepteur chimérique 

reconnaissant l’antigène CD22. Il a été possible de transduire les cellules NK et l’expression du 

CAR a augmenté leur activité cytotoxique dans un modèle de leucémie résistant aux cellules NK. 

Une seconde construction avec un double CAR a permis de montrer que des vecteurs de transfert 

plus volumineux permettaient la production virale et la transduction des cellules NK. La 

construction avec un double CAR permet aussi la lyse de cellules exprimant l’un ou l’autre des 

antigènes.  
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Le détail de ces expériences est décrit dans l’article Efficient and Robust NK-Cell Transduction With 

Baboon Envelope Pseudotyped Lentivector par Aurelien BL Colamartino*, William Lemieux*, *co-

premier auteurs de façon équivalente) Panojot Bifsha, Simon Nicoletti, Nitin Chakravarti, Joaquín 

Sanz, Hugo Roméro, Silvia Selleri, Kathie Béland, Mélanie Guiot, Camille Tremblay-Laganière, 

Renée Dicaire, Luis Barreiro, Dean A Lee, Els Verhoeyen, Elie Haddad, publié dans le journal 

Frontiers in Immunology en 2019.  

A Colamartino W Lemieux et P Bifsha ont effectués les expériences, aidés par S Nicoletti, H 

Roméro, S Selleri, M Guiot et C Tremblay-Laganière. ABL Colamartino, W Lemieux, P Bifsha et K 

Béland ont rédigé le manuscrit. N Chakravarti, et DA Lee ont effectué les analyses de RNAseq sur 

les cellules amplifiées dans un système utilisant l’IL-21. J Sanz et L Barreiro ont effectué les 

analyses de RNAseq sur les cellules amplifiées dans un système utilisant l’IL-15. R Dicaire a recruté 

les donneurs et récolté les prélèvements. E Haddad a généré les hypothèses, élaboré les plans 

d’expériences et rédigé le manuscrit. E Verhoeyen a fourni le plasmide du BaEVRless, discuté les 

résultats et rédigé le manuscrit.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Colamartino ABL, Lemieux W, Bifsha P, Nicoletti S, Chakravarti N, Sanz J, et al. Efficient and 

Robust NK-Cell Transduction With Baboon Envelope Pseudotyped Lentivector. Frontiers in 

Immunology. 2019;10(2873).  
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2.2 Abstract 

NK-cell resistance to transduction is a major technical hurdle for developing NK-cell 

immunotherapy. By using Baboon envelope pseudotyped lentiviral vectors (BaEV-LVs) encoding 

eGFP, we obtained a transduction rate of 23.0 ± 6.6% (mean ± SD) in freshly-isolated human NK-

cells (FI-NK) and 83.4 ± 10.1% (mean ± SD) in NK-cells obtained from the NK-cell Activation and 

Expansion System (NKAES), with a sustained transgene expression for at least 21 days. BaEV-LVs 

outperformed Vesicular Stomatitis Virus type-G (VSV-G)-, RD114- and Measles Virus (MV)- 

pseudotyped LVs (p < 0.0001). mRNA expression of both BaEV receptors, ASCT1 and ASCT2, was 

detected in FI-NK and NKAES, with higher expression in NKAES. Transduction with BaEV-LVs 

encoding for CAR-CD22 resulted in robust CAR-expression on 38.3 ± 23.8% (mean ± SD) of NKAES 

cells, leading to specific killing of NK-resistant pre-B-ALL-RS4;11 cell line. Using a larger vector 

encoding a dual CD19/CD22-CAR, we were able to transduce and re-expand dual-CAR-expressing 

NKAES, even with lower viral titer. These dual-CAR-NK efficiently killed both CD19KO- and 

CD22KO-RS4;11 cells. Our results suggest that BaEV-LVs may efficiently enable NK-cell biological 

studies and translation of NK-cell-based immunotherapy to the clinic. 

Keywords: NK-cell transduction, baboon retrovirus envelope pseudotyped lentivectors, chimeric 

antigen receptor, NK amplification and expansion system (NKAES), cytotoxicity 
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2.3 Introduction 

The relative resistance of NK cells to transduction hampers the study of NK-cell biology and the 

development of NK cell-based immunotherapy. VSV-G-LVs, classically used to generate chimeric 

antigen receptor (CAR)-T cells (1), do not efficiently transduce NK-cells. RD114-pseudotype viral 

vectors represent an attractive alternative since their entry receptor, the sodium-dependent 

neutral amino acid transporter (ASCT2) (2, 3), is widely expressed in the hematopoietic lineage 

(4). However, despite encouraging initial report, RD114-based viral vectors only transduce NK-

cells at low levels. Nevertheless, they recently enabled clinical development of cord-blood derived 

CAR-NK-cells (5). To fill the need for an efficient method for transducing NK cells, we investigated 

alternative pseudotyping proteins. Since the Baboon envelope pseudotyped lentiviral vector 

(BaEV-LV) binds ASCT1 (6) in addition to ASCT2 for viral entry, we assessed their efficacy to 

transduce NK-cells for therapeutic purposes. As observed independently by Bari et al. (7) our data 

demonstrate the efficacy of BaEV-LV in NK-cell transduction. 
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2.4 Methods 

Cells and Culture Condition 

Blood samples were obtained from healthy volunteers after informed consent (IRB-approved 

protocol #CER-3527). NK-cells were enriched from PBMC using a CD56-positive selection kit 

(Stemcell Technologies, Canada). NK cells were expanded using the Amplification and Expansion 

System (NKAES) with irradiated K562mbIL21 or K562mbIL15 feeder cells as described (8, 9). 

Alternatively, NK-cells were amplified using NK-MACS Medium (130-114-429, Miltenyi) system 

according to manufacturer's instructions. RS4;11 (ATCC) CD19/22KO were generated using 

purified Cas9 protein and two gRNA targeting CD19 or CD22 (Integrated DNA Technologies). 

CD19KO and/or CD22KO cells were FACS-sorted based on loss of surface marker expression. Cells 

were cultured in DMEM (Wisent) or RPMI1640 supplemented with 10% FCS and 

penicillin/streptomycin (Gibco). Media were supplemented with 100 UI/mL IL-2 (Proleukin—

Novartis Pharmaceuticals, Canada) for NK-cell cultures. 

Plasmids and Viral Production 

An UCOE sequence (10) was added to the lentiviral vector pHRSIN-SFFV-eGFP (11) upstream of 

the SFFV promoter to produce pHUS-GFP vector. For the CAR-expression vector, GFP in pHUS-

GFP was replaced by an anti-CD22 CAR (m971 ScFv) fused to 28BBz constructed from 28z and BBz 

(Dr. Orentas, National Cancer Institute) (12). For the dual CAR-expression vector, the GFP-cassette 

was replaced by 2nd-generation anti-CD19 and anti-CD22 CARs, separated by a self-cleaving T2A 

peptide (Figure 2.3A). The pMD2.G (VSV-G) was a gift from Didier Trono (Addgene 

plasmid#12259; http://n2t.net/addgene:12259; RRID:Addgene_12259) and pLTR-RD114A (13) 

(RD114) was a gift from Jakob Reiser (Addgene plasmid#17576; http://n2t.net/addgene:17576; 

RRID:Addgene_17576). The Measles virus (MV-LV) and BaEVRLess envelope plasmids were used 

as previously described (6). Titration was performed on HEK293T cells (ATCC) using serial virus 

dilutions (6). 

Viral Transduction 
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NKAES were transduced after 1 week of expansion. One day before transduction, a 12-well plate 

was coated with RetroNectin (Takara). The following day, concentrated vectors at indicated 

multiplicity of infection (MOI), were added to coated plates for 4 h at 37°C. Then NK cells were 

seeded in these wells in IL-2-supplemented medium and protamine sulfate (Pharmaceutical 

Partners of Canada Inc.) (8 ug/mL). The plates were then centrifuged at 1,000 g for 1 h and 

incubated at 37°C overnight. The next day, IL-2-supplemented medium was added to each well. 

Transduction was assessed on day 3 or day 5 after transduction for NKAES and freshly isolated 

NK-cells (FI-NK), respectively. 

Flow Cytometry 

All samples were stained with anti-CD56-APC, anti-CD3-FITC (Biolegend) and 7AAD (BD 

Biosciences). Transgene expression was detected by flow cytometry on 7AAD− CD56(-APC)+ CD3(-

PE)− cells (Biolegend). For NK-cell receptor detection, samples were stained with DAPI, CD56-

BV711, CD16-BV786, NKp30-AF647, NKp44-PE, NKp46-BV421 (Biolegend), NKG2D-APC (BD 

Biosciences), and NKG2A-PE (Miltenyi Biotec). CD3-BV650 and CD19-APC-Cy7 (Biolegend) 

markers were used as a gating exclusion strategy for the NK cell staining. Receptor expression 

was assessed on DAPI− CD56(-BV711)+ CD3(-BV650)− cells. To detect CAR-expression, cells were 

incubated with 2 μl Siglec2(CD22)-Fc chimera (50 mg/ml, R&D) for 30 min at 4°C, washed and 

stained with anti-Fc-PE (Jackson Immune). 

Cytotoxicity Assay 

Cytotoxicity was assessed 24 h after cell contact by flow cytometry. Targets cells were loaded with 

PKH26 dye (Sigma-Aldrich) according to the manufacturer's directives and seeded in 96 well 

round bottom plates. Effector cells were then added at different effector:target ratios and 

medium alone was added to control wells. Before acquisition, 7AAD was added to each well to 

discriminate dead cells. The cytotoxicity was calculated as: Cytotoxicity (%) = [1-live targets 

(sample)/live targets (control)] × 100%. 

mRNA Quantification 
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RNA-seq expression studies were independently performed in two laboratories (Accession 

#GSE128696, #GSE129044). For the FI-NK vs. IL-21-NKAES/IL-15-NKAES comparisons, extraction 

of total RNA was done using the RNeasy mini kit (Qiagen) and Total RNA Purification Plus Kit 

(Norgen Biotek), respectively. The quality of RNA was verified with 2100 Bioanalyzer (Agilent) 

prior to preparation of sequencing libraries with the TruSeq RNA Sample Prep v2 Kit. Quality of 

libraries was verified via Agilent 4200 Tapestation using a High Sensitivity D1000 ScreenTape 

Assay kit. For the IL-15 NKAES analysis, approximately 60–80 million paired-end 150 bp sequence 

reads per library were generated, whereas for the IL-21 NKAES analysis, 30 million single-end 101 

bp sequence reads per library were generated, both using Illumina HiSeq4000 platform. Kallisto, 

an RNA quantification program based on pseudoalignment was used to obtain read count 

estimates per gene (14). The differential gene expression analysis was done using DESeq2, edgeR, 

and limma R packages. 

Statistical Analyses 

Statistical analyses were performed using GraphPad PRISM 8.0 (GraphPad Software). Statistical 

significance was determined by one-way or 2-way ANOVA with multiple testing and Bonferoni 

correction or using simple multiple T-tests with Holm-Sidak correction. 

Study Approval 

Blood samples were obtained from healthy volunteers after informed and written consent. The 

study was approved by the institutional ethical board of the CHU Sainte-Justine (approved 

protocol #CER-3527). 
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2.5 Results and Discussion 

We first transduced NK cells expanded using the Amplification and Expansion System (NKAES) and 

freshly isolated NK-cells (FI-NK) with an eGFP-encoding LV and observed that in both cases, BaEV-

LVs outperformed VSV-G-, MV-, and RD114- LVs (Figure 2.1A, 83.4 % mean transduction rate vs. 

15.7, 13.7, and 37.8% for NKAES, p < 0.0001, and 23.0% vs. 10.4%, 2.1 and 7.8% for FI-NK, p < 

0.0001, respectively). The mean fluorescence intensity (MFI) of GFP after transduction in NK cells 

was similar for BAEV, VSV-G and RD114 and significantly lower for MV-LV in NKAES (Figure 2.1B). 

The mean transduction rate with BaEV-LVs was higher than 60% for NKAES even at low MOI of 1, 

and ranged from 12.4% at a MOI of 1 to a maximum of 27.2% at a MOI of 10 for FI-NK (Figure 

2.1C). Transgene expression persisted over time after transduction with BaEV-LVs, although a 

decrease was observed from 70.6 to 61.4% in 14 days for NKAES (p = 0.06). Transduced FI-NK 

could be easily amplified after transduction (not shown). High transduction rates were also 

observed after NK-cell expansion on K562-mbIL15-41BBL feeder cells (8) or feeder-free NK MACS 

medium (15) (Figure 2.1D). 

NK-cell receptors expression was assessed on untouched and BaEV-LV treated NKAES, which were 

either transduced (GFP+) or non-transduced (GFP-) (Figure 2.1E). There was no difference in 

CD56, CD16, NKG2D, NKG2A, NKp30, NKp44, and NKp46 receptors expression, suggesting that 

those markers are neither linked to the transduction efficiency, nor affected by the transduction 

(Figure 2.1E), unlike what has been recently reported (7). This difference could be attributed to 

the different expansion system used in our study. 

The number of recovered living cells in both NKAES and FI-NK was preserved after transduction 

with BaEV-LVs (Figure 2.2A) although MV-LV transduction on NKAES yielded more living 

recovered cells than BaEV-LV transduction (p < 0.05). Although the percentage of dead cells in 

culture was low for all conditions (Figure 2.2B), it was higher in NKAES transduced with MV-LV 

and RD114-LV as compared to BaEV (p < 0.01 and p < 0.05, respectively). Together these results 

suggest that BaEV-LV transduction did not affect viability nor NK-cell proliferation. 
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We then assessed whether NK-cell cytotoxic function was preserved after BaEV-LV transduction 

and confirmed that the cytotoxicity of eGFP-transduced NKAES cells against K562 cells was 

equivalent to non-transduced NKAES (Figures 2.2C,D). 

RNAseq analyses of both FI-NK and NKAES showed that ASCT1 and ASCT2 mRNAs were detected 

at significantly higher frequency in both IL-15- and IL-21-NKAES than in FI-NK (Figures 2.2E,F), 

which may explain the higher transduction rate of NKAES. These data were confirmed by qPCR 

(not shown). Also, the expression of both BaEV receptors by NK cells may explain the higher 

transduction efficacy of BaEV-LVs as compared to RD114 which use only one of those receptors. 

CAR-expressing NK-cells represent one of the most relevant clinical applications of efficient NK-

cell transduction. We first tested a single 3rd generation CAR construct recognizing CD22 (Figure 

2.3A). We obtained a transduction rate of 38.3% ± 23.8% (mean ± SD) of NKAES and a high 

sustained level of CAR-expression (58.4% ± 7.8%; mean ± SD) after sorting and re-expansion 

(Figures 2.3B,C). We demonstrated that CD22-CAR-NK-cells efficiently and specifically killed B-ALL 

RS4;11 target cells, which were resistant to untransduced NKAES (Figure 2.3D). We could obtain 

5 × 108 CAR-expressing cells from 5 × 105 transduced cells after an expansion of 14 days (not 

shown). Since transgene size affects transduction efficacy (16, 17), we also tested a dual CAR-

expressing vector with two independent chains recognizing CD19 and CD22. The length of the 

dual CAR-CD22/19 LV had a significant impact on virus production and NK transduction was lower 

(23.1 ± 20.5%; mean ± SD) (Figures 2.3E,F). However, we were able to sort and re-expand these 

dual-CAR-transduced NK-cells for 2 weeks, keeping the transgene expression at a high level (79.0 

± 8.7%; mean ± SD) (Figure 2.3E). These CAR-CD22/19-NKAES killed efficiently CD19KO or 

CD22KO-RS4;11 cells, which suggest that this strategy could be efficient for preventing tumor 

evasion to CAR therapy (18, 19) (Figure 2.3G). 

In this study we showed that BaEV-LV is an efficient and robust tool to transduce NK cells. As a 

proof-of-concept, we generated large numbers of engineered CAR-NK-cells, which induced 

specific killing of antigen-bearing cancer cells, even with a large dual CAR-LV construct. This 

technique was robust and reproducible in different expansion systems, including a feeder-cell-

free system. The higher level of transduction could open up possibilities for the use of this method 
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to generate an immunotherapeutic product. The prevalence of receptors, as seen by RNAseq, 

could explain the difference seen between the transduction of activated and resting NK cells. The 

fact that activated NK cells express both entry receptors at high level could also explain why this 

envelope protein is more efficient than the others. The development of such a tool could have a 

major impact on both basic research of NK-cell biology study and NK-cell-based immunotherapy. 
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2.8 Legends 

Figure 2.1 – BaEV-LV efficiently transduces expanded (NKAES) and freshly isolated NK-cells (FI-

NK). (A) Transduction of NK amplification and Expansion System (NKAES) cells (K562mbIL21 

system, left panel-in blue) or FI-NK (right panel- in red) using VSV-G (n = 3 and n = 6), Measles 

virus (MV; n = 3 each), RD114 (n = 7 and n = 6) or BaEV (n = 8 and n = 12) envelope pseudotyped 

LVs encoding eGFP at a MOI of 10. Fluorescence was evaluated by flow cytometry (****P < 0.0001 

for both NKAES and FI-NK; one-way ANOVA test with multiple testing and Bonferroni correction). 

On the middle panels are shown representative flow cytometry plots of GFP expression after 

NKAES-cell transduction with BaEV-LVs (untransduced, middle left; transduced, middle right). (B) 

Mean fluorescence intensity for GFP expression in NKAES cells (K562mbIL21 system, left panel-in 

blue) or FI-NK (right panel-in red) using VSV-G (n = 3 and n = 6), Measles virus (MV; n = 3 each), 

RD114 (n = 3 and n = 6) or BaEV (n = 8 and n = 12) envelope pseudotyped LVs encoding eGFP. 

Fluorescence was evaluated by flow cytometry (***p < 0.001 and p = 0.0882 for NKAES and FI-NK 

respectively; one-way ANOVA test with multiple testing and Bonferroni correction). (C) 

Transduction of NKAES (left panel-blue; n = 5) or FI-NK (right panel-red; n = 3) using BaEV-LV-

encoding eGFP at various multiplicities of infection (MOI) was measured by fluorescence. (D) 

BaEV-LV transduction of NKAES using K562mbIL21 or K562mbIL15 irradiated feeder cells (n = 4), 

or using the NK-MACS Medium (p = 0.4265; one-way ANOVA test with multiple testing and 

Bonferroni correction, n = 3). (E) Left panel: Flow cytometry plot representative of NK cell markers 

expression after NK-cell transduction with BaEV-LVs. Transduced (GFP positive) NKAES are in blue 

and non-transduced (GFP negative) NKAES are in red. Right panel: Mean fluorescence intensity 

for NK cell markers for untouched and BaEV-LV treated NKAES. BaEV-LV treated NKAES were 

gated according to GFP to separate transduced (GFP positive) or non-transduced (GFP negative) 

NKAES (p = 0.2994; 2-way ANOVA test with multiple testing and Bonferroni correction, n = 4). 

Data are presented as the mean ± SEM. For all experiments, NKAES and FI-NK were assessed at 

day 3 or day 5 post-transduction, respectively. 

Figure 2.2 – BaEV-LV transduction does not alter the phenotype or function of NK cells. (A) 

Viability of NKAES (left panel; n = 3) or FI-NK (right panel; VSV-G and MV-LV n = 6, RD114 n = 3, 

BaEV n = 9) with different LVs was assessed via the ratio of living (7-AAD-negative) cells in the 
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culture normalized to the initial number of cells before transduction (*p < 0.05 and p = 0.141 for 

NKAES and FI-NK, respectively; one-way ANOVA test with multiple testing and Bonferroni 

correction). (B) Cell death, assessed by the percentage of 7-AAD positive cells, of NKAES (left 

panel; VSV-G, MV-LV and RD114 n = 3, BaEV n = 8) or FI-NK (right panel; VSV-G and RD114 n = 6, 

MV-LV n = 3, BaEV n = 12) with different LVs. Percentage of 7-AAD positive cells was calculated 

by flow cytometry after debris exclusion (*p < 0.05 and **p < 0.01 for NKAES, and p = 0.14 for FI-

NK; one-way ANOVA test with multiple testing and Bonferroni correction). (C) Flow cytometry 

plot showing the gating strategy used in cytotoxicity experiments. Cells were first gated on 

forward and side scatter (FSC-A, SSC-A) and then the live 7-AAD negative cells were selected. 

Finally, PKH26 stained target cells were gated to numerate the remaining cells. (D) Cytolytic 

function of BaEV-LV-transduced vs. untransduced NKAES cells against K562 target cells. Data 

represent the percentage of target lysis, assessed by flow cytometry relative to the 

effector/target ratio and normalized to targets alone. (p = 0.4012, 2-way ANOVA test with 

multiple testing and Bonferroni correction, n = 3). (E) Quantitative expression of the viral 

receptors mRNAs assessed by RNA-seq in NKAES expanded with K562mbIL21 and in FI-NK-cells (n 

= 4, **p < 0.01, multiple T-tests with Holm-Sidak correction). (F) Quantitative expression of the 

viral receptors mRNAs assessed by RNA-seq in NKAES expanded with K562mbIL15 and in FI-NK-

cells (n = 4, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, multiple T-tests with Holm-Sidak correction). Data 

are presented as the mean ± SEM, except where noted. For all experiments, NKAES and FI-NK 

were assessed at day 3 or day 5 post-transduction, respectively. 

Figure 2.3 – BaEV-LVs allow robust CAR-expression in NK-cells. (A) Schematic representation of 

the different LVs used for NK-cell transduction using BaEV-LV (relative scale according to size in 

base pairs). (B) Percentage of transduced NKAES cells using BaEV-LVs coding for an anti-CD22 

CAR, assessed at day 3 after transduction (“transduced”; n = 15) and after sorting and 1 week of 

re-expansion (“sorted/expanded”; n = 3). (C) Flow cytometry plot representative of CAR-CD22 

expression after NK-cell transduction with BaEV-LVs. (D) Cytotoxic assays of NKAES (either 

untransduced or CAR-CD22-NK-cells) against either parental (WT; n = 7) or CD19/22KO-RS4;11 

cells (B-ALL; n = 2) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001; 2-way ANOVA test with 

multiple testing and Bonferroni correction). (E) Percentage of transduced NKAES cells using BaEV-
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LVs coding for the dual CAR assessed at day 3 after transduction (“transduced”; n = 9) and after 

sorting and 2 weeks of re-expansion (“sorted/expanded”; n = 3). (F) Flow cytometry plot 

representative of dual CAR expression after NK-cell transduction with BaEV-LVs. (G) Cytotoxic 

assays using NKAES cells transduced with a dual CAR (left panel) or untransduced NKAES (right 

panel) against either parental (WT; n = 8 each), CD19KO (n = 3 for untransduced, n = 4 for CAR 

transduced), CD22KO (n = 1 for untransduced, n = 2 for CAR transduced) or CD19/CD22KO RS4;11 

B-ALL cells (n = 3 for untransduced, n = 5 for CAR transduced). Data are presented as the mean ± 

SEM. 
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2.9 Figures 

 

Figure 2.1 – BaEV-LV efficiently transduces expanded (NKAES) and freshly isolated NK-cells (FI-

NK). 
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Figure 2.2 – BaEV-LV transduction does not alter the phenotype or function of NK cells. 
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Figure 2.3 – BaEV-LVs allow robust CAR-expression in NK-cells. 
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Chapitre 3 – Second Article 

3.1 Mise en contexte du second article 

Le second objectif de ce projet a été d’adresser la sensibilité des cellules NK aux inhibiteurs de 

points de contrôle. Avec la modification génétique des cellules, le récepteur du HLA-E, NKG2A, a 

été diminué des cellules NKAES. L’effet de cette élimination a été caractérisé in vitro et in vivo.  

D’abord, Les expériences ont permis de montrer que l’utilisation de la technologie CRISPR avec 

une nouvelle stratégie non-virale de transfection par shuttle permet d’effectuer une édition 

génomique efficace des cellules NKAES. Cette édition génomique se traduit par une diminution 

de l’expression de NKG2A (58.48%) qui peut être amélioré par tri cellulaire (17.61%).  

Avec ces résultats, nous avons pu déterminer que les cellules exprimant moins NKG2A ne sont 

plus sensibles à l’inhibition effectuée par le HLA-E sur des modèles de cancers du sein et 

colorectaux surexprimant HLA-E.  

Parallèlement, nous avons déterminé qu’une élimination complète de NKG2A sur la population 

cellulaire n’est pas nécessaire pour rendre les cellules NKAES résistantes aux signaux de HLA-E. 

Un effet plateau maximal peut être observé dans la résistance aux signaux inhibiteurs de HLA-E.  

Finalement, l’effet observé a été évalué dans un modèle pré-clinique de cancer du sein. 

L’utilisation de cellules NKAES NKG2A-négatives a permis de retarder la croissance de la tumeur, 

mais sans avoir d’impact sur la survie des souris.  

Le détail de ces expériences est en préparation pour la publication d’un article dans Blood 

Advances.  

W Lemieux et D Guipouy ont effectué les expériences, aidés par Y Li. W Lemieux, D Guipouy et K 

Béland ont rédigé le manuscrit. E Haddad a généré les hypothèses, élaboré les plans d’expériences 

et rédigé le manuscrit. M Harvey, LJ Bordeleau et FT Michaud ont développé et mis au point la 

technologie de CRISPR et de shuttle.  
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3.2 Abstract 

Efficacy of adoptive transfer of NK cell as immunotherapy for cancer can be dampened by their 

sensitivity to inhibitory mediators. Among these, several cancer types over-express HLA-E, a non-

classical MHC signal, triggering an inhibitory signal in NK cells when binding to its ligan, NKG2A. 

Adoptive NK cell transfer relies on cell expansion in culture, and as NK cells in culture upregulate 

NKG2A, we aimed knock-out the receptor on NK cells. By using a non-viral approach, we 

successfully performed CRISPR-mediated knock-out of the NKG2A receptor. The NKG2A knock-

out cells were resistant to HLA-E mediated inhibition from both breast cancer (p<0.0001) and 

colon cancer (p=0.0004) in vitro. In vivo, a reduced tumor growth was observed in mice treated 

with NKG2A knock-out NK cells compared to mice treated with unmodified NK cells in a breast 

cancer model (p<0.001). Our results suggest that edition of NKG2A in NK cells could be a strategy 

to bypass the inhibition of HLA-E from tumors. 
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3.3 Introduction 

NK cells are gaining momentum as an immunotherapeutic treatment of cancer (1), especially after 

the recent publication of the first successful treatment of B-cell malignancies with NK bearing a 

chimeric antigen receptor (CAR) (2). Indeed, the development of new methods for NK cells 

transduction has improved on their potential impact as they become easier to modify and tailor 

to specific needs (3).  

NK cells are known for their efficient killing if infected and transformed cells (4). However, as is 

the case with T cells, NK cells are susceptible to negative regulators (5). As NK cells rely on the 

balance of activating and inhibitory signals, the abolishment of negative receptors could bypass 

the inhibitory environment in tumors. Based on this hypothesis, multiple clinical trials using 

neutralising antibodies against NK checkpoints molecules have been started (6). The atypical HLA 

class I molecule, HLA-E, is often upregulated in tumor environments and is a potent inhibitor of 

NK cells, thus making it an interesting checkpoint target (7, 8). It’s inhibitory receptor NKG2A is 

expressed in activated NK cells and, interestingly NKG2A-expressing NK cells are enriched in HLA-

E positive tumors (8). Other approaches based on genetic modification of NK cells have been 

investigated to boost the NK cell activity in HLA-E-positive tumors (8, 9). These approaches have 

the appeal of being free from regular administrations of antibodies to be efficient.  

While viral genetic editing is useful to introduce new coding sequences such as CAR, it does not 

offer the ability to knock-out specific inhibitory gene(s) in NK cells without having the deleterious 

consequences of permanent activity of a CRISPR enzyme in the cells. Therefore, we aimed to 

evaluate a virus-free CRISPR-based approach to knock-out NKG2A expression in order to render 

NK cells resistant to the negative regulation of HLA-E. Using a novel delivery technique, we 

knocked-out NKG2A from expanded NK cells using a virus-free approach. This technique uses a 

non-integrating, peptide-based shuttle, to deliver the nucleoprotein complex (10). Using a non-

constitutive approach allows to limit the risk of generating off-target modifications. Then we 

assessed the impact of this modification using in vitro and in vivo models. 
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3.4 Methods 

Cells and cell culture 

Human cell lines 293T, MDA-MB-231 and HT29 were obtained from ATCC. Breast cancer MDA-

MB-231 and colorectal carcinoma cells HT29 cells were transduced with a pHUS LUC-GFP virus 

and clones were sorted by flow cytometry with an AriaII cell sorter (BD Biosciences) based on GFP 

expression to have clonal expression of Luciferase. The MDA-MB-231 and HT29 cells with clonal 

expression of Luciferase-GFP were transduced with pHUS HLA-ECw1502 viral particles and sorted 

to obtain a homogeneous population expressing HLA-E along with the signal peptide of HLA-

Cw1502. Cells were cultured in DMEM (Gibco) supplemented with 10% FCS and 1X 

penicillin/streptomycin (Wisent).  

Blood samples were obtained from healthy volunteers after informed consent (IRB-approved 

protocol #CER-2019-1956). Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by 

centrifugation on a Ficoll Paque (GE Healthcare) layer and washed in DPBS (Gibco).  

NK cells expansion 

NK cells were expanded using the Amplification and Expansion System (NKAES) with irradiated 

K562mbIL21 feeder cells as described. Briefly, PBMC were cocultured with irradiated K562mbIL21 

feeder cells in RPMI1640 (Gibco) supplemented with 10% FCS and 1X penicillin/streptomycin and 

40 UI/mL IL-2 (Proleukin – Novartis Pharmaceuticals, Canada) for one week with medium addition 

each 2-3 days. After the expansion, remaining CD3+ cells were removed with the EasySep™ 

Human CD3 Positive Selection Kit II (StemCell Technologies). Cell purity expansion was assessed 

by flow cytometry after staining with CD56-APC (Biolegend), CD3-FITC, 7-aminoactinomycin D (7-

AAD; BD Biosciences), and NKG2A-PE (Miltenyi Biotech). K562mbIL21 feeder cells were kindly 

given by Dean A. Lee (Nationwide Children’s Hospital). Re-expansion protocol of NKAES cells was 

identical, but with 100 UI/mL IL-2.  

NK cell CRISPR delivery 

The shuttle mediated delivery was performed as previously described (10). The nucleases, Cpf1 

(1.33 µM) or MAD7 (3.2 µM) were mixed with tracrRNA:crRNA complexes 
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(GGGGCAGAUUCAGGUCUGAG; IDT; 4 µM) in sterile DPBS for 5 minutes at room temperature. 

The crRNA recognises a sequence within exon 3 of the NKG2A gene and was designed using the 

Benchling software. The complexed ribonucleoprotein (RNP) was added to the Feldan Shuttle 

protein (10 µM) in equal ratio. NK cells were washed in DPBS and resuspended in 100 µL of the 

RNP:Shuttle mix. The mix was incubated for 90 seconds at room temperature, before the addition 

of 400 µL prewarmed complete medium. After pelleting the cells, medium was discarded and the 

cells were resuspended in RPMI1640 supplemented with 10% FCS and 1X penicillin/streptomycin 

and 100 UI/mL IL-2. Cells were either re-expanded or kept 24-48h in culture for genomic DNA 

extraction. The nucleases and Shuttle were synthesised by Feldan Therapeutics.  

Constructs and viral production 

The pHUS Luciferase-GFP vector was constructed in our laboratory from the pHUS-GFP plasmid 

backbone and encodes for the firefly luciferase, an internal ribosome entry site (IRES) and eGFP. 

The pHUS HLA-ECw1502 vector was constructed by gene synthesis (IDT) of the HLA-E cDNA with 

the signal peptide replaced by that of HLA-Cw1502 and cloned in the pHUS GFP vector. Viral 

concentrate was produced as previously described with the VSVg pseudotyping envelope (3).  

Genomic DNA extraction and T7E1 assay 

NKAES cells were pelleted and resuspended in 100 µL 1X Phusion HF Buffer (Thermo Fisher 

Scientific) with 100 µg Proteinase K (BioBasic) and 50 µg RNAse A (Qiagen). Lysis was performed 

for 30 minutes at 56°C and reaction was inactivated by heating 5 minutes at 96°C.  

The targeted region was amplified on 2.5 µL crude extract using the Phusion™ High-Fidelity DNA 

Polymerase (Thermo Fisher Scientific) as recommended, except using 0.3 µM primers.  

Amplicons were then denatured and re-annealed slowly to room temperature. After re-

annealing, 2 U T7E1 enzyme (New England Biolab) or 1X NEBuffer 2 was added, the mix was 

incubated 60 minutes at 37°C and resolved on an agarose gel. The band density was evaluated 

with FIJI distribution of ImageJ (11, 12) using built-in functions.  

Cytotoxicity assay 
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For cytotoxicity experiments, target cells expressing Luciferase-GFP were seeded at 104 cells per 

well in 96-well plates and left to adhere overnight. Effector cells were added at different 

effector:target ratios and the co-culture was incubated for 24 hours at 37°C. Separated wells 

without effectors were included as a no lysis control. After the co-culture, medium was gently 

removed and wells were treated with trypsin, which was neutralised with the addition of 3 

volumes of DPBS containing 20% of FBS, 2.21 mM EDTA (Thermo), and 0.8% 7AAD. After 15 

minutes, samples were acquired with a LSR Fortessa cytometer (BD Biosciences). Specific lysis 

was calculated as: Cytotoxicity (%) = [1-live targets (sample)/live targets (control)] × 100%. 

Xenograft model 

The NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ (NSG) mice (Jackson) were maintained in specific 

pathogen free facilities at the Sainte-Justine Research Center’s animal core facility. All animal 

experiments were performed in accordance with protocols approved by the institution’s 

Institutional Animal Care and Use Committee (CIBPAR#2020-2323) following Good Laboratory 

Practices for Animal Research. Six to twelve weeks old mice were injected with 1x105 MDA-MB-

231 cells expressing Luciferase-GFP intravenously. Starting one week later, weekly NKAES 

injections at a dose of 1x107 cells per mouse were given intravenously, followed by ALT-803 (500 

ng) injection intraperitoneally (13). Tumor growth and circulating NK cells were monitored by 

weekly blood collection and bioluminescence imaging the day before each treatment round. The 

blood was stained with 7AAD, CD56-APC, CD3-FITC and NKG2A-PE and analysed by flow 

cytometry.  

Following intraperitoneal administration of 3 mg XenoLight D-Luciferin, imaging was performed 

on an in vivo imaging system (Labeo Technologies). Image analysis and quantification was 

performed using the FIJI distribution of ImageJ (11, 12) using a custom script.  

Statistical analyses 

Statistical analyses were performed with the use of GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software). 

Statistical significance was evaluated using Student’s T-test, 2-way ANOVA, or Mantel-Cox test as 

specified. Where multiple testing was performed, correction using the Holm-Sidak method was 

used.  
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For regression analyses, the Gompertz function in Prism was used with the N1 variable 

constrained to a value of 100: 

𝑌 = 𝑁0 × 𝑒
ln⁡(

𝑁1
𝑁0

)×(1−𝑒−𝑘×𝑥)
 

The beginning of the plateau was characterised as the point where the slope is under 0.3 using 

the inverse derivative of the Gompertz equation: 

𝑥 = (𝑊 [−𝑙𝑛 (
𝑁1

𝑁0
) × 𝑒

𝑙𝑛(𝑌′)−𝑙𝑛(𝑁1×𝑙𝑛(
𝑁1
𝑁0

)×𝑘)
] − 𝑙𝑛(𝑌′) + 𝑙𝑛 (𝑁1 × 𝑙𝑛 (

𝑁1

𝑁0
) × 𝑘)) 𝑘⁄  

In order to make the calculations, the main branch of the Lambert W function was approximated 

as described (14): 

𝑊(𝑧) ≈
2 × 𝑙𝑛(1 + 0.8842 × √2𝑒𝑧 + 2) − 𝑙𝑛 (1 + 0.9294 × 𝑙𝑛(1 + 0.5106 × √2𝑒𝑧 + 2)) − 1.213

1 + 1
(2 × 𝑙𝑛(1 + 0.8842 × √2𝑒𝑧 + 2) + 4.688)⁄

 

The 95% CI for the plateau were calculated using the 95% CI of the variables.  
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3.5 Results 

NKG2A knock-out in NKAES cells 

A common factor among the diverse sources of NK that have been tested for immunotherapy, is 

their need for expansion and activation to be in sufficient number for treatment. This step can 

cause a change in expression of multiple receptors, notably NKG2A, the inhibitory receptor 

recognizing HLA-E (15). We were interested to see whether NK cells expanded in the NKAES 

feeder system expressed the inhibitory receptor NKG2A. While expression of NKG2A at the 

surface of primary NK cells freshly isolated from peripheral blood is below 50% (45.97±12.02%; 

mean±SD), expansion in coculture markedly increased the prevalence of NKG2A+ cells 

(80.72±7.29%; mean±SD; p=0.0020, t-test) (Figure 3.1A).  

Using the Feldan Shuttle technology, we delivered CRSIPR ribonucleoproteins targeting the 

second exon of the gene. After a single delivery, T7E1 assay revealed a significant rate of gene 

editing (41.86±5.93%; mean±SD, p<0.0001, t-test) (Figure 3.1B). This genomic editing resulted in 

a decrease of the proportion of cells expressing NKG2A at the surface, which was further 

improved with cell sorting (85.93±6.21% compared to 58.48±13.23% and 17.61±8.04% 

respectively for untreated, treated, and treated and sorted; mean±SD; p<0.0001 for all 

comparisons, One-way ANOVA with Holm-Sidak correction) (Figure 3.1C-D).  

Impact of NKA2E knock-out on NKEAS cells cytotoxicity against cancer cells lines 

HLA-E expression by tumor cells in vivo is triggered by pro-inflammatory signals such as IFN-g (8). 

However, cancer cell lines in culture do not express physiological levels of HLA-E, thereby limiting 

the evaluation the impact of HLA-E-NKG2A interaction in vitro. In order to circumvent this, we 

transduced the HLA-E gene together with the HLA-Cw1502 signal peptide on MDA-MB-231 and 

HT29 cell lines (Figure 3.2A). As expected, HLA-E expression inhibited the cytotoxicity of NKAES 

cells against both MDA-MB-231 and HT29 (p<0.0001 and p=0.0075 respectively; Two-way 

ANOVA). We then performed cytotoxic assays using NKEAS cells knocked-out or not for NKG2A. 

While NKG2A knock-down did not modify the cytotoxic activity towards HLA-E negative targets 

(not shown), NKG2A-knocked down NKAES cells displayed a significantly higher cytotoxic towards 
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HLA-E expressing targets (p<0.0001 for MDA-MB-231 HLA-E and p=0.0004 for HT29, Paired two-

way ANOVA in both, Figure 3.2D and 3.2E).  

We then assessed the level of NKG2A knock down that was necessary in NKAES cells to induce a 

similar cytotoxicity against HLA-E+ and WT cell lines similar. Using cell sorting by cytometry, we 

were able to generate a wide range of NKG2A expressing NKAES populations (Figure 3.3A). To 

assess if cytotoxicity activity of modified NKAES cells was directly related to the percentage of 

modified cells, NKAES populations with those different percentages of NKG2A negative cells were 

assayed for their specific lysis potential against MDA-MB-231 transduced with HLA-ECw1502 or 

wild-type MDA-MB-231. With these results, the specific lysis of NKAES against MDA-MB-231 

transduced with HLA-ECw1502 was reported relative to the maximum obtained against wild-type 

MDA-MB-231 and plotted in relation to the proportion of NKG2A negative NK cells (Figure 3B). 

Using GraphPad Prism, non-linear regression using a Gompertz curve was performed and the 

regression formula could be calculated. Using the values and 95% confidence intervals for the 

formulas, it was possible to calculate the plateau at each ratio (Table 3.1). The same metric was 

calculated with the data of modified NKAES cells facing HT29 target cells (Figure 3.3C). The 

plateaux could also be calculated from the regression analysis against HT29 (Table 3.2). Plateau 

values ranged between 43% and 61% for MDA-MB-231 and between 48 and 68% for HT-29, 

meaning that a knock-down of NKG2A that induces a percentage of NKG2A-negative cells of 43 

to 61% (or 48 to 68%) is sufficient to induce a cytotoxicity towards HLAE+-MDA-MB-231 (or 

towards HLA-E+-HT29, respectively), that is similar to the cytotoxicity towards WT-MDA-MB-231 

cells (or towards WT-HT29). This suggests that a complete knock-down of NKG2A is not absolutely 

necessary to abrogate the inhibitory signaling of HLA-E, even in a context of HLA-E is transduced 

and therefore dramatically over-expressed.  

In vivo effect of NKG2A knocked-out NKEAS cells 

Next, we looked at in vivo efficacy of this strategy using a xenogeneic mouse model. NSG mice 

were engrafted with 1x105 MDA-MB-231 transduced with both a Luciferase-GFP reporter and 

HLA-ECw1502. Starting seven days later, the mice were treated weekly with 1x107 NKAES cells by 

intravenous route. The circulating cells were monitored by venal blood draw and analysed with 
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flow cytometry for NKG2A expression. The percentage of NKG2A-negative circulating NK cells did 

not differ throughout the experiment (p=0.1998, Two-way ANOVA) and was higher in KO than in 

WT NKAES (p<0.0001, Two-way ANOVA) (Figure 3.4A). Tumor engraftment and development was 

followed by bioluminescence imaging and quantified using ImageJ (Figure 3.4B-C). Tumor growth, 

assessed by bioluminescence activity, was higher in mice injected with vector only (PBS) than in 

those injected with untreated NKAES (WT; p=0.0019, Two-way ANOVA with Holm-Sidak 

correction), and in both cases, tumor growth was higher than in mice injected with NKG2A 

knocked-out NKAES (KO, p<0.0001, Two-way ANOVA with Holm-Sidak correction). Survival of 

mice was also looked at, but no difference in the proportion of surviving mice could be observed 

(Figure 3.4D).  
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3.6 Discussion 

Adoptive transfer of NK cells could be an efficient cellular immunotherapy in cancer and their use 

has been investigated in clinical trials. The NK expansion system used can be adapted to the clinic 

and has been shown to be well tolerated in patients (16, 17). Although their safety profile is 

excellent, their efficacy is still limited, especially for solid tumor (18). This lack of efficacy could be 

in part attributable to immune editing of the tumor and development of evasion mechanisms, 

such as the over expression of HLA-E. HLA-E was found to be expressed by a third of all solid 

tumors and to protect tumors from NK-cell mediated lysis (19). As shown in this study, expansion 

of NK cells in the NKAES protocol leads to the increase in the percentage of NKG2A positive cells. 

Expanded NKAES cells are thus likely to be susceptible to HLA-E-mediated inhibition. Using the 

Feldan Shuttle technology, we performed genomic editing of expanded NKAES cells. The 

advantage of a gene editing strategy is that it should allow for a permanent and a stable inhibition 

of the HLA-E:NKG2A axis, compared to the use of antibodies, which has to be administered at 

regular intervals (20). The infusion of CRISPR modified cells has also been shown to be safe(21). 

By using a non-viral approach for CRISPR modification, the risk of creating unwanted off-target 

editing is mitigated compared to constitutive viral-based approaches (22).  

When we assessed the rate of allelic editing, we observed that a single treatment with the 

nuclease was able to yield significant editing. The observed mutations resulted in a decrease of 

the surface expression of NKG2A. However, the elimination of surface NKG2A was partial in the 

NK cell population, as a fraction of cells remained unedited. This is one of the limitations of using 

non-integrating approaches as the CRISPR components are transiently expressed, and this limits 

efficiency (23). However the shuttle method does not contain viral-derived components that can 

have immunogenic properties (24). Even the classical nucleofection techniques can trigger 

cellular stress pathways due to the formation of pores at the surface of the cell (25). As an answer 

to partial cell modification cell sorting is useful in selecting subsets of a cell population, and can 

easily be adapted to clinical standards (26).  

The expression of HLA-E is secondary to immunological pressure on tumor cells, and standard cell 

lines tend to not express it in culture. To force the expression of HLA-E, IFNγ can be used to mimic 
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the in-situ inflammatory environment of the tumor (27). In our experiments, we opted for the 

transduction of HLA-ECw1502 to provide reliable expression (28, 29). This strategy has also been 

demonstrated as a viable strategy as an in vivo model (8). As expected, the expression of HLA-E 

on target cells decreased the cytotoxic activity of NKAES cells. This inhibition was however 

rescued by the NKG2A knock out on the NK cells, in two different cancer cell lines, suggesting that 

this modification could represent a therapeutic strategy to treat solid tumors expressing HLA-E 

by NK cell immunotherapy. Our results are in line with the data reported by the Vivier team (20), 

in which they found that blocking NKG2A with an antibody increased the NK cell activity.  

As the editing efficiency of our strategy was not complete, we were interested in understanding 

if the proportion of NKG2A positive cells was linked to the resistance to HLA-E signals. More 

precisely, we wanted to determine if there was a percentage of NKG2A positive cells in the NK 

population, under which there would be no further increase in the cytotoxic activity. By using the 

unsorted and the positive and negative NKG2A fractions after flow cytometry sorting, we were 

able to perform cytotoxicity experiments with a diverse range of NKG2A expression. When there 

was more NKG2A negative cells in the population, there was less difference of cytotoxicity against 

HLA-E versus wild-type targets. We also observed that above a certain threshold (between 43.53 

and 71.32%) of NKG2A-negative cells, there was no further improvement of the specific lysis. This 

suggests that It may not be necessary to achieve a complete knockout of NKG2A in the NK cell 

population to rescue the HLA-E inhibition. This observation could be relevant for future 

therapeutic strategy design. Indeed, contrary to treatment with NKG2A blocking antibodies, not 

all cells will be affected by genetic modifications, and our data suggest that this would not be a 

limit for this strategy. Interestingly, Kamiya et al, who used the PEBL approach to block NKG2A, 

could achieve, after all steps of selection and purification, an expression of at most 20% NKG2A, 

and this was enough to overcome tumor resistance to NK cells in their experimental setting (8).  

It is uncertain whether NKG2A blocking is sufficient by itself to improve survival of mice. It has 

been shown that neutralizing NKG2A antibodies alone did not have an impact on the survival, nor 

tumor growth in both a syngeneic and xenogeneic model (20). However, others have shown that 

a construction designed to retain NKG2A to the endoplasmic reticulum was sufficient to allow 

expanded NK cells to control the tumor in a xenogeneic breast cancer model (8). In our hands, 
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the in vivo efficacy of our strategy showed that edited NK cells were able to delay tumor growth, 

but did not improve mice survival. The combination of this strategy with other knock-outs to block 

other inhibitory pathways could prove more potent. Also, the combination of NKG2A editing with 

a chimeric antigen receptor could further potentialize that activity of NK cells and could be used 

as a potent immunotherapy strategy for cancer. 

We have shown that CRISPR editing of NKG2A on NK cells was easy to perform using our shuttle 

strategy and that the edition obtained was efficient to bypass the inhibitory signaling of HLA-E. 

This represent an alternative to antibody-mediated blockade and transgene-mediated knock 

down. As HLA-E can be expressed in multiple cancer types, the exploration of this strategy in other 

cancer models could expand the potential applications beyond breast and colon cancers.  
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3.9 Legends 

Figure 3.1. Expression and editing of NKG2A on expanded NK cells. (A) Percentage of expression 

of NKG2A measured by flow cytometry on NK cells freshly isolated from peripheral mononuclear 

cells (NK; n=3) or on NK cells expanded in the NKAES system (NKAES; n=5) (p=0.0020; T test). (B) 

Representative gel (left) and cumulative data of the efficiency of strand editing measured by the 

T7E1 assay in NKAES cells either untreated (n=4) or treated (n=5) with ribonuclease complex and 

shuttle (p<0.0001; T test). (C) Representative examples of the surface expression of NKG2A on 

NKAES cells either untreated (WT), treated with ribonuclease complex and shuttle (KO), or treated 

with ribonuclease complex and shuttle and sorted on NKG2A negative expression (KO sorted). (D) 

Percentage of expression of NKG2A on NKAES cells either untreated (WT; n=12), treated (KO; 

n=12) with ribonuclease complex and shuttle, or treated and sorted (KO sorted; n=5) (p<0.0001 

for all comparisons; One-way ANOVA with Holm-Sidak correction).  

 

Figure 3.2. Impact of the expression of HLA-E at the surface of target cells on NKAES cells 

cytotoxicity. (A) HLA-E surface expression on MDA-MB-231 (left panel) and HT29 (right panel) cell 

lines either wild type (blue) or transduced with a plasmid coding for HLA-ECw1501 (red). (B) 

Cytotoxic assay using NKAES cells (n=16) against MDA-MB-231 cells untransduced or transduced 

with a plasmid coding for HLA-ECw1501 (p<0.0001; Paired Two-way ANOVA). (C) Cytotoxic assay 

using NKAES cells (n=7) against HT29 cells untransduced or transduced with a plasmid coding for 

HLA-ECw1501 (p=0.0075; Paired Two-way ANOVA). (D) Cytotoxic assay using NKAES cells 

untreated (WT; n=11) or treated with ribonuclease complex and shuttle (KO; n=11) against MDA-

MB-231 cells transduced with a plasmid coding for HLA-ECw1501 (p<0.0001; Paired Two-way 

ANOVA). (E) Cytotoxic assay using NKAES cells untreated (WT; n=4) or treated with ribonuclease 

complex and shuttle (KO; n=4) against HT29 cells transduced with a plasmid coding for HLA-

ECw1501 (p=0.0004; Paired Two-way ANOVA).  

 

Figure 3.3. Population effect of NKG2A expression on HLA-E mediated cytotoxicity inhibition. 

(A) Representative examples of pre sorting population and the sorted and re-expanded fractions 
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for positive (NKG2A+) and negative (NKG2A-) expression of NKG2A. The cells from the pre-sorting 

population were also re-expanded (Unsorted). Sorting was performed form NKAES either 

untreated or treated with ribonuclease complex and shuttle and the cells were re-expanded for 

a week. (B) Relationship of the percentage of NKAES cells lacking NKG2A expression on the 

relative specific lysis against HLA-E+ targets compared to HLA-E- targets at different effector to 

target ratios against MDA-MB-231 (R2=0.4095/0.5497/0.4989/0.4998 respectively for the ratios 

4:1/2:1/1:1/0.5:1; Nonlinear Gompertz Fit). (C) Relationship of the percentage of NKAES cells 

lacking NKG2A expression on the relative specific lysis against HLA-E+ targets compared to HLA-

E- targets at different effector to target ratios against HT29 (R2= 0.4803/0.4331/0.3523/0.4966 

respectively for the ratios 4:1/2:1/1:1/0.5:1; Nonlinear Gompertz Fit).  

 

Figure 3.4. Antitumor capacity of NKG2A-edited NKAES cells in immunodeficient mice. (A-D) The 

mice were engrafted with 1x105 MDA-MB-231 and treated weekly, starting seven days later, with 

PBS (n=4), untreated NKAES (WT; n=4) or sorted nuclease treated NKAES (KO; n=2) (A) 

Phenotyping of the circulating NKAES cells in NKAES-treated mice (p<0.0001; Two-way ANOVA). 

(B) Representative images from bioluminescent imaging analysed with ImageJ. Ventral images are 

shown. (C) Bioluminescence quantification of the images performed with ImageJ (Two-way 

ANOVA with Holm-Sidak correction). (D) Kaplan-Meier curve of the survival of the mice with the 

treatments. 
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3.10 Figures 

 

Figure 3.1 – Expression and editing of NKG2A on expanded NK cells. 
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Figure 3.2 – Impact of the expression of HLA-E at the surface of target cells on NKAES cells 

cytotoxicity. 
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Figure 3.3 – Population effect of NKG2A expression on HLA-E mediated cytotoxicity inhibition. 
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Figure 3.4 – Antitumor capacity of NKG2A-edited NKAES cells in immunodeficient mice. 
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3.11 Tables 

Tableau 3.1 – Regression parameters for MDA-MB-231 

RATIO 4 2 1 0.5 

N0 

(95% CI) 

66.50 

(57.47-74.86) 

56.77 

(48.40-64.71) 

45.12 

(33.85-56.01) 

43.27 

(31.71-54.52) 

K 

(95% CI) 

0.04306 

(0.02245-0.07838) 

0.04197 

(0.02616-0.06546) 

0.04213 

(0.02509-0.06853) 

0.04315 

(0.02574-0.06961) 

PLATEAU 

(95% CI) 

43.53 

(28.29-65.87) 

51.79 

(36.86-73.04) 

59.78 

(40.17-90.35) 

60.17 

(40.46-91.40) 
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Tableau 3.2 – Regression parameters for HT-29 

RATIO 4 2 1 0.5 

N0 

(95% CI) 

32.79 

(6.870-55.59) 

32.29 

(5.719-54.35) 

38.79 

(11.94-64.83) 

21.54 

(1.059-47.19) 

K 

(95% CI) 

0.07054 

(0.02951-0.1595) 

0.04439 

(0.01907-0.1225) 

0.03483 

(0.01125-0.07480) 

0.04988 

(0.02122-0.1131) 

PLATEAU 

(95% CI) 

48.78 

(24.04-100) 

65.94 

(28.71-100) 

71.32 

(34.29-100) 

67.43 

(32.03-100) 
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Chapitre 4 – Discussion 

Les cellules NK sont de plus en plus utilisées dans les approches d’immunothérapies (2). 

L’utilisation de cellules NK pour l’immunothérapie comporte en effet certains avantages 

comparativement à l’utilisation de cellules T. L’effet adverse principal des lymphocytes T, le CRS 

est provoqué par les cytokines produites par les cellules T et peut mener à de graves 

complications ou même à la mort s’il n’est pas traité (270). Le profil sécrétoire des cellules NK est 

différent et n’implique pas les cytokines principalement associées au CRS, l’IL-6 majoritairement 

(149). Le profil thérapeutique des immunothérapies peut donc être amélioré en présence d’effets 

adverses moindres.  

Un second avantage, l’absence de distinction entre soi et non-soi permet l’utilisation de cellules 

NK allogéniques. En effet, la maladie du greffon contre l’hôte, est dû à la reconnaissance et à 

l’attaque des cellules du patient par les cellules d’un donneur. Pour cette raison, les cellules T 

doivent provenir du patient lui-même (271). Les cellules NK n’ont pas de récepteurs qui 

permettent la distinction de cellules allogéniques, seulement la reconnaissance des cellules 

altérées par une infection ou par la transformation. Un des potentiels problèmes défaut des 

cellules NK allogéniques est leur expression des HLA de classe I, qui les rends sensibles au rejet 

par le système immunitaire du patient (272, 273).  

La possibilité d’utiliser des cellules allogéniques pourrait permettre à son tour le développement 

de banques de cellules (274, 275). Le délai entre le diagnostic et l’administration de la thérapie 

est grandement amélioré puisque les cellules peuvent être préparées et cryopréservées. Les 

étapes de production et validation peuvent avoir lieu avant même le diagnostic. De plus, les coûts 

de production et de validation d’une préparation peuvent aussi être séparées pour plusieurs 

patients, ce qui augmente l’accessibilité de la thérapie. Le coût des immunothérapies à base de 

cellules CAR-T est présentement élevé, ce qui limite son utilisation (276-278). Les 

immunothérapies à base de cellules NK pourraient donc être intéressantes en parallèle ou en 

addition aux thérapies de CAR-T.  
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Malgré leurs avantages, certaines limitations rendent leur utilisation clinique plus complexe. 

Notamment les techniques qui permettent de modifier les cellules pour la thérapie génique et la 

production de cellules CAR-T ont une efficacité limitée sur les cellules NK (279). En plus, 

l’expression de mécanismes inhibiteurs par les cellules tumorales limite l’efficacité des cellules 

utilisées en immunothérapies (111). Dernièrement, la survie des cellules NK est plus courte que 

celle des cellules T dans la circulation normale (280).  

Notre objectif était de développer des réponses à ces inconvénients des cellules NK, 

principalement d’améliorer la transduction des cellules NK et de bloquer les voies des inhibiteurs 

de contrôle.  

4.1 Transduction des cellules NK 

Malgré le développement des lentivirus, utilisés pour la thérapie génique, la transduction des 

cellules NK reste peu efficace. Certaines protéines d’enveloppe alternatives ont été proposées 

pour augmenter la transduction des cellules NK. L’utilisation de l’enveloppe du virus endogène 

félin RD114 a montré une amélioration de la capacité de transduction comparativement à 

l’utilisation de la protéine G du virus de la stomatite vésiculaire (VSV-G) (265, 281).  

La protéine d’enveloppe BaEVRless a récemment été décrite et permet une meilleure 

modification des cellules souches quiescentes (267). Le BaEVRless utilise deux transporteurs 

d’acide aminés, le transporteur d’acide aminés neutres (ASCT)-1 et ASCT-2, pour médier son 

entrée. Le récepteur ASCT-2 est partagé par le mécanisme d’entrée de la protéine RD114. 

L’expression des transcrits ARN a été étudié sur les cellules activées et quiescentes. Les cellules 

ayant été en contact avec des cellules nourricières exprimant l’IL-21 ou l’IL-15 membranaires 

possèdent plus des ARN messagers pour les deux récepteurs du BaEVRless. Il est donc possible 

que la stimulation des cellules permette une meilleure transduction. En utilisant l’enveloppe 

BaEVRless la transduction avec un lentivirus est nettement meilleure qu’avec le VSV-G et RD114 

et ce pour les cellules NK activées ou quiescentes. La proportion de cellules exprimant la green 

flurescent protein (GFP) avec RD114 est comparable à d’autres résultats publiés utilisant la même 

méthode d’expansion des cellules NK (282). Tel que prévu, la transduction est moins efficace dans 

les conditions non-stimulées. La transduction avec une dose dix fois moindre, d’un virus par 
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cellule, reste efficace pour transduire la majorité des cellules activées. Certaines agences 

réglementaires, comme la Food and Drugs Association (FDA), recommandent d’avoir moins de 5 

intégrations par cellules (283). L’utilisation d’une multiplicité d’infection faible pourrait permettre 

de diminuer le risque d’obtenir plus de cinq intégrations par cellule.  

De plus la transduction avec un titre égal permet d’avoir une intensité de transgène équivalente 

pour BaEVRless, VSV-G et RD114. La densité est cependant plus faible sur les cellules non-activées 

que sur les cellules qui ont été mises en expansion. Il est possible que cette différence soit 

observée en raison d’un nombre différent d’intégrations par cellule, mais le profil d’activation des 

cellules peut aussi avoir un impact sur l’expression des transgènes. De telles différences ont été 

observées sur des lymphocytes T ayant subi des activations différentes (284). Il est donc possible 

qu’un effet similaire provoque une plus faible expression dans les lymphocytes NK non-activés.  

Pour vérifier que l’efficacité n’est pas dépendant de la méthode d’activation, d’autres méthodes 

d’activation ont été comparées aux cellules nourricières présentant l’IL-21. Les cellules 

nourricières avec la forme membranaire de l’IL-15 et le milieu commercial NK-MACS permettent 

des niveaux de transduction similaires. L’efficacité améliorée de transduction n’est donc 

restreinte à une seule technique d’activation des cellules NK. Le milieu NK-MACS est aussi 

compatible avec la translation vers un protocole clinique sans cellules nourricières (285).  

La transduction avec des particules virales pourrait avoir un impact sur le phénotype de certaines 

cellules (286). Les cellules NK sont sensibles à certains signaux des Toll-like receptors (TLR) (287). 

Plusieurs marqueurs ont été étudiés à la surface des cellules avec et sans transduction, mais 

aucune différence significative n’a été observée. L’ajout du virus ne cause donc pas de 

modification phénotypique majeure des cellules NK. De plus, la transduction n’a pas d’impact sur 

la capacité lytique des NK contre la cible témoin K562. Finalement, la viabilité des cellules n’est 

pas différemment affectée par le pseudotypage avec BaEVRless comparativement à VSV-G, 

autant selon le nombre de cellules récoltées après la manipulation, que par la proportion de 

cellules viables. Les autres enveloppes étudiées, RD114 et les glycoprotéines modifiées du virus 

de la rougeole (MV-LV), causaient à la fois une plus forte proportion de cellules non-viables et 

une augmentation du nombre absolu de cellules récupérées. Il est donc possible que les particules 
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lentivirales pseudotypées avec ces protéines causent une activation de la prolifération et de 

l’activation des cellules NK.  

La taille du transgène a un impact sur toutes les étapes de la production à la transduction avec un 

lentivirus (288, 289). Pour valider la possibilité d’utiliser l’enveloppe BaEVRless avec des inserts 

plus volumineux que la séquence codant pour la GFP, des constructions pour un ou deux CAR ont 

été préparées et les particules virales ont été utilisées pour transduire les cellules NK. La tailles 

des constructions atteignent environ 8500 paires de bases, comparable à la taille maximale 

utilisée en général (289). Malgré la grande taille de la construction, des niveaux de transduction 

avoisinant 20% ont pu être obtenus. L’enveloppe BaEVRless est donc compatible avec des 

vecteurs de transfert larges qui sont souvent utilisés dans la thérapie génique et la génération de 

cellules avec un CAR (3, 256).  

4.2 Génération de NK-CAR 

Les vecteurs utilisés pour la transduction de larges transgènes contenaient des séquences codant 

pour des CAR anti-CD22 ou anti-CD22 et CD19. Le récepteur chimérique était détectable à la 

surface des cellules, qui ont été sélectionnées et mises en culture. Les cellules modifiées avec un 

CAR étaient capables d’effectuer la lyse spécifique de cellules leucémiques RS4;11 exprimant les 

antigènes reconnus par les récepteurs. La cible a été choisie en raison de sa résistance à la lyse 

NK, comparativement aux cellules REH, NALM6 et 697 (Données non-publiées obtenues au 

laboratoire). La lyse spécifique approche 30% au ratio 4 effecteurs contre 1 cible et avec les 

constructions typiques de CAR-T. Ce résultat est comparable aux résultats obtenus avec les 

cellules CAR-T contre la lignée NALM6 (290). La lyse cellulaire observée avec les cellules CAR-T 

contre la lignée leucémique REH est supérieure à celle observée ici. L’efficacité du CAR varie donc 

selon la cible utilisée. La densité des antigènes peut jouer un rôle dans cette différence, mais aussi 

l’expression différentielle de ligands inhibiteurs (112, 291).  

Avec l’utilisation de la technologie CRISPR, les antigènes ciblés par les CAR ont pu être délétés des 

cellules leucémiques RS4;11. Les cellules n’exprimant pas l’antigène cible du CAR présenté par les 

cellules NK ne sont pas éliminées. Les cellules CAR-NK n’ont donc pas d’activité hors-cible et il y a 

donc peu de risque d’observer une attaque de tissus sains autre que les lymphocytes B. Pour les 
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cellules CAR-NK exprimant deux CAR à leur surface, elles ont montré une activité contre les 

cellules exprimant un ou deux antigènes. L’expression de deux CAR en tandem est donc une 

solution qui pourrait aussi être appliquée dans les NK, pour permettre de contourner l’évasion 

antigénique qui a été observée lors des traitements avec les CAR-T (215, 292).  

Il est aussi possible que les chaines de signalisation utilisées ne soient pas optimales pour 

permettre aux cellules NK d'attaquer les cellules cibles. En effet, bien que les constructions de 

CAR-T aient été utilisées et sont fonctionnelles dans les cellules NK, il a été démontré que des 

récepteurs conçus pour les cellules NK peuvent avoir une efficacité plus forte (146, 256).  

 

4.3 Édition génomique de NKG2A 

Les cellules NK peuvent exprimer plusieurs récepteurs inhibiteurs pour divers ligands. 

Conformément aux résultats observés dans la littérature, les cellules NK en expansion expriment 

une forte proportion de NKG2A, un récepteur inhibiteur pour le HLA-E (173, 293). À l’aide d’une 

technique par peptides amphipatiques (180), une nucléoprotéine CRISPR ciblée contre le gène 

NKG2A a été introduite dans les cellules NK. En ciblant le début de l’ARN messager, la modification 

aléatoire du gène peut introduire un codon de terminaison prématuré et déstabilisé 

complètement l’ARN messager (294). Des modifications ont pu être détectées dans la séquence 

génomique des cellules à l’endroit ciblé. L’utilisation de peptides pénétrants produit 

généralement moins de modifications que l’utilisation de l’électroporation (177). L’efficacité 

d’édition génomique observée dans nos expériences est comparable à celle observée 

précédemment avec le même système ou avec une livraison par électroporation dans les cellules 

NK (180, 295). Ces modifications ont eu pour effet de réduire la proportion de cellules NK en 

expansion exprimant NKG2A à leur surface comme attendu.  

D’autres stratégies ont été approchées dans la littérature pour contourner la signalisation de 

NKG2A. Les anticorps neutralisants ont été d’abord utilisés pour bloquer la signalisation par les 

points de contrôles PD-1 et CTLA4 sur les lymphocytes T (111). Les résultats cliniques ont montré 

que la neutralisation de NKG2A permet de renverser l’inhibition due à la présence de HLA-E dans 
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les tumeurs. La demi-vie des anticorps étant toutefois limitée, des administrations répétées 

seraient nécessaires pour conserver l’inhibition (296). Récemment une autre stratégie a été 

présentée. Une construction artificielle permet de retenir le récepteur NKG2A au réticulum 

endoplasmique pour empêcher l’expression à la surface (173). Cette stratégie qui repose sur 

l’expression d’un transgène pourrait être sensible aux effets d’atténuation épigénétique du 

promoteur (297).  

L’effet de l’édition génomique a été testé contre des cellules de lignées de cancer du sein et du 

colon. Pour obtenir des lignées exprimant HLA-E, il a été transduit dans les lignées MDA-MB-231 

et HT29, puisque les cellules de lignées l’expriment faiblement (298). Le peptide d’adressage du 

HLA-Cw1205 a été utilisé pour assurer une expression stable du HLA-E (299). Ce peptide est aussi 

exprimé par le cytomégalovirus (CMV) pour contourner les réponses immunes par HLA-E (300). 

L’utilisation d’une stimulation avec l’IFNγ sur les cellules est utilisée dans certains cas pour forcer 

l’expression du HLA-E (301). Le contrôle de l’expression est par contre moins précis et contrôlable 

dans les modèles précliniques in vivo. Contre nos lignées transduites avec HLA-E, la délétion 

génétique de NKG2A a permis d’empêcher l’inhibition de la cytotoxicité. Ces résultats sont 

compatibles à ceux obtenus in vitro par la séquestration du NKG2A et par la neutralisation avec 

l’anticorps Monalizumab (173, 302). Une forte variabilité est observée entre différents donneurs 

comme pour les résultats obtenus avec l’anti-NKG2A (302).  

Pour mieux comprendre la relation entre l’expression de NKG2A sur une population de cellules 

NK et l’inhibition de HLA-E, les cellules ont été sélectionnées et plusieurs niveaux d’expression 

ont été obtenus. Ces cellules ont été utilisées pour des essais de cytotoxicité. L’utilisation d’une 

normalisation sur la lyse spécifique contre la même lignée n’exprimant pas HLA-E permet de 

contrôler la variabilité inter-donneurs observée. La distribution des cellules suit une courbe non-

linéaire et tel qu’attendu, plus la proportion de cellules NKG2A négatives est forte, moins les 

cellules sont sensibles à l’effet du HLA-E sur la lyse spécifique. Une observation supplémentaire 

peut être faite; il n’est pas nécessaire d’obtenir une population pure pour observer les effets. Les 

courbes atteignent un plateau entre 43 et 67% de cellules NKG2A négatives, selon la lignée et le 

nombre de cellules effectrices par cible. La pureté obtenue avec la stratégie d’un transgène 
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séquestrant NKG2A est conforme avec cette observation et présente un niveau de cellules NKG2A 

positives plus faible que ceux prédits par la régression (173).  

Pour valider l’efficacité de l’édition génomique de NKG2A sur la résistance des cellules NK au HLA-

E, un modèle xénogénique a été mis au point dans la souris NSG. Une semaine suivant 

l’administration de cellules de lignée tumorale MDA-MB-231 les cellules NK amplifiées ont été 

administrées. L’expression de NKG2A a été évaluée sur les cellules circulantes après chaque 

semaine de traitement et le phénotype ne montre pas de variation dans le temps. La croissance 

tumorale a été suivie par bioluminescence. L’administration de cellules NK non modifiées retarde 

légèrement la croissance du cancer dans la souris et l’administration de cellules n’exprimant pas 

NKG2A délaie significativement la croissance tumorale. La thérapie utilisant seulement la 

modification par CRISPR du gène NKG2A n’est pas suffisante pour éliminer complètement la 

tumeur. Bien que les cellules NKG2A négatives retardent la croissance, aucun avantage sur la 

survie n’a pu être observé comparativement au groupe traité avec les cellules NK non-modifiées. 

Dans certains cas il a été montré que l’inhibition seule de NKG2A permettait d’améliorer la survie 

dans des modèles pré-cliniques, alors que d’autres ont montré que la combinaison de plusieurs 

voies indépendantes permettait d’observer un effet (173, 302). Les modèles utilisés, bien que 

semblables, comportent des différences, notamment au niveau du choix de lignée cellulaire 

utilisée et de la source et composition des cellules effectrices utilisées.  

4.4 Translation vers la clinique 

Les résultats présentés montrent des améliorations qui sont intéressantes pour le 

développement de nouvelles immunothérapies NK. Dans nos travaux, nous avons touché la 

transduction par les lentivirus et l’édition génomique de HLA-E. Des cellules NK amplifiées à l’aide 

de cellules nourricières exprimant l’IL-21 ont été utilisées dans nos travaux. Cette méthode de 

culture des cellules NK peut être utilisée sur de nombreuses sources de cellules NK, permettant 

une flexibilité (2). De plus ce système d’expansion des cellules NK a été utilisé dans certains essais 

cliniques et a été montré comme bien toléré, avec peu d’effets indésirables (3, 133). En ajoutant 

une cassette pour faire sécréter l’IL-15 aux cellules NK, les cellules administrées ont pu être 

jusqu’à un an, alors que la survie des NK est plutôt estimée à deux semaines (3, 280). L’inclusion 
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d’une cytokine pourrait donc résoudre le problème de la survie plus faible des NK 

comparativement aux résultats observés avec les CAR-T.  

Les étapes de transduction ou de modification génétique ne représentent pas non plus de limite 

à la transposition à la clinique. Plusieurs patients ont déjà été traités avec des cellules CAR-T 

modifiées par un lentivirus (303). La transduction est aussi utilisée pour corriger certains défauts 

congénitaux, comme la β-thalassémie ou le syndrome de Wiskott-Aldrich (304). À court terme, 

l’utilisation de vecteurs lentiviraux ne comporte pas de risque élevé. Des patients traités par des 

cellules transduites sont encore suivis pour étudier les effets à long terme (304). L’édition des 

cellules par CRISPR est toutefois une technique plus récente et moins bien étudiée. Des cellules T 

dont l’ADN a été modifié ont cependant été utilisées dans un essai clinique et aucune 

transformation en cellules malignes n’a été observée jusqu’ici (305). Les stratégies d’édition 

génomique sont donc compatibles avec l’utilisation dans un essai clinique. Il faudrait cependant 

inclure une vérification des coupures hors-cible qui peuvent se produire lors de l’utilisation du 

CRISPR. Le séquençage exhaustif, ou deep-sequencing, permet de résoudre les événements rares 

de modification hors-cible (306).  

L’incorporation d’une stratégie dite de suicide, permettant l’élimination des cellules modifiées, 

est adoptée dans plusieurs cas. La thymidine kinase du virus de l’herpès simplex, des récepteurs 

de mort synthétiques ou encore des récepteurs reconnus par des anticorps thérapeutiques ont 

été utilisés pour éliminer des cellules greffées (307). La thymidine kinase permet une élimination 

graduelle, mais complète des cellules, cependant l’expression de la protéine virale peut 

déclencher une réponse immunitaire indésirable (308). Le récepteur artificiel iCasp9 n’est pas 

immunogénique, mais a montré une sélection partielle chez des patients (309). Il a tout de même 

été utilisé pour comme marqueur de sélection chez les patients, notamment avec des cellules 

CAR-NK (3). L’utilisation d’anticorps thérapeutiques comme contre le CD20 (rituximab) ou l’EGFR 

(cetuximab) bénéficie des données d’efficacité clinique et de sûreté accumulées par leur 

utilisation en clinique (310, 311). Ces anticorps ont toutefois des cibles sur les tissus normaux et 

peuvent éliciter des effets indésirables spécifiques, tel qu’une aplasie B dans le cas du rituximab 

ou des éruption cutanées pour le cetuximab (312). Les effets secondaires sont toutefois 

temporaires et bien caractérisés en raison de leur utilisation fréquente en clinique. Ils pourraient 
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donc être une excellente avenue pour ajouter une stratégie d’élimination des cellules NK. Ces 

résultats pourraient donc être facilement transposables à une utilisation clinique.  

Finalement, la stratégie de modification génétique par CRISPR pourrait être appliquée à l’édition 

du gène de la bêta-2 microglobuline (B2M), qui est nécessaire pour l’expression de complexe HLA 

de classe I (272, 273). Cette modification permet d’éviter le rejet des cellules par les lymphocytes 

T. Pour éviter le rejet par les cellules NK du donneur, des stratégies ont été élaborées avec 

l’expression de HLA de classe I non-classiques, HLA-E ou HLA-G (272).  
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Chapitre 5 – Conclusion 

Avec le développement de nouvelles immunothérapies NK, certains désavantages de ces cellules 

doivent être adressés. Les travaux effectués dans le cadre de ce rapport visent à répondre à 

certains de ces points. Dans un premier temps, nous proposons une nouvelle glycoprotéine, 

BaEVRless, qui permet de produire des particules virales beaucoup plus infectieuses que celle 

portant le VSV-G ou le RD114 à leur surface. Nous avons aussi montré que le BaEVRless ne modifie 

pas le phénotype ou les capacités cytotoxiques des cellules NK transduites. L’amélioration de la 

transduction des cellules NK pourra permettre de faciliter la création de thérapies CAR-NK. Nous 

avons pu, grâce à l’enveloppe BaEVRless, produire des cellules CAR-NK avec un ou deux CAR à 

leur surface. Ces cellules CAR-NK étaient capables d’attaquer des cellules leucémiques 

normalement résistantes aux cellules NK.  

Dans un second temps, avec une nouvelle technique par transporteurs protéiques, nous avons 

réussi à faire entrer les composant nécessaires pour effectuer une modification du gène NKG2A 

par CRISPR. L’édition génomique de NKG2A a permis d’empêcher l’inhibition par HLA-E, un des 

points de contrôle important dans les tumeurs. Nous avons d’ailleurs observé que cette effet était 

aussi observé in vivo, par un délais de la croissance tumorale dans un modèle xénogénique de 

cancer du sein. Nos données nous ont aussi permis d’observer que NKG2A pouvait être exprimé 

sur une fraction des cellules NK et celles-ci demeurent résistantes à HLA-E. L’édition par CRISPR 

pourrait représenter une nouvelle stratégie pour permettre aux cellules NK de résister aux 

signaux inhibiteurs des tumeurs.  

Nous envisageons comme prochaine étape de combiner ces approches qui agissent sur des voies 

complémentaires. L’utilisation de chaines intracellulaires optimisées pour les cellules NK comme 

présentées ailleurs pourrait aussi grandement améliorer les réponses observées avec les cellules 

CAR-NK (146). L’expression de HLA-E n’est qu’une des stratégies employées par les cancers pour 

éviter l’attaque par les réponses immunitaires. En plus de NKG2A, d’autres récepteurs pourraient 

être ciblés par CRISPR pour rendre les cellules NK plus actives dans les environnements 
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immunosuppresseurs. Les récepteurs PD-1, LAG3, TIGIT et Tim3 seraient de bons candidats selon 

les données actuelles (313).  
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