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Résumé

La cellule NK fait partie du systeme immunitaire inné et participe a 'immunosurveillance anti-
tumorale. La compréhension des facteurs affectant leur biologie, telle que la génétique, est donc
cruciale. Dans un premier temps, nous avons évalué le role de la sous-unité d’intégrine CD11d,
sur le phénotype et I'expression d’autres sous-unités (CD11a, CD11b, CD11c, CD18) de diverses
cellules immunitaires entre un modele murin CD11d-KO et une souris C57BL/6 (B6). Nous avons
remarqué que l'effet de la délétion de CD11d sur I'expression des autres sous-unités d'intégrine
est spécifique a chaque type de cellule immunitaire. La différence la plus notable dans
I'expression de CD11b et CD11c a été observée dans les cellules NK. La perte de CD11d dans les
cellules NK a entrainé une diminution de I'expression de CD107a apres leur activation, ce qui
suggere une altération de la dégranulation des cellules NK. Ensuite, malgré une croissance de
mélanome similaire, une plus grande proportion de cellules NK issues de CD11d-KO se sont

accumulées dans les lits tumoraux par rapport a leur homologue B6.

Dans un deuxieme temps, nous avons exploité le modele murin NOD, connu d’avoir des défauts
immunitaires importants. L’acquisition des fonctions cytotoxiques des cellules NK se fait par un
processus appelé maturation fonctionnelle ou une cellule NK est d’abord CD27-CD11b’, suivi du
stade CD27*CD11b", puis CD27*CD11b"* et finalement CD27:CD11b", soit le stade le plus mature et
cytotoxique. Nous avons démontré que les cellules NK de la souris NOD produisent nettement
moins d’IFN-y, de TNFa et de Granzyme B et échouent a réguler I'expression du récepteur
d’activation NKG2D pour chaque stade de maturation fonctionnelle. Finalement, nous avons
traité des souris immunodéficientes porteuses de tumeurs avec des cellules NK de NOD et B6.
Nous avons démontré que, tout comme pour les cellules NK de B6, ce sont surtout des cellules
NK CD27* de NOD qui s"accumulent dans les tumeurs. Par contre, les souris injectées avec des

cellules de NOD montraient une croissance tumorale significativement plus importante.

De maniere générale, ces études sont les premieres a élucider les impacts de I'absence de CD11d
sur le phénotype et la fonction des cellules NK ainsi que leurs défauts fonctionnels dans la souris

NOD au courant de leur maturation fonctionnelle.



Mots-clés : cellule Natural Killer, NK, intégrine, CD11d, souris Non-Obese Diabetic, maturation

fonctionnelle



Abstract

NK cells are part of the innate immune system and participate in anti-tumor immunosurveillance.
Understanding the factors affecting their biology, such as genetics, is therefore crucial. First, we
evaluated the role of the integrin subunit CD11d on the phenotype and expression of other
subunits (CD11a, CD11b, CD11c, CD18) of various immune cells between a CD11d-KO mouse
model and a C57BL/6 (B6) mouse. We noted that the effect of CD11d deletion on the expression
of other integrin subunits is specific to each immune cell type. The most notable difference in
CD11b and CD11c expression was observed in NK cells. Loss of CD11d in NK cells resulted in
decreased CD107a expression after their activation, suggesting impaired NK cell degranulation.
Second, despite similar melanoma growth, a greater proportion of CD11d-KO-derived NK cells

accumulated in tumor beds compared to their B6 counterpart.

We then exploited the NOD mouse model, known to have significant immune defects. The
acquisition of cytotoxic functions of NK cells occurs through a process called functional
maturation where an NK cell is first CD27CD11b", followed by the CD27*CD11b" stage, then
CD27*CD11b* and finally CD27:CD11b*, the most mature and cytotoxic stage. We demonstrated
that NK cells from NOD mice produce significantly less IFN-y, TNFa, and Granzyme B and fail to
regulate the expression of the activation receptor NKG2D for each stage of functional maturation.
Finally, we treated immunodeficient tumor-bearing mice with NOD and B6 NK cells. We
demonstrated that, as with B6 NK cells, NOD CD27* NK cells predominantly accumulated in

tumors. However, mice injected with NOD NK cells showed significantly greater tumor growth.

Overall, these studies are the first to elucidate the impact of the absence of CD11d on the
phenotype and function of NK cells as well as their functional defects in NOD mice during their

functional maturation.

Keywords: Natural Killer cell, NK, integrin, CD11d, Non-Obese Diabetic mouse, functional

maturation
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1. CHAPITRE 1 - INTRODUCTION

1.1. Systeme immunitaire

L'immunité est définie comme la résistance aux maladies, en particulier les maladies infectieuses.
L’ensemble des cellules, tissus et molécules qui participent a la résistance aux insultes biologiques
telles les infections forment le systéme immunitaire. La réaction coordonnée de ces cellules et

molécules aux pathogenes est connue comme la réponse immunitaire.

L’applicabilité de I'immunologie va au-deld des maladies infectieuses. A titre d’exemple, la
réponse immunitaire est le principal obstacle a une transplantation d'organe [2]. De plus, le
systeme immunitaire est intrinsequement lié a I'oncogenese et au contréle tumoral. Le domaine
de lI'immuno-oncologie est en pleine croissance et des immunothérapies contre différents
cancers émergent avec des potentiels anti-tumoraux prometteurs [3]. Enfin, des réponses
immunitaires défectueuses sont a l'origine de nombreuses maladies auto-immunes et des

réactions allergiques [4].

Les mécanismes de défense de I'hGte consistent en une immunité innée, qui assure la protection
initiale contre des pathogenes, et en une immunité adaptative qui se développe plus tardivement
et qui est plus spécifique et efficace [4]. L'immunité innée, également appelée immunité native
ou naturelle, fait référence aux réponses immunitaires présentes des la naissance et non
« apprises » ou adaptées a la suite d'une exposition & des micro-organismes. A I'inverse,
I'immunité adaptative, également appelée immunité acquise ou spécifique, est caractérisée par
deux types de lymphocytes, soit les B et T (LB et LT). Ces cellules rencontrent des antigénes de
pathogénes ayant échappé au systeme immunitaire inné dans des organes lymphoides et
subissent un processus de division et de maturation cellulaire avant d'exercer leur fonction
effectrice [4]. Bien que I'immunité fat historiquement dichotomisée en immunités innée et

adaptative, il existe en réalité un chevauchement entre ces deux systemes [5].



1.1.1. Systéme immunitaire inné

1.1.1.1. Composantes du systéme immunitaire inné

Le systeme immunitaire inné est constitué de plusieurs éléments. D’abord, il y a les barrieres
physiques qui comptent les jonctions serrées dans la peau, les surfaces des muqueuses et des
membranes épithéliales, le mucus comme dans I'arbre respiratoire et les cellules endothéliales
vasculaires qui empéchent la pénétration de pathogénes dans le tractus digestif [6]. Ensuite, le
microbiome humain, composé de bactéries, de champignons et de virus qui vivent dans et sur le
corps humain, est intimement lié au systeme immunitaire inné. La composition microbienne du
corps affecte directement le développement du systéeme immunitaire ainsi que |'efficacité de la
réponse immunitaire, protége contre la prolifération de pathogenes néfastes et module
I'équilibre entre I'inflammation et I'homéostasie immunitaire [7]. A titre d’exemple, les souris
exempts de germes (germ-free mice) présentent des déficits importants dans le développement

du tissu lymphoide du tube digestif et sont donc tres susceptibles aux infections [8].

Les composantes cellulaires de l'immunité innée incluent des cellules myéloides qui
comprennent les phagocytes mononucléés et les phagocytes polymorphonucléaires. Les
phagocytes mononucléés incluent les macrophages, dérivés des monocytes sanguins, qui ont la
capacité d’ingérer des pathogenes. Le matériel phagocyté forme un phagosome qui fusionne avec
des lysosomes, formant un phagolysosome qui mene a la dégradation des produits ingérés.
Egalement des phagocytes mononucléaires, les cellules dendritiques (dendritic cells, DCs),
étroitement apparentées et également provenant des monocytes, sont efficaces a présenter des
antigenes aux LT du systeme immunitaire adaptatif. Les phagocytes polymorphonucléaires
incluent les neutrophiles, les éosinophiles et les basophiles. Les neutrophiles sont les phagocytes
les plus abondants chez ’lhumain et sont les premieres cellules recrutées aux sites d'infection et
d'inflammation. Les éosinophiles protegent I'héte surtout contre des infections parasitaires. Les
basophiles, quant a elles, participent a la réponse allergique et a la résistance a l'infestation par
les helminthes. S’ajoutent a cet arsenal les mastocytes qui ont des fonctions

immunomodaulatrices, antimicrobiennes et antiprotozoaires [9]. D’autres cellules, dites « non



professionnelles », telles que les cellules épithéliales, les cellules endothéliales et les fibroblastes

contribuent également a l'immunité innée [10].

Les cellules lymphoides innées (innate lymphoid cells, ILCs) sont un groupe diversifié de
lymphocytes présents dans de nombreux tissus, en particulier la peau et les muqueuses
pulmonaires et du tractus gastro-intestinal. Contrairement aux LB et LT, elles n'expriment pas de
récepteurs spécifiques aux antigénes [11]. Les ILCs peuvent étre classés en cing groupes majeurs
sur la base de leur production de cytokines et des facteurs de transcription développementaux :
les cellules NK, les ILC1, les ILC2, les ILC3 et les inducteurs de tissu lymphoide (lymphoid tissue-
inducer cells, LTi) [12]. Cette classification varie dans la littérature. En effet, les cellules NK sont
considérées comme une catégorie a part pour certains, alors que d’autres les classifient parmi les
ILC1 [7]. U'objet de ce mémoire porte sur les cellules NK spécifiquement. Le développement,
I’activation ainsi que les fonctions des cellules NK seront élaborées plus en détail au cours des

prochaines sections.

1.1.1.2. Reconnaissance pathogénique

Les composantes du systeme inné ne possedent pas de spécificité antigénique pour la
reconnaissance des micro-organismes. En effet, plusieurs réponses immunitaires innées sont
produites par une variété de protéines qui reconnaissent et interagissent avec des composantes
spécifiques aux microbes. Ces protéines sont des récepteurs de reconnaissance de motifs
moléculaires (pattern-recognition receptors, PRRs) qui se lient a une variété de ligands, soit les
motifs moléculaires associés aux agents pathogénes (pathogen-associated molecular patterns,

PAMPs) [13].

Les PAMPs sont hautement conservés parmi les micro-organismes. Elles sont généralement des
structures invariables partagées par différentes classes de pathogenes. Leurs structures sont
généralement cruciales pour l'intégrité, la survie et la pathogénicité des micro-organismes. Ainsi,

un pathogene ne peut pas survivre en mutant ses PAMPs pour éviter les mécanismes de défense



de I'hote. Des exemples de PAMPs incluent des glycoprotéines, des glycolipides, des
lipopolysaccharides de bactéries gram-négatives, de ’ADN microbien non-méthylé et de ’ARN

double brin d'origine virale [14].

Les PRRs sont aussi en mesure de détecter des signaux cellulaires intrinséques de danger (danger-
associated molecular patterns, DAMPs). Ces molécules, également appelées « alarmines », sont
libérées lors d’un stress cellulaire et agissent comme des signaux de danger endogenes pour
favoriser et amplifier une réponse inflammatoire [15]. Un exemple de DAMP inclut la protéine
high-mobility groupe box 1 (HMGB1) qui est impliquée dans |'organisation de I'ADN et la
régulation de la transcription. Elle est passivement libérée par des cellules nécrotiques pour

signaler aux cellules avoisinantes des dommages continus [16].

Il existe quatre familles de PRRs : les récepteurs Toll-like (TLRs), les récepteurs NOD-like (NLRs),
les récepteurs RIG-1-like (RLRs) et les récepteurs C-type lectin (CLRs). Ces récepteurs sont
exprimés sur plusieurs cellules immunitaires telles que les macrophages. La liaison des PAMPs et
des DAMPs a leurs PRRs initie une cascade de signalisation conduisant a l'activation de facteurs
de transcription comme le facteur nucléaire kB (nuclear factor, NF-kB) et les facteurs de
régulation de l'interféron (interferon regulatory factors, IRFs). Ces génes facilitent la production
des cytokines pro-inflammatoires (comme TNF, IL-1, IL-6, IFN-y), des protéines anti-microbiennes,
desinterférons de type | (IFN-a et IFN-B), des chimiokines ainsi que des protéines impliquées dans
la modulation de la signalisation des PRRs. Une activation de la réponse immunitaire adaptative

s’en suit [10].



1.2. Cellules NK

Documentées d’abord chez la souris par I'’équipe de Kiessling et al. en 1975, les cellules NK ont
été décrites comme des cellules « tueuses » avec un potentiel cytotoxique in vitro contre des
cellules leucémiques. Comme leur nom l'indique, les cellules NK sont « naturellement »
cytotoxiques et, contrairement aux LT cytotoxiques, ne nécessitent pas d'exposition préalable a

un antigéne pour produire leurs effets [17,18].

1.2.1. Développement et maturation fonctionnelle des cellules NK murines

Chez la souris, les cellules NK se développent dans des niches de moelle osseuse spécialisées. Les
cellules souches hématopoiétiques pluripotents (hematopoietic stem cells, HSCs) donnent
naissance a des progéniteurs lymphoides communs oligopotents (common lymphoid progenitor,
CLP). L'origine cellulaire des cellules NK chez I’"humain et la souris peut étre retracée aux CLPs

[19]. Le premier ancétre cellulaire engagé de la lignée NK issu des CLPs est connu sous le nom de

pré-pro NK, défini par I'expression de niveaux élevés du facteur de transcription inhibitor of DNA
binding 2 (Id2) et d'IL-7R (CD127) et par le manque d'expression de la plupart des marqueurs des
cellules NK [20]. Celles-ci se différencient ensuite en progéniteurs NK (NK progenitor, NKP) [20].
Les NKP donnent naissance aux NK immatures (immature NK, iNK) qui quittent la moelle osseuse

et intégrent la périphérie pour se développer en cellules NK matures (mature NK, mNK).

Dans les organes lymphoides périphériques, comme la rate et les ganglions, les cellules NK
subissent une « maturation fonctionnelle », un processus par lequel elles acquierent leurs
fonctions effectrices de maniere séquentielle. Cette maturation s'accompagne également de
I'expression de différents marqueurs de surface cellulaire qui permettent a identifier différents
sous-types de cellules mNK. Plus spécifiqguement, elle peut étre définie par |'expression

différentielle de molécules de surface CD11b et CD27.



En 2003, Kim et al. ont fourni un apercu des étapes de la maturation in vivo des cellules NK
murines ou elles ont été subdivisées selon une expression faible de CD11b (CD11b'%) ou élevée
(CD11b"M), divisant ainsi les cellules NK en sous-ensembles immatures et matures,
respectivement. Contrairement aux cellules NK CD11b", les cellules NK CD11b"" étaient de
faibles inducteurs d’IFN-y mais avaient un plus grand potentiel réplicatif précoce [21]. La protéine
CD11b est exprimée sur de nombreuses cellules immunitaires innées telles que les monocytes,
les macrophages et les cellules NK. Elle est impliquée dans de nombreux processus, dont
I'adhésion et la migration cellulaire, la phagocytose, la chimiotaxie, I'activation et la cytotoxicité

cellulaire [22].

En 2006, Hayakawa et al. ont subdivisé les cellules NK CD11b" en deux sous-ensembles selon
I’expression de CD27. Membre la superfamille des récepteurs du facteur de nécrose tumorale
(tumour necrosis factor receptor, TNFR), CD27 est exprimée sur les LT périphériques, les LB
mémoire et les cellules NK [23]. Contrairement aux cellules CD27'°%, le sous-ensemble CD27"
avait une meilleure capacité proliférative, une plus grande capacité a produire de I'lIFN-y, une
meilleure activité chimiotactique en réponse a des ligands de CXC3 et une distribution tissulaire

différente [24].

La compréhension de la maturation fonctionnelle a été encore plus raffinée en 2009 par
Chiossone et al. Le groupe a cherché a mieux comprendre la relation développementale entre les
sous-ensembles de cellules NK en utilisant une combinaison de quatre approches évaluant la
cinétique d'apparition de chaque sous-ensemble de cellule NK au cours de leur développement,
leur capacité proliférative, leur potentiel de différenciation in vivo et finalement leur profil
d'expression génique. Les résultats ont abouti a un modéle de maturation en quatre étapes: 1)
cellules NK CD11b'*"CD27'"" (ou cellules double-négatives, DN) = 2) CD11b'“CD27" (ou cellules
CD11b'%) = 3) CD11b"CD27" (ou cellules double-positives, DP) = 4) CD11bMCD27'°" (ou cellules
CD27'"%). Il est important de noter que dans la littérature, CD11b'*" est interchangé parfois avec
CD11b et CD11b" correspond a CD11b*. La méme logique s’applique a CD27. En comparant ces
quatre populations, les cellules DN ont démontré le taux de prolifération le plus élevé, alors que
les genes impliqués dans la cytotoxicité des cellules NK, comme granzyme B et perforine, étaient

relativement plus exprimés dans les cellules CD27'°%. Ainsi, plus une celle NK progresse a travers



les quatre stades de la maturation fonctionnelle, plus elle devient cytotoxique mais en perdant
toutefois sa capacité de proliférer [25]. Les sous-types de cellules NK matures se retrouvent en
différentes proportions chez la souris, entre autres dans les ganglions, la rate, le foie, le sang, la
moelle osseuse et les poumons (figure 1) [26]. Dans la plupart des tissus, les cellules NK ne
représentent qu’'une minime fraction des lymphocytes totaux. Chez la souris, elle varie de 2%
dans une rate a 10% dans les poumons. Chez I’humain, elle peut aller de 2% a 18% dans la
circulation sanguine [27]. Le renouvellement des cellules NK murines et humaines dans le sang

est d'environ 2 semaines [28,29].
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Figure 1. Proportions des sous-populations des cellules NK matures murines.

Le sous-type de cellule NK le plus mature, CD27'CD11b*, est le plus abondamment retrouvé
dans la rate, le foie, le sang et les poumons. (Adapté de Cirnier et al., 2020) [26]

Une caractérisation plus détaillée du processus de maturation des cellules NK utilisant

I’expression de plusieurs marqueurs de surface cellulaire outre CD11b et CD27 permet de




subdiviser en six stades (stades A a F). Les stades A, B et Cincluent les cellules NK immatures. Elles

progressent par la suite vers le stade D (CD27*CD11b"), ensuite vers le stade E (cellules DP,

CD27*CD11b*) et finalement vers le stade F (le CD27-CD11b") (figure 2) [30].

NKPs Immature NKs Mature NKs
Stage A Stage B Stage C Stage E
CLP Pre-NKPs rNKPs
@
Lin (-)
Sca-1(+)
CD117 (+) Lin (- Lin (-) Lin (- CD122(+) CD122 (+) CD122 (+) CD122 (+) CD122 (+)
CD27 (+) CD27 (+) CD1 22 (+) CD27 (+) CD27 (+) CD27 (+) CD27 (+) CD27 (-)
HSC CD244 (+) CD244 (+) CD27 (+) CD244 (+) CD244 (+) CD244 (+) CD244 (+) CD244 (+)
CD117 (+) CD117 (9) CD244 (+) NKG2D (+) NKG2D (+) NKG2D (+) NKG2D (+) NKG2D (+)
CD127 (+) CD127 (4) NKG2D( +) NK1.1 (+) NK1.1 (+) NK1.1 (+) NK1.1 (+) NK1.1 (+)
CD122(9) CD122 (4) NK1.1 (-) NKG2A/C (+) NKG2A/C (+) NKG2A/C (+) NKG2A/C (+)  NKG2A/C (+)
Lin () NCR1 (-) NCR1 (-) NCR1 (+) NCR1 (+) NCR1 (+) NCR1 (+)
Sca-1( Low) CD43 (+) CD43 (+) Ly49 (+) Ly49 (+) Ly49 (+)
CD117 (Low) CDé2L (+) CD62L (+) CD49b (+) CD49b (+) CD49b (+)
FIt3 (+) Key cell surface markers CD226 (+) CD226 (+) CD11b (5) CD11b (+) CD11b (+)
CD43 (+) CD43 (-) KLRG1 (+)
—-@CD122 —mINKG2A/C =00 Ly49 —OKLRG1 CD226 (+) CD226 (+) CD62L (+)
—a» NKG2D —ONCR1 —m CD4%> -e@CD127 CD226 (+)

Figure 2. Stades de développement des NKPs, des cellules iNK et des mNK.

Les cellules HSCs (Lin"Sca*CD117*) se différencient en CLPs (Lin"Sca®"CD117"°"FIt3*). L'expression
du récepteur alpha d’IL-7 (IL-7Ra) (CD127), CD27 et CD244 dénotent |'engagement des CLPs a
devenir des précurseurs de pré-NK (Pré-NKPs). A leur tour, les Pré-NKPs deviennent des NKP
raffinés (refined-NKPs, rNKP) et expriment I'lL-2RPB (CD122). L'expression de NKG2D marque la
conversion des rNKPs en cellules iNK. Les cellules NK progressant vers les iNKs expriment NK1.1
et NKG2A/C suivi de NCR1 (étapes A a C). La maturation terminale des cellules iNK en cellules
mNK est définie par I'acquisition de différents récepteurs de la famille Ly49 (stade D). Les cellules
NK qui atteignent la maturation terminale diminuent leur expression de CD27 et régulent a la
hausse I'expression CD11b (stade E), puis le récepteur G1 de type lectine (killer cell lectin-like
receptor G1, KLRG1) (stade F). Les cellules DN font partie des mNKs mais elles ne sont pas
montrées dans cette figure. Leur position dans la différenciation est encore sous débat. (Adapté
d’Abel et. al., 2018) [30]



1.2.2. Développement et maturation fonctionnelle des cellules NK
humaines

Le développement et la maturation des cellules NK est surtout étudié chez la souris. En effet,
I’acces aux organes lymphoides murins est facile et pratique, ce qui est plus difficile de faire chez
I’humain. Avec I'amélioration des technologies utilisées en laboratoire, de grandes avancées ont
été faites dans le monde des cellules NK humaines depuis les dernieres années, permettant
I’étude de leur ontogénie a partir, par exemple, du sang périphérique et du cordon ombilical. Les
cellules NK humaines maturent a la fois dans la moelle osseuse et dans les organes lymphoides
secondaires comme les ganglions (figure 3) [31,32]. Dans le stade |, les cellules souches
hématopoiétiques Lin"CD34*CD133*CD244* se différencient en progéniteurs multipotents a
engagement lymphoide (lymphoid-primed multipotent progenitor, LMPP) CD45RA*. Les LMPPs se
transforment en Pro-B, Pre-T, NKPs ou d’autres ILCs. L’expression de la sous-unité  du récepteur
de I'lL-2 (IL-2RB ou CD122) sur les CLPs marque leur engagement irréversible envers la lignée NK.
L’acquisition de la protéine CD56 (neural cell adhesion molecule, NCAM) se fait durant la transition

des iNKs vers les mNKs [30].

Les cellules NK matures peuvent étre subdivisées en différents groupes avec des propriétés
fonctionnelles distinctes selon I'expression de CD56 et CD16 [33]. En effet, les niveaux
d'expression de CD56 fournissent une classification fonctionnelle des cellules NK humaines
similaire a celle chez la souris marquée par la perte ou l'acquisition de CD11b/CD27.
Contrairement aux cellules NK CD56%™ (expression faible de CD56), les cellules CD56P"8t
sécrétent plus de cytokines et ont une expression élevée du récepteur inhibiteur NKG2A/CD94. A
I'inverse, les cellules NK CD56%™ expriment CD16, ont plus de récepteurs de type KIR (killer
immunoglobulin-like receptors), produisent de plus grandes quantités de granzyme et de
perforine et ont un potentiel cytotoxique plus élevé que les cellules CD56€"t[34,35]. La plupart
des cellules NK humaines en circulation périphérique son CD56%™ [36]. Ainsi, la maturation des
cellules NK humaines peut étre comparée a la maturation murine. En effet, chez la souris, au fur
et a mesure qu’une cellule NK progresse a travers les 4 stades de la maturation fonctionnelle, elle

perd de son potentiel a produire des cytokines, mais devient plus cytotoxique. Chez I’humain, les



cellules NK sont d’abord CD56°"8" et produisent plus de cytokines, puis progressent vers le stade

plus cytotoxique CD56%™,

BM/Secondary Lymphoid Tissues
Stage 1 Stage 2a Stage 2b Stage 3 Stage 4a Stage 4b Stage 6
Lin (-) Lin (-) Lin (-) Lin (-) Lin (-)
CD34 (+) CD34 (+) CD34 (+) CD34 (1) CD34 ()
CD38(-) CD38 (+) CD7 (+) CD7 (+) CD7 (+)
CD133 (+) CD7 (+) CD45RA (+) CD45RA (+) CD117 (-)
CDA45RA (+) CD10 (+) CD244 (+) CD244 (+) CD127 (-)
CD244 (+) CD133 (+) CD117 (+) CD117 (+) ) CD122 (+)
CD117 (-) CD45RA (+) CD127 (+) CD127 (-) CD122 (+) CD122 (+) CD244 (+)
ILTR1 (-) CD244 (+) CD122 (+) CD122 (+) IL1R1 (+/lo) IL1R1 (lo/-) IL1R1 (lo/-) IL1R1 (lo/-)
CD127 (+) IL1R1 (+) ILTR1 (+) NKG2D (+) NKG2D (+) NKG2D (+) NKG2D (+)
D122 (+) NKG2D (-) NKG2D (-/+) CD335 (+) CD335 (+) CD335 (+) CD335 (+)
CD117 (+) CD335(-) CD335 (-/+) CD337 (+) CD337 (+) CD337 (+) CD337 (+)
ILTR1 (-) CD337 () CD337 (-/+) NKG2A (+) NKG2A (+) NKG2A (+/-) NKG2A (+/-)
NKG2A () NKG2A (-) NKP80 (-) NKP80 (+) NKP80 (+) NKP80 (+)
NKP80 (-) NKP80 (-) CD161 (+) CD161 (+) CD161 (+) CcD161 (+)
Unique stage-specific CD161 () CD161(-/4)  CD16() D16 () CD16 (+) D16 (+)
protens are marked in red CD16 (-) CD16 () KIR () KIR () KIR (-/+) KIR (+)
CD57 (-) CD57 (-) CD57 (-) CD57 (-) CD57 (-) CD57 (+)
CD56 () CD56 () CD56 (bright)  CD56 (bright) CD56 (dim) CD56 (dim)

Figure 3. Représentation schématique du développement de cellules NK humaines dans la
moelle osseuse et les ganglions lymphatiques.

Chez I'humain, six stades de développement distincts ont été décrits. Les stades 2 et 4 peuvent
étre subdivisés en 2a/2b et 4a/4b respectivement. Comme chez la souris, les cellules NK humaines
expriment CD244 (2B4) tout au long du processus de développement a partir du stade 1 chez
I’'humain, et au stade des précurseurs des cellules pré-NKP, chez la souris. L’expression de CD7 et
de CD127 suivi de CD122 définissent respectivement le stade 2a et le stade 2b. Le stade 2
représente les progéniteurs des cellules NK. Le stade 3 débute avec une augmentation de
I’expression de NKG2D, CD335 (NKp46), CD337 (NKp30) et CD161 (NKRP1). Les étapes 4a et 4b
définissent la transition des iNKs vers des mNKs avec I"acquisition de NKp80 au stade 4b. Les
expressions de NKG2D, CD335, CD337 et CD161 atteignent leurs niveaux maximaux au stade 4.
Les stades 4b et 5 sont différenciées par la diminution de I'expression du CD56 (CD569™),
I’acquisition de CD16 (FcyRIIIA) et du récepteur KIR (CD158). L'étape 6, identifiée par des niveaux
élevés de NKG2C, définit la génération de cellules NK « adaptatives » ou de type « mémoire »
aprés une exposition antigénique. (Adapté d’Abel et al., 2018) [30]
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1.2.3. Cellules pré-mNK murines

En 2006, Chan et al. ont décrit un type de cellule immunitaire, distinct de la lignée dendritique
conventionnelle (conventional dendritic cells, cDCs) et plasmacytoide (plasmacytoid dendritic
cells, pDCs), mais avec des caractéristiques appartenant a la fois aux DCs et aux cellules NK [37].
En effet, cette cellule était capable de tuer ses cibles par des récepteurs activateurs appartenant
a la famille des cellules NK comme NKG2D. Suite a sa stimulation, la cellule perdait de sa capacité
cytotoxique tout en se dotant d’une capacité de présenter des antigenes grace a I'expression de
molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe Il. Dans la rate d’une souris,
cette cellule manifestait surtout des fonctions apparentées a la lignée NK. En réponse a une
infection systémique au virus de l'influenza, la cellule migrait vers les ganglions pour une
présentation antigénique. Vu sa capacité de produire de grandes quantités d’IFN-y, elle a été
baptisée interferon-producing killer DC (IKDC). Dans la méme année, le groupe de Zitvogel a
démontré le remarquable potentiel anti-tumoral des IKDCs par des expériences de transfert
adoptif [38]. Plus précisément, des souris préalablement traitées avec de I'interleukine-2 (IL-2) et
du mésylate d’imatinib (Gleevec) ont été sacrifiées. Les IKDCs ont par la suite été isolées de leurs
rates, puis injectées dans des souris Rag2”/112rg”- (dépourvues de cellules NK, LB et LT)
préalablement inoculées avec une lignée de mélanome murin. Contrairement aux cellules NK
matures, les IKDCs avaient considérablement réduit la croissance tumorale. D’autres études ont
corroboré le potentiel anti-tumoral des IKDCs sur d’autres modeles tumoraux tels que le
lymphome et le rhabdomyosarcome [39,40]. Phénotypiquement, ces cellules expriment a leur
surface CD11c, CD49b, B220, NK1.1 et MHCII [37,38]. Le groupe de Lesage a démontré par
I'utilisation de souris congéniques que les proportions des IKDCs était intimement liée au

chromosome 7 [41].

L'origine des IKDCs a été débattue dans la littérature dans les années suivantes. En 2012, le
groupe de Lesage a redéfini ces cellules comme un intermédiaire dans la différenciation des
cellules NK [42]. En effet, malgré leur transfert adoptif en présence de stimuli activateurs, les
cellules NK B220°'CD27* et B220'CD27" n’ont pas augmenté |'expression de B220. Ce dernier ne

définissait donc pas un marqueur d'activation sur les cellules NK matures. A I'inverse, aprés leur
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transfert, les cellules NK B220* ont perdu rapidement I'expression de ce marqueur et ont acquis
des caractéristiques phénotypiques des cellules NK plus matures. Ainsi, ces résultats ont placé les
IKDCs comme un intermédiaire entre les iNKs et les mNKs. Elles ont donc été rebaptisées en

cellules pré-mNKs (figure 4).

mNK cells
Stages
g Sy

\ 4

CD244 CD122 NK1.1 B220 CD49%9b CD127
(2B4)  (IL-2RB) (CD45R)  (DX5) (IL-7Ra)

Figure 4. Positionnement des cellules pré-mNK dans la voie de différenciation des cellules NK.

Chez la souris, la différenciation des cellules NK est un processus qui s’effectue en plusieurs étapes
dans lequel les intermédiaires cellulaires peuvent étre distingués en fonction de I'acquisition et
de la perte de l'expression d'antigenes de surface cellulaire spécifiques. La cellule pré-NKP
représente le premier progéniteur engagé vers les cellules mNK. Les cellules pré-mNK sont
positionnées comme un intermédiaire cellulaire entre les cellules iNKs et les cellules mNK. Les
points d'interrogation représentent des étapes de différenciation qui doivent étre encore vérifiés.
(Adapté de Guimont-Desrochers et al., 2013) [43]

Un type de cellules NK présumée d’étre I’équivalent des pré-mNKs a récemment été décrite chez
I'homme, soit les cellules NK HLA-DR* [44]. En effet, chez des patients atteints de différents types
de cancers avancés et traités a I'lL-2 et au Gleevec, le nombre de ces cellules corrélaient
favorablement avec la survie sans progression et la survie globale des patients. Cela suggere donc
gue les cellules HLA-DR* NK, comme les cellules pré-mNK murines, pourraient étre dotées d’une
forte activité anti-tumorale. Néanmoins, il reste a déterminer si les cellules HLA-DR* NK

représentent réellement I'équivalent humain des cellules pré-mNK murines.
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1.2.4. Role des facteurs de transcription dans le développement des cellules
NK

Le développement et la différenciation fonctionnelle des cellules NK est un processus tres
complexe qui est contrdlé par plusieurs facteurs de transcription (transcription factors, TFs). Les
TFs impliqués dans la régulation de I'engagement vers la lignée NK incluent mais ne sont pas
limités aux proto-oncogéne Ets 1 (Etsl) [45,46], Nuclear factor interleukin-3-reqgulated (NFIL3)
[47] et Transcription factor T cell factor 1 (TCF1) [48]. Faisant partie de la famille inhibitor of DNA
binding (1d), le TF Id2 est important pour la maturation des cellules NK et leur maintien a tous les
stades de développement [49-51]. D’autres facteurs impliqués dans la maturation des cellules
NK incluent B lymphocyte-induced maturation protein 1 (BLIMP1) [52], T-bet [53], Eomesodermin
(Eomes) [54] et Kruppel-like factor 2 (KLF4) [55]. Le TF GATA-binding protein 3 (GATA-3) influence
a la fois la maturité et la cytotoxicté des cellules NK [56]. Les fonctions effectrices des cellules NK
sont influencées par de nombreux TFs énumérés ci-dessus. Par exemple, il a été démontré que T-
bet est associé a une augmentation de granzyme B et de perforine [54]. Forkhead box protein O1
(FOXO1) a été proposé comme régulateur négatif de la cytotoxicité des cellules NK [57]. Le
contréle tumoral de ces cellules est déficient en absence de BLIMP1 et Zinc finger protein Aiolos
[52,58]. Les cellules NK dont le TF myeloid elf-1-like factor (MEF) est absent ont une production
de perforine et d'IFN-y séverement affectée [59]. La maniere dont ces divers facteurs agissent de
concert et forment un réseau transcriptionnel n’est pas completement élucidée. Une
compréhension plus poussée de la régulation des cellules NK par les TFs dévoilera de meilleures
stratégies pour améliorer le potentiel anti-tumoral des immunothérapies a base de cellules NK,

mais dépasse le contexte de ce mémaoire.

1.2.5. Role des cytokines dans le développement des cellules NK

Les cytokines, marqueurs inflammatoires jouant un réle essentiel dans I'activation et la régulation

de I'immunité adaptative et innée, contrdlent de multiples aspects des cellules NK. T6t dans leur
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développement, les cellules NKP expriment CD122, un récepteur a cytokine nécessaire a la
signalisation d’IL-2 et d’IL-15, ce qui marque leur engagement a devenir des cellules NK [60]. De
plus, elles nécessitent une signalisation a travers la chaine gamma commune (common gamma
chain, yc) pour leur développement, leur fonction et leur homéostasie (figure 5) [61]. La chaine
gamma (ou CD132) est une glycoprotéine transmembranaire qui s’associe a une chaine alpha
spécifique. Ensemble, ces deux sous-unités forment des récepteurs uniques pour IL-2, IL-4, IL-7,
IL-9, IL-15 et IL-21. Les récepteurs de I'IL-2 et I'IL-15 différent [égérement des autres complexes.
En effet, ces cytokines se lient avec une haute affinité a des complexes de récepteurs
hétérotrimériques plutét que hétérodimériques. Ainsi, I'lL-2 se lie au complexe composé d’IL-2Ra
(CD25), d’une chaine gamma et d’IL-2RP (CD122). De son c6té, la sous-unité IL15-Ra s’associe a
une chaine gamma et a IL-2RB (CD122) et lie I'IL-15. Lorsque la cytokine se lie a son récepteur,
une transduction de signalisation empruntant la voie Janus kinases/Signal transducers and
activators of transcription (JAK/STAT) s’en suit [30]. Les cellules NK nécessitent une signalisation
via la sous-unité yc. Le nombre de cellules NK dans les souris dépourvues de la chaine yc (yc /")
est extrémement réduit et leurs fonctions sont trés altérées [62,63]. A I'exception de I'IL-9,
chacune des cytokines mentionnées ci-haut est impliquée jusqu’a un certain degré dans le

développement ou la fonction des cellules NK [64—-69].
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Figure 5. Le role des récepteurs composés de la sous-unité yc dans le développement des cellules
NK.

La famille de récepteurs contenant une chaine gamma commune est composée de six membres,
soit I'lL-2R, I'lL-4R, I'IL-7R, I'IL-9R, I'lL-15R et I'IL-21R. Chacun d'eux se distingue des autres par leur
association a des chaines a uniques. L'IL-2Rp est partagée par les complexes IL-2R et IL-15R pour
former des complexes hétérotrimériques. Chez la souris, les NKP nécessitent I'lL-7R pour la
différenciation des pré-NKP en rNKP. La voie JAK/STAT est empruntée aprés la liaison d’une
cytokine a son complexe respectif. (Adapté d’Abel et al, 2018) [30]
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1.2.6. Education des cellules NK

Ne nécessitant pas de reconnaissance antigénique pour appliquer ses fonctions, une cellule NK
réussit tout de méme a ne pas s’attaquer aux cellules du soi. Ceci est possible grace a I'éducation
des cellules NK, un processus par lequel une cellule NK est programmeée pour sa réactivité. Ces
effets peuvent étre CMH-dépendantes ou CMH-indépendantes. Le processus d’éducation CMH-
dépendant est appelé licensing [70] et peut étre subdivisé en modeles d’armement, de
désarmement, de rhéostat et de réglage. Dans le modele d’armement, I'association des
récepteurs inhibiteurs a la surface des cellules NK a des molécules présentées par le CMH-I du soi
les rendent fonctionnelles. Celui du désarmement postule que les cellules NK qui sont dépourvues
de récepteurs inhibiteurs et donc qui ne peuvent pas s’associer aux molécules du CMH-I du soi
sont considérées « désarmées ». La stimulation chronique de ces cellules NK les rendent
hyporéactives ou en état d’anergie [71]. Selon le modele de rhéostat, les cellules NK qui expriment
des niveaux plus élevés de récepteurs inhibiteurs spécifiques aux molécules de CMH-I sont plus
immunoréactives que les cellules exprimant des niveaux plus faibles de récepteurs inhibiteurs
[72,73]. Le modele de réglage soutient que la réactivité des cellules NK varie selon les molécules
du CMH-I [74]. Les modeéles de rhéostat et de réglage complémentent donc les modeéles
d’armement et de désarmement, suggérant que I'éducation des cellules NK n’est pas binaire
(cellule soit réactive ou pas). Lorsque I’éducation est établie (armement/désarmement), elle peut
étre ajustée (rhéostat/réglage). Finalement, la tolérance du soi indépendante du CMH est
possible grace a I'expression de récepteurs inhibiteurs sur les cellules NK spécifiques a d'autres

ligands, fournissant une source alternative d'inhibition [75,76].

1.2.7. Récepteurs des cellules NK

Les cellules NK en développement acquierent un répertoire complexe de récepteurs activateurs
et inhibiteurs. L’état d'activation global des cellules NK dépend de I'ensemble des ligands

stimulants et inhibiteurs qu’une cellule cible lui présente, de la présence de récepteurs

15



spécifiques a ces ligands et finalement de I’équilibre entre ces signaux activateurs et inhibiteurs
[77]. L’équilibre entre ces récepteurs est appelé tolérance envers le soi (tolerance to self). Elle est
cruciale puisqu’il prévient la destruction des cellules saines du soi (figure 6). Parmi les récepteurs
activateurs des cellules NK les plus dominants, on retient CD16 [78,79], la famille des récepteurs
de cytotoxicité naturelle (natural cytotoxicity receptors, NCRs) incluant NKp46 (NCR1), NKp44
(NCR2) et NKp30 (NCR3) [80], NKG2D [81], 2B4 (CD244)[82] et DNAM-I [83]. La signalisation de
CD16 et les récepteurs NCRs est possible via des motifs d’activation des récepteurs immuns basés
sur la tyrosine (immunoreceptor tyrosine-based activation motif, ITAM). La signalisation NKG2D
passe par les protéines DNAX-activating Protein 10 (DAP10) et DAP12 via des motifs de
signalisation a base de tyrosine (YINM et ITAM respectivement) [84]. Les récepteurs inhibiteurs
manifestent leurs effets par des ITIMs [75] et reconnaissent des molécules du CMH de classe la
et Ib ainsi que d'autres ligands indépendants du CMH, comme CD48 et CEACAM1 [85]. Chez Ia
souris, les récepteurs inhibiteurs s’associant aux ligands du CMH de classe la appartiennent a la
famille Ly49. Le récepteur inhibiteur hétérodimérique NKG2A-CD94 s’associe quant a lui a la

molécule Qa-1 du CMH de classe Ib [86].
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Figure 6. L'équilibre des signaux inhibiteurs et stimulants qu’une cellule NK regoit détermine le
type d’interaction avec sa cellule cible.

Lorsque les signaux délivrés par des ligands stimulants sont neutralisés par des signaux inhibiteurs
provenant des molécules du CMH de classe |, un état d’équilibre s’installe et les cibles des cellules
NK sont protégées. Si par contre une cellule cible perd I'expression de ses propres molécules du
CMH de classe |, comme dans un contexte néoplasique ou infectieux, les signaux de stimulation
délivrés par la cellule cible deviennent dominants, ce qui entraine une activation des cellules NK
et une lyse des cellules cibles (missing-self recognition). Similairement, des contextes
pathologiques comme la transformation maligne ou l'infection peuvent également induire
I'expression de ligands stimulants de telle sorte que l'inhibition délivrée par les récepteurs
inhibiteurs est surmontée (induced-self recognition). En réalité, il est probable que ces deux
mécanismes fonctionnent simultanément. (Adapté de Raulet et al. 2006) [71]
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1.2.8. Fonctions des cellules NK

1.2.8.1. Mécanismes de cytotoxicité

Les mécanismes moléculaires qui régulent la cytotoxicité des cellules NK ont été exhaustivement
décrits dans la littérature. Elles consistent en 1) la reconnaissance de la cellule NK de sa cellule
cible, puis 2) son contact avec cette cellule pour former une synapse immunologique (SI) et
finalement 3) I'induction de la mort cellulaire. Les mécanismes de reconnaissance d’une cellule
cible sont décrits dans la section précédente (récepteurs des cellules NK). Une fois reconnues, les

cellules NK sont capables d’induire I'apoptose des cellules cibles grace a trois mécanismes.

Le premier mode d’apoptose est possible grace a des granules cytotoxiques. Les cellules NK
stockent des molécules dans ces granules. Lors du premier contact, les molécules d'adhésion
telles que LFA-1 (lymphocyte fusion-associated antigen-1), CD2 et CD11b permettent la liaison
étroite de la cellule NK a sa cellule cible [87]. C'est la premiere étape pour former une Sl. Des
événements de réorganisation du cytosquelette de la cellule NK s’en suivent, incluant une
polymérisation de I'actine a la SI [88,89] et la polarisation du centrosome ou le centre cellulaire
organisateur des microtubules, COMT (MTOC en anglais pour microtubule organizing center) vers
la cellule cible [90]. Ainsi, les granules lytiques polarisées se déplacent le long des microtubules
et, une fois a la synapse, fusionnent avec la membrane cellulaire cible et liberent des enzymes
cytotoxiques [91,92]. Lors de la dégranulation des cellules NK, les protéines CD107a (lysosomal-
associated membrane protein-1, LAMP-1) et CD107b (LAMP-2) apparaissent transitoirement a la
surface cellulaire. Ces protéines peuvent donc étre utilisées dans des expériences comme
marqueurs de dégranulation et servent de mesures indirectes de la fonction cytolytique des
cellules NK [93]. Les molécules contenues dans les granules incluent la perforine et les granzymes.
La perforine est une glycoprotéine qui se polymérise et qui forme des pores sur sa cellule cible,
perturbent sa membrane cellulaire et facilitant I'influx d'ions et de polypeptides comme les
granzymes [94]. Les granzymes B, par exemple, sont des protéases qui, une fois pénétrées dans

une cellule cible, déclenchent I'apoptose par des mécanismes dépendants de la caspase [95,96].
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La granzyme B peut également induire I'apoptose par la libération du cytochrome C mitochondrial

par la protéolyse de la protéine pro-apoptotique BID [97].

Un deuxiéme mécanisme de cytotoxicité implique I'activation des récepteurs de la mort présents
a la surface de la cellule cible. Les ligands de ces récepteurs font partie de la famille du facteur de
nécrose tumorale (tumour necrosis factor, TNF) et incluent le ligand d’induction apoptotique relié
au TNF (TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL) et le ligand FASL (FASL ou CD95L ou CD178)
[98]. L'engagement du récepteur de la mort avec son ligand apparenté induit un changement
conformationnel du récepteur, ce qui méne au recrutement de protéines adaptatrices qui
enchainent avec une cascade d’évenements caspase-dépendantes jusqu’a lI'apoptose des cellules
cibles [99]. La sensibilité d’une cellule cible a ces ligands est régulée par différents parameétres,
comme le degré d’expression des récepteurs correspondants sur des cellules cancéreuses et la
présence de mécanismes intracellulaires protecteurs contre I'apoptose [100]. Par exemple, dans
un modele expérimental murin, I'administration d'anticorps monoclonaux neutralisant TRAIL
augmente significativement les métastases hépatiques de plusieurs lignées cellulaires tumorales
sensibles a ce ligand [101]. Un autre exemple revétant I'importance de TRAIL dans le contrdle
tumoral a été démontré par Cretney et al. qui ont inoculé des souris TRAIL avec la
methylcholanthréne (MCA), un agent chimique hautement cancérigéne. Contrairement a leurs
homologues sains, les souris déficientes en TRAIL ont développé un fibrosarcome beaucoup plus
rapidement [102]. Les cellules NK sont capables de lyser des cellules cancéreuses en modulant a
la hausse I'expression de FAS sur des cellules qui normalement ne I'expriment pas, comme c’est
le cas pour la lignée tumorale RMA-S. Une inhibition de la signalisation de FASL par la protéine
FLIP (FLICE-inhibitory protein), a l'inverse, accélére la progression tumorale in vivo [103].
Ensemble, ces études démontrent I'importance du mécanisme d’apoptose causée par les

récepteurs de la mort que les cellules NK utilisent pour manifester leurs effets anti-tumoraux.

Le troisieme mécanisme est la cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps
(antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC). Les cellules « stressées » comme les cellules
tumorales peuvent étre opsonisées par des anticorps, typiquement des IgGs, produites par les LB.
Ces immunoglobulines contiennent deux régions, soit Fab (Fragment antigen-binding) et Fc

(fragment crystallizable region). La région Fab se lie a I'antigéne d’une cellule cible. Le segment
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Fc est reconnu par un récepteur sur une cellule effectrice. Sur la cellule NK, ce récepteur est CD16
(FcyRIIN). Suite a cette liaison Fc-CD16, la cellule NK libere des facteurs cytotoxiques qui
provoquent la mort de la cellule cible. Ainsi, 'ADCC est un mécanisme unique joignant les

immunités innée et adaptative [104].

1.2.8.2. Sécrétion de cytokines

Les cellules NK produisent une grande variété de cytokines pro-inflammatoires telles qu’IFN-y, le
TNF-a et I'IL-10. Elles sécrétent des cytokines immunosuppressives comme GM-CSF (granulocyte
macrophage colony-stimulating factor), G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) et I'lL-3 et
de nombreuses chimiokines, dont CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP1-a), CCL4 (MIP1-b), CCL5 (RANTES),
XCL1 (lymphotactine) et CXCL8 (IL-8) qui permettent la migration des cellules immunitaires aux

tissus lésés et inflammatoires [105,106].

Parmi les cytokines sécrétées par les cellules NK, I'lFN-y en est une tres puissante. Sa libération,
tout comme celle de TNF-a, est distincte de la sécrétion des granules cytotoxiques. En effet, ces
deux cytokines transitent via ’'endosome de recyclage (recycling endosome, RE) et sont livrés a
plusieurs sites sur la surface cellulaire de maniere non-polarisée contrairement a la perforine
[107]. L'IFN-y joue un réle crucial dans I'activité anti-virale, anti-bactérienne et anti-tumorale des
cellules NK. Elle module I'expression de la caspase, FASL et TRAIL [108]. Elle peut contrdler la
prolifération cellulaire et la sensibilité des cellules cibles a I'apoptose, promouvoir I'activité
bactéricide des phagocytes et bloquer I'angiogenese en contexte tumoral [100]. Les cytokines, en
plus d’augmenter la cytotoxicité des cellules NK, ont un r6le immunorégulateur. En effet, I'lFN-y
peut stimuler la présentation antigénique en augmentant les molécules du CMH de classe | et |l
sur plusieurs types de cellules [100]. L'IFN-y et le TNF-a fagonnent les DCs en tuant les DCs
immatures via le récepteur activateur NKp30 ou promouvant leur maturation, ce qui améliore
aussi la présentation d’antigenes pour les LT [105,106]. En contexte tumoral, la production d”'IFN-
y par des cellules saines avoisinantes peut stimuler les cellules NK a produire, a leur tour, des

cytokines. Par exemple, Marcus et al. ont prouvé que la guanosine monophosphate-adénosine
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monophosphate cyclique (cyclic guanosine monophosphate—adenosine monophosphate,
cGAMP) produite par des cellules tumorales déclenche I'activation de la voie STING (stimulator of
interferon genes) dans des cellules saines du microenvironnement tumoral. Cela mene a la

production d"'IFN-y par ces cellules qui activent a leur tour les cellules NK [109].

En conclusion, les fonctions effectrices des cellules NK décrites ci-haut sont les principaux

mécanismes par lesquels elles assurent une immunité précoce et efficace (figure 7).
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Figure 7. Fonctions des cellules NK.

Les cellules NK produisent des granules lytiques contenant plusieurs molécules (perforine et
granzymes) pouvant induire I'apoptose des cellules « stressées ». Elles expriment plusieurs
membres de la superfamille du TNF tels que FASL et TRAIL, qui, lorsqu’associés a leurs récepteurs
correspondants (FAS et TRAILR respectivement), induisent I'apoptose des cellules cibles. Les
cellules NK produisent aussi des cytokines comme I'lFN-y, le TNF-a, I'IL-10, le GM-CSF et plusieurs
chimiokines (CCL3, CCL4, CCL5, XCL1). Les cellules NK peuvent également faconner la réponse
immunitaire en interagissant avec les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes
T. (Adapté de Crinier et al.) [26]
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1.2.9. Cellules NK en contexte tumoral

A ce jour, il existe plusieurs fonctions des cellules NK qui ne sont pas entiérement élucidées. Ces
cellules sont impliquées dans plusieurs contextes, allant de I'auto-immunité [110] et Ia
régénération tissulaire [111] au contrdle des infections virales, bactériennes et fongiques [112—
116] et la croissance tumorale. Cette section se concentre le role des cellules NK en contexte

tumoral.

Il existe d’innombrables évidences soulignant le réle anti-tumoral des cellules NK a différentes
étapes de la progression des cancers. Chez la souris, elles agissent contre l'initiation et la
croissance tumorale ainsi que sur la progression des métastases. Les premiéres évidences de
rejet tumoral par les cellules NK datent déja depuis quelques décennies. En 1980, Riccardi et al.
ont démontré par des expériences murines in vivo que la clairance systémique des lignées
tumorales Yac-1 et RBL-5 radiomarquées de la rate, le foie et les poumons correle avec les niveaux
de réactivité des cellules NK [117]. Quelques années plus tard, Gorelik et ses collégues ont prouvé
avec des expériences de transfert adoptif que I'activité des cellules NK peut interférer avec
I'induction de la leucémie dans des souris irradiées [118]. Un an plus tard, conformément a la
théorie de manque de reconnaissance de soi (missing-self recognition), il a été démontré que les
cellules NK tuent spontanément les cellules tumorales déficientes en CMH de classe | dans des
essais in vitro [119]. Plusieurs autres études ont renforcé davantage le role anti-tumoral des
cellules NK dans les décennies suivantes. Outre le role des cellules NK dans la protection murine
contre des tumeurs spontanées (et donc l'initiation et la croissance tumorale) comme le sarcome
provoqué par la MCA [120], elles participent activement dans l'immunosurveillance des
métastases. Par exemple, la déplétion iatrogénique des cellules NK dans des souris SCID
augmente la croissance de métastases hépatiques suite a I'injection intraveineuse de la lignée de

mélanome murin B16F10 [121].

Chez I'humain, les cellules NK ont un rdle de premier plan dans le contr6le des cancers
hématologiques malins [122,123] et des métastases [124]. Cependant, ce rble dans la croissance

des tumeurs solides primaires chez I'humain reste un sujet de débat [124]. Par ailleurs,
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I'infiltration intra-tumorale des cellules NK correle favorablement avec le pronostic oncologique
de plusieurs cancers comme le cancer gastrique [125], de I'cesophage [126] et pancréatique [127].
Les cellules NK peuvent également prédire la résistance au traitement anti-néoplasique. Dans
I'étude de Mariel et al., une diminution de l'infiltration des cellules NK dans le
microenvironnement du tissu tumoral mammaire est un marqueur prédictif de I'échec a la
chimiothérapie adjuvante [128]. Ainsi, bien que la fonction des cellules NK murines s’applique au
controle tumoral de son initiation a sa dissémination, la littérature actuelle chez I’humain semble
suggérer qu’elles jouent un role prédominant dans le controle des métastases et des cancers
hématologiques. Par contre, leur réle précis dans I'immunosurveillance des tumeurs solides
primaires reste a étudier. De maniere intéressante, les cellules NK peuvent effectuer leurs effets
anti-tumoraux indirectement a travers leur contréle viral. La meilleure évidence de ce lien est
probablement la déficience héréditaire en cellules NK (NK cell deficiency) qui prédispose les
humains a des virus tels que le virus du papillome humain, le virus herpées simplex et le
cytomégalovirus et conséquemment a des transformations néoplasiques dérivées de ces virus

[129].

Malgré les mécanismes d’évasion immunitaire que les cellules cancéreuses utilisent pour
s’échapper aux cellules NK (figure 8), plusieurs études ont exploité le potentiel anti-tumoral des
cellules NK. Les cellules NK des patients atteints de cancer sont généralement moins
fonctionnelles, en partie en raison de l'altération du répertoire de récepteurs a leur surface [124].
Tel que mentionné précédemment (section Réle des cytokines dans le développement des
cellules NK), plusieurs cytokines promeuvent la différenciation, la survie et la prolifération des
cellules NK. Ainsi, la premiere stratégie immunothérapeutique consiste a administrer des
cytokines in vivo pour améliorer le nombre et les fonctions des cellules NK autologues. Ensuite,
I'incubation in vitro de cellules NK avec une ou plusieurs cytokines afin d’en augmenter le nombre
et/ou les activer en lymphokine-activated killers (LAKs) peut étre effectuée, suivi d’un transfert
adoptif chez un sujet atteint de cancer [130]. A titre d’exemple, I'IL-2 est la premiére cytokine
approuvée pour une utilisation chez les patients. Par contre, son efficacité est mitigée et, a hautes
doses, elle peut provoquer des fuites capillaires et d’autres effets secondaires graves [131]. Ceci

a mené au développement de formes alternatives de I'lL-2, comme sa forme mutante super-2 qui
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a une affinité accrue pour la sous-unité IL-2/15Rp sur les cellules NK et présente une efficacité
anti-tumorale in vitro [132]. D’autres cytokines telles qu’IL-12, IL-15, IL-18 et IL-21 ont également
été testés dans des modeles précliniques et des études de phase Il. Bien qu’en théorie I’activation
des cellules NK par ces cytokines soit une avenue thérapeutique prometteuse, leur efficacité en

pratique est limitée, ce qui a mené au développement d’autres stratégies [130].

Il existe trois types de traitements par des anticorps pour potentialiser les effets des cellules NK.
Ces traitements se basent sur leur capacité a faire de ’ADCC, sur des inhibiteurs de points de
controle immunitaire (immune check-points) ou le blocage des récepteurs inhibiteurs des
cellules NK et sur des agents bi- ou tri-spécifiques (bi- and tri-specific killer engagers, BiKEs and
TriKEs). Par exemple, dans une étude préclinique sur un modele de leucémie myéloide, un
anticorps monoclonal dirigé contre CD133 (retrouvé normalement en grand pourcentage chez
des patients leucémiques) avait été modifié pour augmenter son affinité pour CD16,
potentialisant ainsi ’ADCC par les cellules NK [133]. Le Monalizumab, un anticorps anti-NKG2A
humanisé, est un exemple d’inhibiteur de point de contréle immunitaire. Le blocage du récepteur
inhibiteur NKG2A améliore 'immunité tumorale en stimulant a la fois les fonctions effectrices des
lymphocytes T CD8" et des cellules NK autant chez la souris et que chez I'homme. Des données
préliminaires d’une étude clinique de phase Il combinant le Monalizumab et le Cetuximab (un
anticorps dirigé contre le facteur de croissance épidermique) chez des patients atteints de
carcinome épidermoide ont démontré une réponse partielle chez 31%, une stabilité chez 54% et
une progression chez 11% de patients avec des effets secondaires surtout légers (fatigue, fievre
et céphalées) [134]. Un autre point de contréle est CD137. Son expression est induite par
Trastuzumab, un anticorps humanisé contre HER2 (human epidermal growth factor 2). Comparé
a son administration seule, la combinaison de Trastuzumab avec un anticorps anti-CD137 pour le
traitement des cancers du sein HER2+ améliore la cytotoxicité des cellules NK in vitro et in vivo
[135]. Finalement, les BiKEs and TriKEs sont des anticorps modifiés qui lient des récepteurs des
cellules NK a une extrémité et des antigenes tumoraux a l'autre, renforgant la liaison entre la
cellule tumorale et la cellule effectrice [136]. Par exemple, chez I’humain, le traitement in vitro
de cellules myélodysplasiques avec le BiKE CD16 x CD33 augmente la dégranulation des cellules

NK et leur production d’IFN-y et de TNFa [137].
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D’autres immunothérapies se basent sur le transfert adoptif et incluent ['utilisation de cellules
NK allogéniques ou autologues, c’est-a-dire provenant du sang d’'un donneur sain ou du patient
lui-méme. Cette stratégie a déja été évaluée dans des essais cliniques de phase | ou de phase Il
sur des patients a haut risque ou réfractaires aux traitements conventionnels comme la
chimiothérapie. En raison de différences dans les stratégies de séparation, d'expansion et
d'activation des cellules NK en laboratoire, les résultats des études cliniques sont variables [130].
Les cellules souches sont une autre source de cellules NK. Par exemple, elles peuvent étre retirées
du sang de cordon ombilical. Leur effet a été testé dans des essais précliniques ou cliniques contre
la leucémie myéloide aigué (LMA) et des syndromes myélodysplasiques [138]. Les lignées
cellulaires NK génétiquement modifiées représentent également un outil thérapeutique
puissant. La lignée NK-92, entre autres, possede des caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelles similaires a celles des cellules NK. Elle est |a seule lignée cellulaire approuvée par
la Food and Drug Administration (FDA). Malgré ces effets hautement cytotoxiques contre des
cellules tumorales démontrées dans des études précliniques, leur efficacité en clinique est
minimale [139]. Malgré tout, 'utilisation de lignées cellulaires comme thérapies allogéniques
demeure intéressante et pourrait un jour étre facilement produite et accessible (off-the-shelf).
Récemment, la manipulation génétique ex vivo des cellules NK s'est concentrée sur I'expression
des récepteurs antigéniques chimériques (chimeric antigen receptors, CARs) qui permettent aux
cellules de mieux reconnaitre leurs cibles. Les cellules NK offrent une alternative intéressante aux
LT pour la génération des CARs pour quelques raisons. D’abord, I'infusion allogénique de cellules
NK provoque nettement moins de réactions du greffon contre I’'hote (graft-versus-host disease,
GVHD) chez la souris et 'homme [140,141]. Ensuite, les cellules NK matures ont une durée de vie
relativement plus courte que celle des LT, permettant ainsi une activité anti-tumorale tout en
limitant les effets secondaires [142]. La derniére raison est plutét théorique. Les cellules CAR-NK,
grace a leurs récepteurs natifs, conservent leur capacité intrinseque a reconnaitre les cellules
tumorales. Ainsi, contrairement aux cellules CAR-T, sachant que le microenvironnement tumoral
peut diminuer I'expression de I'antigene ciblé par le CAR, il est théoriquement moins probable
gue les cellules tumorales échappent a I'immunosurveillance des cellules NK [143]. Finalement,

les vésicules extra-cellulaires (extracellular vesicles, EVs) ont été explorées dans les derniéres
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années pour leur potentiel thérapeutique. Elles sont de taille nanométrique et sont sécrétées par
de nombreuses cellules immunitaires dont les cellules NK. Elles contiennent des substances
bioactives comme des acides nucléiques, des lipides et des protéines. Leur effet anti-néoplasique
a été testé dans quelques modeles tumoraux précliniques. Cependant, les mécanismes sous-

jacents a la destruction des cellules tumorales par les EVs des cellules NK restent a élucider [144].

En bref, I'utilisation de cellules NK comme forme d’immunothérapie (figure 9) a été largement
essayée dans plusieurs essais cliniques pour différents cancers, incluant la LMA et la LMC, le
cancer du sein, le mélanome, le cancer de I'ovaire, le neuroblastome, le carcinome rénal, le cancer
hépatocellulaire et le cancer colorectal [145]. Notre compréhension de la biologie de ces cellules
évolue rapidement et nous permet de les exploiter pour le développement de nouvelles

stratégies immunothérapeutiques.

26



\ular )
e*\‘aggs'\ne Iigév IﬁZR

ade &)
M Y
é@go‘\ @ 2%,
s %
T %

Immunosuppressive
cell

“Sej

Pseudo
State

Cancer | NK
cell cell

9
3%
53
%
5
Immunostimulatory
= cell
Z.
2
£
oo&
Y
o@/{9 4010/.@
\9‘9/ .
be .
S
Nk o1
repn 'K Ce osuP
ec"l.lltme;’t 7 |mmugy\o\k\“es

Figure 8. Mécanismes d'évasion des cellules cancéreuses des cellules NK.

Les cellules malignes évitent leur reconnaissance et leur élimination par les cellules NK par de
multiples mécanismes qui agissent directement sur les cellules NK, par le biais des cellules
immunosuppressives ou par l'inhibition des cellules immunostimulatrices. Ces mécanismes
comprennent 1) I'augmentation de I'expression des ligands des récepteurs inhibiteurs des cellules
NK; 2) la diminution des ligands des récepteurs activateurs des cellules NK; 3) la régulation
négative des récepteurs de la mort; 4) la sécrétion de métalloprotéinases qui générent des ligands
inhibiteurs solubles; 5) la diminution de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires; 6)
I'augmentation de la sécrétion de cytokines immunosuppressives; 7) la diminution du
recrutement des cellules NK; 8) I'augmentation du recrutement des cellules immunitaires
immunosuppressives; 9) le revétement physique des cellules tumorales avec des plaquettes; 10)
I’acquisition d'un état mimant une cellule du soi; 11) la synthese extracellulaire d'adénosine en
réponse a I’hypoxie et 12) I'activation de I'autophagie secondaire a I’hypoxie. (Adapté de Lépez-
Soto et al., 2017) [124]
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Figure 9. Approches thérapeutiques pour restaurer le potentiel anti-tumoral des cellules NK.

1) Cytokines : I'activité antitumorale des cellules NK peut étre stimulée par des cytokines telles
que I'lL-2, I'IL-12, I'IL-15 et I'IL-18; 2) Modulation de ligands et de récepteurs : les approches
thérapeutiques qui engagent les récepteurs d'activation des cellules NK sont utilisées en clinique
et incluent des anticorps monoclonaux (mAbs) dirigés contre CD16 qui induisent I’ADCC. Le
Trastuzumab ou le Cetuximab sont les mAbs les plus utilisées pour augmenter l'activité
tumoricide des cellules NK. Les anticorps dits bi-spécifiques et tri-spécifiques (BiKEs/TriKEs)
peuvent également améliorer I'ADCC en redirigeant les cellules NK et les cellules T contre les
cellules tumorales. Cibler d'autres récepteurs d'activation des cellules NK (comme NKG2D) ou
leurs ligands (comme la séquence A liée au polypeptide du CMH de classe | (MICA)) sont
également des stratégies prometteuses; 3) Anticorps monoclonaux dirigés contre des
récepteurs : en ciblant des récepteurs inhibiteurs ou des protéines de contréle immunitaire, le
potentiel anti-tumoral des cellules NK est grandement amélioré. Des exemples incluent : les KIRs,
NKG2A, PD-1/PD-L1, TIM-3, CD96 et TIGIT; 4) Le transfert adoptif de cellules autologues,
allogéniques, de lignées (NK-92) et de cellules NK modifiées (CAR-NKs) représentent également
une approche thérapeutique; 5) Sécrétées par les cellules NK, les vésicules-extra-cellulaires
contenant des substances bioactives peuvent étre dirigées contre les cellules cancéreuses et
manifester ainsi leurs propriétés anti-tumorales (Adapté de Lorenzo-Herrero et al., 2018) [146]
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1.2.10. Cellules NK : systéeme immunitaire inné, adaptatif ou les deux?

La mémoire immunologique est considérée comme |'une des caractéristiques cardinales du
systeme immunitaire adaptatif [147]. Elle peut étre définie comme une réponse immunitaire
guantitativement et qualitativement améliorée suite a une deuxieme stimulation immunitaire
[148]. La cellule NK est historiquement classée comme une composante du systeme immunitaire
inné. Or, depuis les dernieres années, des études prouvent que les cellules NK sont dotées d’une

réponse mémoire, accordant une vision plus nuancée a la classification de ces cellules [105].

La premiére évidence de |'existence de cellules NK de type « mémoire » (memory-like NK cells)
remonte a 2006 [149]. Dans leur étude, O’Leary et al. se sont servis du modele d’hypersensibilité
de contact induite par un haptene (hapten-induced contact hypersensitivty, CHS) qui est un
exemple classique d'immunité adaptative. Le groupe a constaté que des souris Rag2”,
dépourvues de LB et de LT, développent une dermite de contact (un type de réponse
d'hypersensibilité allergique) importante suite a I'exposition au 2,4-dinitrofluorobenzéne et a
I'oxazolone. Cette réponse d’hypersensibilité dure au moins quatre semaines. Elle est absente
chez la souris Rag2”- déplétée de cellules NK et chez la souris Rag2IL2rg”- (dépourvue en LB, LT et
cellules NK). Ces observations indiquent donc que les cellules NK peuvent induire des réponses
mémoire spécifiques a un antigene, et ce, en absence LB et de LT [149]. Trois ans plus tard, Sun
et al. ont observé qu’une exposition préalable au MCMV protége les souris Rag2”- (dépourvues
de cellules B et T ) d’'une deuxiéme exposition au méme virus mais a une dose létale [150]. Les
réponses « mémoires » des cellules NK ont méme été observées en I'absence d'un antigene
spécifique. A titre d’exemple, les cellules NK de |a lignée murine Ragl”- produisent des niveaux
élevés d’IFN-y in vitro en présence d’un mélange de cytokines composé d’IL-2, d’IL-15 et d’IL-18.
Une a trois semaines apres leur transfert dans des souris naives, les cellules NK préalablement
stimulées retournent a leur état basal. Suite a une stimulation subséquente, les cellules NK
injectées sont capables de produire significativement plus d’IFN-y comparées aux cellules NK de
I’hGte. Ces expériences suggerent que les cellules NK présentent une réponse mémoire induite
par les cytokines [151]. Ainsi, les cellules NK ont des fonctions biologiques sophistiquées qui

appartiennent a la fois au systéme immunitaire inné et adaptatif.
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1.3. Intégrines

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires qui facilitent I'adhésion d’une cellule a la
matrice extracellulaire (extracellular matrix, ECM), un réseau de protéines que les cellules
sécretent et moulent dans I'espace intercellulaire. Les intégrines se lient a variété de ligands tels
que la fibronectine, les collagenes, la vitronectine et les laminines. Les liaisons activent des voies
de signalisation régulant plusieurs aspects cellulaires comme la réorganisation du cytosquelette
intracellulaire, le déplacement de nouveaux récepteurs vers la membrane cellulaire et méme le
cycle cellulaire. Les intégrines sont composées de deux sous-unités formant un hétérodimere par
une liaison non-convalente, soit alpha (a) et béta (B). A ce jour, 18 sous-unités a et huit sous-
unités B ont été décrites [152]. Alors qu’il n'est pas faux d’imaginer qu’il existe plusieurs
combinaisons possibles, en réalité, les combinaisons af sont plus restreintes. En effet, chaque
sous-unité a ne peut se lier qu’a une seule sous-unité B [153]. Ainsi, chez les vertébrés, 24
intégrines différentes peuvent étre formées (figure 10) [152] et chaque combinaison af a sa
propre spécificité de liaison et ses propres propriétés de signalisation [154]. De plus, les intégrines
sont omniprésentes; elles existent dans toutes les cellules nucléées, sont souvent nombreuses et

plusieurs membres peuvent étre exprimés simultanément dans une méme cellule [155].

L'importance des intégrines a pu étre décelée grace a différents modeles de knockout murins. En
effet, la suppression d’intégrines peut entrainer une variété d'effets néfastes, allant d’'un défaut
d’'implantation endométriale a la létalité embryonnaire ou périnatale jusqu’a des défauts
développementaux [155,156]. Chez I'humain, le syndrome de déficience d'adhérence
leucocytaire (leukocyte adhesion deficiency syndrome, LAD) est causé par des mutations de la
sous-unité B2, ce qui altere les fonctions leucocytaires. Les patients en souffrant sont a risque de
défauts de phagocytose et de chimiotaxie, de mauvaise guérison de plaies et d’infections graves
[157]. Un polymorphisme de la sous-unité ay augmente les risques d’avoir le lupus érythémateux
disséminé [158]. Le risque de maladie inflammatoire de l'intestin, comme la maladie de Crohn ou

la colite ulcéreuse, augmente avec I'expression amplifiée des alleles Itgal, codant pour la sous-
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unité a. (CD11a) [159]. Ainsi, les intégrines sont particulierement importantes dans le systeme

immunitaire.
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Figure 10. La superfamille des intégrines.

Les intégrines peuvent étre subdivisées en fonction de leurs chaines B. Certaines chaines a
peuvent se combiner a plusieurs chaines B. Chez I’humain, il existe 24 intégrines différentes.
(Adapté de Gahmberg et al., 2009) [155]

1.3.1. Intégrines B2

Les leucocytes expriment diverses intégrines, dont B1 (aaBi), B2 (aB2, amPB2, axB2, apP2) et B7
[0aB7 et aePB7] [160]. Les intégrines B2 prédominent sur les leucocytes [155]. Elles sont composées
de la sous-unité B CD18 (intégrine béta 2, Itgh2) qui peut s’associer aux sous-unités a suivantes :
CD11a (intégrine alpha L, Itgal), CD11b (intégrine alpha M, Itgam), CD11c (intégrine alpha X, Itgax)
et CD11d (intégrine alpha D, /tgad). L’abondance relative de ces intégrines varie en fonction du
type cellulaire, de la différenciation et de I'état d'activation cellulaire (tableau 1). Plus
précisément, les combinaisons différentes possibles sont : a., (intégrine LFA-1, CD11a/CD18),

amB2 (CD11b/CD18, CR3), axB2 (CD11c/CD18, CR4) et aoP, (CD11d/CD18) [160].
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Les intégrines existent essentiellement sous deux formes. La forme inactive est repliée sur elle-
méme et a une faible affinité pour son ligand. La forme active a une conformation plutét étendue
et une haute affinité pour son ligand [161]. Une réponse immunitaire adéquate implique
I'adhésion et I'extravasation des cellules immunitaires dans les tissus et la circulation
lymphatique. Pour permettre une telle réponse, les leucocytes doivent migrer efficacement. Cela
est possible grace au changement de la conformation de l'intégrine 2. Normalement, I'intégrine
B2 est inactive [162]. Suite a un stimulus inflammatoire, deux voies de signalisation sont activées,
soit celle de I'intérieur vers |'extérieur (inside-out) puis celle de I’extérieur vers 'intérieur (outside-
in), changeant la conformation de I'intégrine B2 et permettant ainsi I'adhésion et I'extravasation
tissulaire. Plus précisément, la signalisation inside-out modifie la fagon dont les cellules
interagissent avec leur environnement en régulant |'affinité et I'avidité des récepteurs a leurs
ligands de la MEC [163]. La signalisation outside-in implique I|’activation de cascades de
signalisation intracellulaires en réponse a liaison de ces ligands a leurs récepteurs. Plus
spécifiguement, suite a I'engagement de récepteurs de chimiokines ou les TLRs, des protéines
comme la taline et la kindline lient le domaine intracellulaire de la sous-unité B2. L'intégrine
change sa conformation et se lie a son ligand avec une plus grande affinité. Cette liaison provoque
une cascade de signalisation en aval qui change le cytosquelette d’actine cellulaire. Des
complexes protéiques focaux sont formées et I'adhésion cellulaire devient possible (figure 11)

[164].

Il existe de plus en plus d’évidences qui placent les intégrines B2 au centre de I'équilibre entre
I'activation et la suppression immunitaire. Par exemple, d’une part, elles favorisent le
recrutement des monocytes et la rétention des macrophages tissulaires lors des contextes
inflammatoires. D’autre part, elles permettent la formation d’'une synapse immunitaire inhibitrice
entre les cellules T et les DCs et atténuent les réponses des macrophages suite a la stimulation

des TLRs [164].
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Figure 11. Représentation schématique de I'activation et de la signalisation de l'intégrine.

La signalisation de l'intérieur vers |'extérieur induit un changement de conformation de
I'intégrine. Elle passe d’un état inactif a un état actif a haute affinité pour son ligand. Lors de la
liaison du ligand, I'intégrine activée transmet des signaux de |'extérieur vers l'intérieur de la
cellule, déclenchant une cascade de signalisation en aval. (Adapté de Schittenhelm et al., 2017)
[164]

Les intégrines B2 sont importantes pour les cellules NK. Par exemple, l'intégrine LFA-1 permet
une adhésion cellulaire stable, I'assemblage d’une synapse immunologique et la polarisation de
granules lytiques [165,166]. En absence de cette synapse, la cellule NK ne peut pas relacher ces
granules et induire sa cytotoxicité de maniére efficace. De plus, les sous-ensembles de cellules NK
humaines les plus matures et cytotoxiques ont une expression plus importante LFA-1 [165].
Crozat et al. ont étudié I'effet de I’ablation des intégrines B2 (spécifiquement CD11a-c/CD18) sur
la fonction et le développement des cellules NK. Dans leur étude, il y avait une accumulation de
cellules NK c-kit* témoignant d’'un défaut de maturation terminale. In vitro, les cellules NK avaient
un plus faible potentiel de dégranulation et de sécrétion d’IFN-y. In vivo, elles étaient
hypofonctionnelles en présence de cellules de la lignée Yac, mais avaient une réponse précoce

anti-virale préservée contre le MCMV [167].
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Tableau 1. - Distribution et fonctions des principales intégrines leucocytaires

Noms des intégrines
et leurs synonymes

Ligands

Expression cellulaire

Fonctions majeures

a2 ICAM-1-5, TLN, Cellules B, cellules B, Migration des
collagene de type | monocytes/macrophages, | cellules T, des
LFA-1 cellules NK, cellules monocytes, des
dendritiques, neutrophiles et des
CD11a/CD18 neutrophiles, éosinophiles.
éosinophiles (tous les Activation et
leucocytes) adhésion des cellules
B, T, et dendritiques.
Cytotoxicité des
cellules CTL et NK
[168-170]
amP2 ICAM-1, ICAM-2, Cellules T y6, Adhésion, activation
ICAM-4, iC3b, monocytes/macrophages, | et phagocytose des
Mac-1 fibrinogeéne, facteur X, | neutrophiles, macrophages, des
héparine, laminine, éosinophiles, cellules NK monocytes, des
CD11b/CD18 LPS, zymosan, neutrophiles, des
oligodésoxynucléotide, éosinophiles, des
CR3 collagéne, élastase basophiles, des
cellules dendritiques
Mol et NK [171,172]
oxP2 iC3b, fibrinogene, Monocytes/macrophages, | Adhésion et
collagene, CD23 neutrophiles, cellules NK | phagocytose des
CD18/CD11c héparine, LPS, monocytes/
protéines dénaturées macrophages et
CR4 neutrophiles,
adhésion des cellules
p150/95 NK [172,173]
apP2 ICAM-3, VCAM-1 Cellules T, macrophages, | Adhésion et
éosinophiles, cellules NK | migration des
CD11d/CD18 macrophages et des

éosinophiles,
adhésion des cellules
T[174]

CR3, complement receptor-3; DC, dendritic cell; ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1; iC3b,

inactivated-C3b; LFA-1, lymphocyte function-associated antigen-1; LPS, lipopolysaccharide; Mac-

1, Macrophage-1 antigen; TLN, telencephalin; VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1.
(Adapté de Zhang et al., 2012 et de Tan et al., 2012) [152,175]
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1.3.1.1. Cellules pré-mNKs, sous-unité CD11d et intégrine CD11d/CD18

Tel que décrit précédemment (section Cellule pré-mNK murine), les cellules pré-mNK murines ont
un grand potentiel anti-tumoral qui a été démontré dans plusieurs modeles expérimentaux. Par
conséquent, le groupe de Lesage a évalué les facteurs régulant le nombre des cellules pré-mNKs
avec I'idée que la modulation de leur nombre puisse étre bénéfique dans le traitement du cancer
[41]. Dans leur étude, la proportion de cellules pré-mNKs de la souris NOD (nonobese diabetic)
est beaucoup plus faible que celle de la lignée B10.BR, suggérant que le nombre des pré-mNKs
est lié a des facteurs génétiques. Des analyses d’étude de liaison génétique entre les lignées
NOD.H2k et B10.BR ont démontré que le chromosome 7 régule le nombre des pré-mNKs chez la
souris. La souris NOD.H2k est congénique pour le locus H2X du CMH. Le choix de cette souris dans
leur étude est expliqué par le fait qu’elle ne développe pas de diabete auto-immun qui peut

influencer le systeme immunitaire et donc potentiellement le nombre de cellules pré-mNKs.

En général, pour étudier les polymorphismes génétiques distinguant deux lignées murines, un
premier croisement entre-elles peut étre effectué pour générer une progéniture mixte F1. La
descendance F1 peut étre croisée pour générer une deuxieme progéniture (F2) avec une
mosaique génétique. Les souris F2 peuvent étre par la suite phénotypées et génotypées. Les
données sont corrélées statistiquement pour identifier des loci génétiques associés a un
phénotype d’intérét [176]. Pour confirmer I'impact du chromosome 7, Guimont-Desrochers et al.
ont analysé la souris congénique NOD.Lc7 qui contient les alleles du chromosome 7 de la souris
C57BL/6 dont le nombre de pré-mNKs est normalement élevé [41]. Tel qu’attendu, les
proportions de pré-mNKs dans la souris NOD.Lc7 était rétabli, confirmant que des alléles dans ce
segment chromosomique influence la proportion des pré-mNKs dans la rate. Le méme groupe a
effectué un séquencage d’ARN des rates des souris NOD et NOD.Lc7 [177]. Leur analyse a
démontré que, parmi les 400 genes de l'intervalle Lc7, 40 genes étaient différemment exprimés
ou polymorphiques. En évaluant les genes a la fois différemment exprimés et polymorphiques
dans la région distale de cet intervalle (qui régule les proportions des pré-mNKs tel qu’établi

préalablement), les génes Itgad et Cox6a2 étaient ressortis. Ces résultats positionnent Itgad,
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codant pour la protéine CD11d, a titre de gene candidat dans la régulation de la proportion des

cellules pré-mNKs.

CD11d est la sous-unité a la plus récemment découverte par Wong et al. en 1996. L’équipe avait
démontré par approche génomique que, chez I’humain, CD11d est codé par le gene Itgad qui est
hautement apparenté aux génes codant pour CD11a (/tgal), CD11b (/tgam) et CD11c (/tgax) [178].
Le CD11d est sans doute le moins connu des sous-unités a en partie a cause de I'absence d’un
anticorps humain commercialement disponible [164]. En plus de jouer un réle dans la migration
cellulaire en se liant aux ligands VCAM-1 et ICAM-3 au cours d’une réaction inflammatoire,
I'intégrine CD11d/CD18 est impliquée dans I'activation des neutrophiles, des macrophages, des
éosinophiles et dans la prolifération des LT [179-182]. Chez la souris, I'expression de CD11d est
limitée. Wu et al. ont trouvé que seuls les splénocytes CD11b* co-expriment CD11d, suggérant
une interdépendance des intégrines [180]. Dans leur étude, des souris déficientes en CD11b ou
CD11d avaient une plus faible immunité contre des entérotoxines staphylococciques associée a
une altération phénotypique et proliférative des LT. Peu de littérature sur I'impact de CD11d sur
les cellules NK existe par ailleurs. Dans I’expérience précédente, la cytotoxicité des cellules NK des
souris CD11d-KO était préservée [180]. Chez 'homme, l'interaction entre les neutrophiles et les
cellules NK est possible via la molécule d’adhésion intracellulaire ICAM-3 et CD11d/CD18
respectivement. Cette colocalisation permet I'activation des cellules NK par les neutrophiles et

potentialise leur sécrétion d’IFN-y [183].

La sous-unité CD11d est impliquée dans plusieurs processus pathologiques. En effet, I'expression
d’ltgad chez les humains et les souris est augmentée dans la graisse blanche dans I'obésité, une
condition caractérisée par une augmentation de l'inflammation systémique [184]. De plus,
I'activation de CD11d peut augmenter I'expression de I'lL-1p qui peut contribuer a une variété de
maladies auto-immunes lorsque produite en grandes quantités [185]. Le blocage transitoire de
I'intégrine CD11d/CD18 ou CD11d suite a un traumatisme de la moelle épiniére chez le rat limite

les dommages tissulaires et améliore les fonctions autonomes, sensorielles et motrices [181,186].

En conclusion, les intégrines jouent un role crucial dans le systéme immunitaire. Leur impact sur

les cellules NK et les cellules pré-mNKs sont a clarifier. Une compréhension plus exhaustive de la
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sous-unité CD11d et de l'intégrine CD11d/CD18 est nécessaire puisqu’ils peuvent avoir des

impacts thérapeutiques.

1.4. Modeles murins en recherche

La souris est le modele animalier le plus utilisé en recherche fondamentale dans le domaine de
I'immunologie. Le modele murin permet une meilleure compréhension des concepts
fondamentaux et sert d’un outil expérimental pour des études translationnelles. Il est indéniable
que les informations tirées d'études murines ont un impact sur notre compréhension de la santé
humaine. Afin de pouvoir tirer des conclusions valides de ces études, il faut s’assurer que le
modele murin utilisé est adapté a la question abordée. Il existe plusieurs lignées permettant

d’adresser des hypothéses scientifiques spécifiques [187].

1.4.1. Lignée C57BL/6

La lignée C57BL/6 (B6) est la souche murine la plus communément utilisée en recherche
biomédicale. C’'est la premiére souche dont le génome a été séquencé et publié. Sa popularité
s’explique en partie par sa capacité de reproduction facile, son état physiquement actif et sain et
sa capacité d’apprendre différentes taches. Ainsi, les souris B6 sont souvent utilisées comme
souris « contrOles » dans les expériences. Initialement développée pour I'étude du cancer et des
réponses immunitaires, cette souche sert de modele dans plusieurs autres contextes comme la
nutrition, I'obésité et la signalisation cellulaire. De plus, il existe plusieurs sous-types de B6 avec
des phénotypes différents offrant une flexibilité de choix pour les études murines. Des
phénotypes de B6 avec des marqueurs alléliques différents, tel que B6.SJL (CD45.1). La différence
des marqueurs alléliques permet d’utiliser ces souris simultanément dans une expérience de
transfert adoptif et de distinguer les cellules d’'une souris hote (souris receveuse) de celles

injectées (souris donneuse) en se fiant a leurs marqueurs alléliques respectifs. Les souris B6
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peuvent étre génétiguement modifiées en créant, entre autres, des souris congéniques ou des
souris knockout. L’ablation d’un geéne spécifique permet de mieux discerner son réole biologique

[188-190].

1.4.2. Lignée CD11d-KO

La souris CD11d-KO a le fond génétique de la souris B6 mais n’exprime pas le géne /ltgad qui code
pour la sous-unité alpha CD11d de I'intégrine CD11/CD18. Elle a été obtenue grace a l'insertion
d’un transgéne (un vecteur) qui a interféré avec le géne Iltgad. Pour générer une telle souris
knockout, une nouvelle séquence d'ADN dotée d’un géne de résistance a la néomycine (neomycin
resistance gene, NeoR gene) est introduite par électroporation dans des cellules souches
embryonnaires isolées de blastocystes murins. Par le processus naturel de recombinaison
homologue, certaines de ces cellules souches électroporées incorporent la nouvelle séquence a
la place du gene d’intérét. La néomycine est un antibiotique normalement toxique pour les
cellules murines. Cependant, I'ajout du géne NeoR aux cellules leur confére une résistance a
I’antibiotique lorsqu’elles sont en culture. Ainsi, seules les cellules souches exprimant le gene
NeoR (et donc le knockout) survivent. Elles sont par la suite isolées et insérées dans des
blastocystes murins qui sont implantés dans I'utérus d’une souris porteuse. Les nouveau-nés en
résultants sont des chimeéres qui contiennent le matériel génétique des cellules souches
originaires des blastocystes et des cellules souche du modele knockout. Les chimeres sont
croisées avec d’autres souris pour générer des souris hétérozygotes pour le gene d’intérét. Les
souris hétérozygotes sont croisées entre elles pour générer des souris homozygotes qui
n’expriment donc pas du tout le géne ciblé initialement [190]. La souris CD11d-KO a été générée
en perturbant une région de 2,2 Kb contenant les exons 1 et 2 de la méme maniere que décrit ci-
dessus. La séquence a été électroporée dans des cellules souches de type AB2.1 dérivées de la
souche murine 12957/SVEvBrd-Hprt®™2, Ces cellules ont par la suite été injectées dans des
blastocystes de souris B6. Les chiméres générées ainsi ont été croisées avec des souris B6, puis

rétrocroisées pour 12 générations avant d’obtenir une lignée CD11d-KO [180]. Les souris CD11d-
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KO utilisées dans les expériences dans le cadre ce mémoire ont été obtenues du laboratoire de
Yakubenku du département de sciences biomédicales du Center of Excellence for Inflammation,

Infectious Disease and Immunity du East Tennessee State University.

1.4.3. Lignée NOD

La souris NOD ou nonobese diabetic est un excellent modele pour I'étude des maladies auto-
immunes et est un outil important pour disséquer les mécanismes de tolérance immunitaire.
Comme son nom l'indique, cette souche est a risque de développer le diabéte auto-immun
spontanément, partageant des similitudes avec le diabete de type | humain [191]. Le diabéte est
causé par une insulite, un état inflammatoire caractérisé par une infiltration leucocytaire des ilots
pancréatiques [192]. La prédisposition au diabete est sous contréle polygénique et
environnemental. De multiples loci contrélent la prédisposition génétique au diabete chez la
souris NOD. En effet, elle héberge un haplotype unique du CMH appelé H28” ou Idd1. Celui-ci est
retrouvé sur le chromosome 17 et il est le contributeur génétique le plus important a la
prédisposition au diabete [191,193]. Outre le diabete, la souris NOD est a risque de développer
d’autres maladies auto-immunes telles que les thyroidites, les cardiomyopathies et les
polyneuropathies périphériques [194]. Le systéme immunitaire de cette souris est également
défectueux a plusieurs niveaux. Par exemple, elles n’expriment pas toutes les protéines du
systeme du complément et ont des cellules T régulatrices, NKT, NK et des macrophages

défectueux [191].

1.4.3.1. Cellules NK dans la lignée NOD

Comme la fonction des cellules NK est défectueuse dans cette lignée, elle représente un modele
adéquat pour comprendre les facteurs génétiques impliqués dans la biologie de ces cellules. La
premiere indication d'un tel défaut était observée parmiles splénocytes avec une capacité in vitro

réduite a tuer la lignée Yac-1[195,196]. Un des mécanismes proposés est en lien avec le récepteur
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d’activation NKG2D. Chez la souris NOD, bien que I'expression de NKG2D soit comparable a la
souris B6, il y a une régulation positive inappropriée de Rael en contexte inflammatoire qui
provoque sa liaison au NKG2D puis l'internalisation du récepteur, compromettant l'activité
cytotoxique des cellules NK [197]. Il a déja été proposé que les cellules NK chez la souris NOD
contribuent possiblement au développement du diabete de type | [197-199] et qu’a 'inverse, le
diabete contribue a la dysfonction systémique des cellules NK [200]. Johansson et al. ont
démontré une dysfonction des récepteurs activateurs des cellules NK, FcR et Ly49D, chez les
souris NOD. Collectivement, ces études suggerent que plusieurs mécanismes sont défectueux
dans les cellules NK de la lignée NOD. Par ailleurs, le locus /dd6, également impliqué dans la
prédisposition de la souris NOD au diabéte spontané [201], se retrouve sur le chromosome 6
chevauchant le complexe de geénes tueurs naturels (natural killer gene complex, NKC). Ce
complexe contient des genes qui codent pour les récepteurs activateurs et inhibiteurs des cellules
NK murines comme de la famille Ly49 [202]. Le NKC des souris NOD est unique, car il code pour
beaucoup plus de récepteurs activateurs et inhibiteurs de la famille Ly49 que les souris B6 [203].
Des polymorphismes au sein de ce complexe chez la souris NOD peuvent expliquer en partie les
défauts de leurs cellules NK [204]. Par ailleurs, I'haplotype NKC des souris NOD porte un gene
Nkrpc1 inactif. Leurs cellules NK n’expriment donc pas I'épitope NK1.1, impliqué normalement
dans leur réponse cytotoxique. De maniere intéressante, la fonction des cellules NK des souris
congéniques pour le NKC (NOD.NK1.1) ne sont que partiellement restaurées, suggérant que le
défaut des cellules NK dans la lignée NOD n'est pas uniquement d{ a leur NKC [199,205]. En
concordance avec cette idée, I’équipe de Benoist ont montré que, contrairement aux souris B6,
le gene de I'lL-15 sur le chromosome 8 est exprimé a de plus faibles niveaux dans la souris NOD.
Cette cytokine est essentielle au développement et a |'activation des cellules NK (voir section Role
des cytokines dans le développement des cellules NK). L'injection d'IL-15 complexée avec le
récepteur IL15RaFc dans les souris NOD améliore la cytotoxicité de leurs cellules NK [206]. Ainsi,
ces résultats démontrent qu’une expression inadéquate du gene de I'lL-15 contribue en partie
aux défauts fonctionnels des cellules NK de la souris NOD. Finalement, deux études récentes
soulignant I'importance de la lignée NOD pour mieux comprendre les cellules NK ont été menées

par le groupe Lesage [207,208]. D’abord, en utilisant des souris congéniques NOD, le groupe a
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validé que le CMH et les loci du chromosome 9 influencent la proportion et le nombre absolu de
cellules NK [208]. De plus, grace a des analyses de liaison génétique sur le croisement des lignées
B6.Ragl” et NOD.Ragl”", le suppresseur de tumeur p53 a été identifié comme élément clé dans

la maturation fonctionnelle des cellules NK [207].

1.4.4. Lignées Rag™".IL2rgc”’- et NRG

La souris Rag”".IL2rgc”" est obtenue par le croisement de la souris Ragl” avec la souris IL2rg”". La
premiére souche (Ragl”’) a le bagage génétique d’une souris B6, mais contient une mutation du
gene activant la recombinaison (recombination-activating gene, RAG). Cette mutation empéche
la recombinaison des récepteurs des LB et des LT ainsi que la différenciation de ces cellules. La
production et la fonction des cellules NK n’est par contre pas altérée. La deuxiéme souche (IL2rg’
/) n’exprime pas la chaine yc des récepteurs de I'lL-2, I'IL-4, I'IL-7, I'IL-9, I'IL-15 et I'lL-21 qui sont
importante au développement des LB, LT et des cellules NK. L’absence de signalisation a travers
ces récepteurs entraine des défauts majeurs de développement des cellules B et T et une absence
totale de cellules NK. Ainsi, le croisement des souches Rag”’ et IL2rg” produit une lignée
séverement immunosupprimée. Ces souris sont tres utiles, entre autres, pour des expériences de
xénogreffe (souris humanisées), de transplantation tumorale et de transfert adoptif, car elles sont
dépourvues de cellules B, T et NK et permettent donc I'étude spécifique de populations cellulaires
injectées. Les mutations mentionnées ci-dessus peuvent étre présentes sur des souris avec un
autre bagage génétique, comme c’est le cas des souris NRG avec le fond génétique de la souris

NOD [209,210].
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1.5. Hypotheéses et objectifs de recherche

Les cellules NK sont dotées d’une fonction anti-tumorale. Afin d’optimiser cette fonction,

d’améliorer et de mieux adapter les immunothérapies a base de cellules NK, il est important

d’approfondir nos connaissances sur les facteurs régulant leur nombre et leur cytotoxicité. Le

bagage génétique d’un individu régule trés étroitement les caractéristiques des cellules NK et

donc sa prédisposition au cancer. Les différences génétiques décelées entre deux lignées murines

peuvent nous informer sur les mécanismes sous-jacents les variations fonctionnelles observées

entre deux humains différents. Par ailleurs, les cellules NK de la lignée NOD présentent des

défauts phénotypiques et fonctionnels. En outre, des données indiquent que les proportions des

cellules pré-mNK, précurseurs des cellules NK, sont intimement liées au chromosome 7 dans

lequel se trouve le gene Itgad dont le role sur les cellules immunitaires sont peu connues. Ainsi,

pour faire suite a ces travaux, nous émettons les hypotheéses suivantes :

Le gene Itgad est impliqué dans la régulation de la proportion et la fonction des cellules
NK;

La diminution de l'activité globale des cellules NK chez les souris NOD par rapport aux
souris B6 résulte d'une plus faible abondance de cellules NK efficaces pour chaque stade

de la maturation fonctionnelle;

Pour répondre aux hypotheéses, les objectifs de ce mémoire sont de :

1.

Déterminer I'impact de I'ablation du gene Itgad sur la proportion et le phénotype des
cellules NK;

Etudier I'effet de I’absence du géne Itgad sur la fonction in vitro et in vivo des cellules NK;
Caractériser les fonctions effectrices in vitro des cellules NK entre la lignée NOD et B6 pour
chaque stade de la maturation fonctionnelle;

Comparer le potentiel anti-tumoral in vivo des différents stades des cellules NK de la lignée

NOD et B6.
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2. CHAPITRE 2 - LOSS OF CD11D CAUSES A DECREASE IN CD11B
AND CD11C EXPRESSION WITH FUNCTIONAL
CONSEQUENCES ON NK CELL ACCUMULATION IN TUMOURS

Maher Al Khaldi, Marion Dubuissez, Victor Mullins-Dansereau, Genevieve Chabot-Roy, Lise

Coderre, Sylvie Lesage

Nous visons de publier cet article Journal of Leukocyte Biology. Le manuscrit a donc été préparé

selon les lignes directrices du journal.

Cet article était mon projet de maitrise principal. J'ai contribué a la rédaction du protocole
d’éthique avec I'aide de Genevieve Chabot-Roy (assistante de recherche) et de la Dre Sylvie
Lesage. Quelques données préliminaires ont été obtenues par Victor Mullins-Dansereau (ancien
étudiant a la maitrise au labo Lesage). J’ai également effectué toutes les manipulations
techniques, dont certaines sous la supervision de la Dre Marion Dubuissez (post-doctorante). J'ai
cumulé les données et les ai analysées également. J’ai monté les figures et rédigé le manuscrit
qui a été corrigé par la Dre Lise Coderre (associée de recherche) et la Dre Sylvie Lesage. J'évalue

ainsi ma participation a 90%.

Cet article est important pour ce mémoire puisqu’il permet de clarifier le role de la sous-unité
CD11d de l'intégrine leucocytaire CD11d/CD18 sur le phénotype et la fonction in vitro des cellules
NK. De plus, ce travail démontre que CD11d a des implications fonctionnelles sur I'accumulation
des cellules NK intra-tumorales, une avenue de recherche qui mérite d’étre investiguée

davantage pour I'amélioration de traitements d’immunothérapie avec des cellules NK.
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2.1. Title Page

Title: Loss of CD11d causes a decrease in CD11lb and CD11c expression with functional

consequence on NK cell accumulation in tumours
Running title: Loss of CD11d affects NK cells

Summary sentence: The deletion of CD11d results in immune cell type specific changes in CD11a,

CD11b, CD11c and CD18 expression, with most noticeable differences NK cells; this results in a

decrease in CD107a expression and an accumulation of NK cells in B16F10 tumours.

Maher Al Khaldi, Marion Dubuissez, Victor Mullins-Dansereau, Genevieve Chabot-Roy, Lise

Coderre, Sylvie Lesage
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2.2. Abbreviations

ICAM-3: Intercellular adhesion molecule 3; LFA-1: lymphocyte function-associated antigen-1;
MHC-I: major histocompatibility complex I; NeoR gene: neomycin resistance gene; PMA:

Phorbol-12-Myristate-13-Acetate; TAP: transporter associated with antigen processing.
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2.3. Abstract

Integrins of the R2 integrin family (CD11a/CD18, CD11b/CD18, CD11¢/CD18 and CD11d/CD18)
regulate cellular signaling and facilitate leukocyte-cell adhesion. Itgad encodes CD11d, the latest
discovered alpha subunit. We evaluated the effect of CD11d deficiency on the expression of
CD11a, CD11b, CD11c and CD18 expression in splenic T cells, B cells, monocytes, cDCs, pDCs and
NK cells in comparison to C57BL/6J mice. The effect of CD11d deletion on the expression of the
other integrin subunits is specific to the type of immune cell, with the most noticeable decrease
in CD11b and CD11c expression in NK cells. This led us to investigate the functional outcome of
the loss of CD11d expression in NK cells. Both the proportion and absolute number of splenic NK
cells are comparable between B6 and CD11d-KO mice. Following in vitro activation, NK cells from
both strains show similar levels of IFN-y production and CD69 expression; however, CD107a
degranulation was significantly decreased in NK cells from CD11d-KO mice, suggesting a defect in
effector functions. To determine if the absence of CD11d affected the in vivo function of NK cells,
we injected B16F10 cells in B6 and CD11d-KO mice. Although tumour growth was not affected,
an increased proportion of NK cells was found in the tumor bed of CD11d-KO relative to B6 mice.
Altogether, this study sheds light on the effect of CD11d on the expression of other integrin
subunits in immune cells and highlights the potential role of /tgad in modulating intra-tumoural

NK-cell accumulation.
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2.4. Introduction

Integrins are heterodimers composed of an alpha and a beta subunit, are broadly distributed, and
have various roles in the immune system. They are transmembrane receptors that bind to a
variety of ligands such as fibronectin, collagens, vitronectin and laminins and facilitate leukocyte
adhesion to the extracellular matrix of various tissues [1]. Integrin binding activates signaling
pathways regulating several cellular aspects such as the reorganization of the intracellular
cytoskeleton, the movement of new receptors to the cell membrane and even cell cycle [1].
Integrin suppression can lead to a variety of adverse effects, including defects in endometrial
implantation, embryonic or perinatal lethality, and developmental defects [2,3]. In humans,
leukocyte adhesion deficiency syndrome (LAD) is caused by mutations in CD18, which alters
leukocyte function and can lead serious infections [4]. In mice, deletion of CD18 leads to impaired

T cell proliferation [5].

CD18, also known as R2 integrin, partners with four different alpha chains to compose
CD11a/CD18, CD11b/CD18, CD11c/CD18 and CD11d/CD18 integrins, interchangeably termed
CD18 integrins, leukointegrins or the 82 integrin subfamily [6]. In mice, CD11a, CD11b, CD11c and
CD11d are encoded in the distal region of chromosome 7 by integrin alpha L (/tgal), alpha M
(I'tgam), alpha X (Itgax) and alpha D (/tgad), respectively. CD18, Itgbh2, is found on chromosome
10.

CD11d is the latest a subunit discovered in humans and initially described to be expressed on
myelomonocytic cells, macrophages (foam cells), granulocytes and T cells [7,8]. Miyazaki et al.
later showed that CD11d is enriched in human dendritic cells (DCs), macrophages and monocytes
[9]. In mice, CD11d expression on circulating leukocytes is variable according to the cellular type.
Wou et al. demonstrated that CD11d is predominantly expressed in CD11b* splenocytes [10]. It is
expressed on DCs, found at low levels on monocytes and at high levels on peritoneal macrophages
[11]. In addition to playing a role in cell migration by binding to ligands such as VCAM-1 and ICAM-
3 in inflammatory settings, the CD11d/CD18 integrin is involved in the activation of neutrophils,
macrophages, eosinophils and T cell proliferation [10,12-14]. CD11d-KO mice exhibit

phenotypically altered T cells with deficient response to staphylococcal enterotoxin stimulation
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[10]. In humans, CD11d/CD18 binding to ICAM-3 has been documented in interactions between

NK cells and neutrophils, potentiating NK cell IFN-y production [15].

A more comprehensive understanding of the implications of integrins in the immune system could
lead to potential therapeutic targets for various diseases. In the present study, we evaluated the
role CD11d in a CD11d-KO murine model on the phenotype and the expression of integrin
subunits (CD11a, CD11b, CD11c, CD18) of various immune cells. We noticed that effect of CD11d
deletion on the expression of other integrin subunits are immune cell type specific. The most
noticeable difference in CD11b and CD11c expression was in NK cells. In addition to changes in
the level of integrins, loss of CD11d on NK cells resulted in a decrease in CD107a expression after
activation, suggesting impaired NK-cell degranulation. Lastly, although B16F10 melanoma tumour
growth was not affected by loss of CD11d expression, NK cells from the CD11d-KO background

accumulated in the tumor bed in comparison to their B6 counterpart.
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2.5. Methods

2.5.1. Mice

C57BL/6 (B6) mice were purchased from The Jackson Laboratory. CD11d-KO mice were kindly
donated by Dr. Valentin Yakubenko (Department of Biomedical Sciences, Center of Excellence for
Inflammation, Infectious Disease and Immunity, East Tennessee State University). All strains were
maintained at the Maisonneuve-Rosemont Hospital animal house facility (Montreal, Canada). All
mice used were aged between 6 and 12 weeks. No differences in phenotypes between male and
female mice were noted. Data from both sexes were hence compiled together. The Maisonneuve-
Rosemont Hospital ethics committee, overseen by the Canadian Council for Animal Protection,

approved the experimental procedures.

2.5.2. Cell preparation and flow cytometry

Spleens were harvested from mice in an isotonic buffer solution. The murine spleens were minced
with a sharp sterile blade, placed in a 40-um nylon cell strainer (BioBasic) and pressed with the
plunger of a 1-ml syringe until mostly fibrous tissue remained. For experiments requiring DC
staining, 2 ml of collagenase | (1 mg/ml) were injected into the spleen after which the minced
spleen was incubated at 37°C for 15 min before being pressed with a plunger. A single cell
suspension was then obtained. Erythrocytes were lysed with buffered ammonium chloride
solution (NH4Cl). Immune cells were resuspended in a PBS + FBS 2% solution and counted before
antibody staining. Flow cytometry readings were performed on the BD LSRFortessa™ X-20 Flow

Cytometer.

2.5.3. Antibodies (Abs)

All Abs were purchased from BioLegend, unless indicated otherwise. Samples were stained with
combinations of the following Abs: Zombie Aqua (Fixable Viability Dye), CD3e-BV711 (clone 17A2),
CD19-BV711 (clone 6D5), CD19-BV605 (clone 6D5), NKp46 (CD335)-BV421 (clone 29a1.4), NK1.1-
APC (clone PK136), NK1.1-FITC (clone PK136), CD27-PerCP-Cy5.5 (clone LG.3A10), F4/80-PE (clone
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BMS), I-AP-APC (clone AF6-120.1), B220-AF700 (clone RA3-6B2), CD11a-FITC (clone M17/4),
CD11b-APC/Cy7 (clone M1/70), CD11c-BV650 (clone N418), CD18-FITC (clone M18/2), CD69-PE
(clone H1.2F3), IFN-y-APC (clone XMG1.2), CD107a-FITC (clone 1D4B).

Dead cells were excluded using the Zombie Aqua fixable viability kit. T cells were identified as
CD3¢*, B cells as CD19*, NK cells either as CD3e' CD19'NKp46* or CD3e' CD19°'NK1.1*, as specified.
Functional maturation of NK cells was characterized by CD11b and CD27 expression. Monocytes
were identified as CD3e'CD19F4/80*, conventional dendritic cells (cDCs) as CD3e"CD1971-AP* and
plasmacytoid DCs (pDCs) as CD3gCD19B220*mPDCA-1*. Immune cells from tumours were
identified as CD45*. Integrin subunits were CD11a, CD11b, CD11c, and CD18.

2.5.4. In vitro NK cell activation using PMA and ionomycin

To quantify the cytotoxic effectors of NK cells, splenocytes were stimulated in a 96-well plate with
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and ionomycin for 4 hours. One million total splenic cells
were placed in a 96-well plate and deposited in corresponding wells. The cells were cultured in
200 pl of complete RPMI medium (ATCC) (10% SVF, 1% penicillin/streptomycin, 1% B-
mercaptoethanol and 0.1% HEPES) in the presence of 5 ug/ml brefeldin A (BFA) with or without
5 ug/ml PMA and 250 ng/ml ionomycin. For the NK degranulation assay, 2ul of CD107a-FITC Ab
was added to 2 ml of complete RPMI containing GolgiStop™ protein transport inhibitor (BD
Biosciences). The cells were subsequently incubated at 37°C, 5% CO,, for 4 hours. Following

incubation, the cells were washed and stained for surface and intracellular markers.

2.5.5. Surface and intracellular staining of NK cell cytotoxic effectors

For surface staining, 1x10° cells or less were deposited in individual wells of a 96-well plate. The
Abs listed above were deposited in control wells for single staining and corresponding wells at a
concentration previously determined by titration. The cells were then incubated at 4°C for 30
minutes. They were then washed with isotonic buffer and resuspended in isotonic buffer for data
acquisition with flow cytometry. Following surface staining, the cells were resuspended in 100 pl

of the fixation/permeabilization solution (Kit Cytofix/Cytoperm, BD Biosciences) and were
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incubated at 4°C for 30 minutes. After cell fixation and permeabilization, the BD Perm/Wash™
Buffer was used to wash the cells and to dilute the anti-cytokine antibodies for staining in
corresponding wells. The cells were again incubated for 30 minutes at 4°C. Following this last
incubation, the cells were rinsed twice with the buffer solution, then resuspended in 100-150 pl
of isotonic buffer, ready for flow cytometry. All samples were acquired by an LSRIl or a Fortessa

x-20 (BD Biosciences) then analyzed using FlowlJo software (Tree Star).

2.5.6. Total RNA extraction

Cells were homogenized by adding 1 ml of TRIzol® Reagent (Invitrogen) to 5-10 x 108 cells followed
by vortexing. After 5 minutes incubation at room temperature (RT, 25°C), 0.2 ml of chloroform
was added, followed by a 15-second vigorous shake of samples and reincubation at RT for 2-3
minutes. Samples were centrifuged at 12000 g for 15 minutes at 4°C. The aqueous phase was
transferred to a fresh tube and RNA precipitating was done by adding 0.5 ml of isopropyl alcohol.
Samples were incubated at RT for 10 minutes then centrifuged at 12000 g for x 10 minutes at 4°C.
The supernatant was then removed, and the pellet was washed with 1 ml of 75% ethanol. Samples
were mixed by vortexing and then centrifuged at 7400 g for 5 minutes at 4°C. Pellets were air-
dried on the bench for 20 minutes then dissolved in 32ul of RNAse-free water and incubating at
10 minutes at 55-60°C. RNA was stored at -80°C until further use. RNA purity was measured using
the Tecan’s Spark® multimode microplate reader. Samples with a 260/280 ratio value of <1.8 for

RNA were excluded due to possible contamination.

2.5.7. qPCR

DNA was enzymatically digested from the previously extracted total RNA using the DNase |,
Amplification Grade kit (Invitrogen) then was reverse-transcribed to cDNA by iScript Reverse
Transcription Supermix for RT-qPCR (Bio-Rad Laboratories) using oligo (dT) primers. Real-time
PCR was performed with iTag Universal SYBR Green Supremix (Bio-Rad Laboratories) on an
Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System. Primer sequences were designed with

PyroMark® Assay Design (Table 1).
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2.5.8. Tumour cell line maintenance and injection, tumour measurement
and preparation

B6F10 (B16) cell line was purchased from ATCC. B16 melanoma cells were cultured in complete
DMEM medium (DMEM supplemented with 5% FBS, 1% penicillin/streptomycin, 1% HEPES, 0.1%
R-mercaptoethanol) on an adherent surface (Sarstedt) and maintained at 37°C in an incubator
with 5% CO,. Periodic cellular passing was performed when reaching 70-90% cellular confluence.
When ready for use, B16 cells were enzymatically dissociated with trypsin, washed, resuspended
in phosphate-buffered saline (PBS) and counted. Under general anesthesia (isoflurane 2.5%,
oxygen 2%), left flanks of B6 and CD11d-KO mice were shaved and injected subcutaneously with

2x10° melanoma cells.

Tumours were measured 3 times per week with a caliper (width, length) until mice were
sacrificed. Tumour volume was estimated with the following formula: (length x width?)/2. The
mice were followed up for a period of two weeks after which they were sacrificed, and their
tumours and spleens were harvested. Tumours were cut into small pieces and digested with 25
mg/mL of collagenase D (Sigma-Aldrich) supplemented with 100 ul of DNase | at a concentration
of 1 mg/mL (Sigma-Aldrich) at 37°C for 15 minutes. Erythrocytes were lysed with NH4CI. Single-

cell suspensions from spleens were prepared following the method described above.

2.5.9. Statistical analyses

P values were calculated using unpaired two-tailed Student’s t-test for normal distribution or

Mann-Whitney U test otherwise. A paired two-tailed t-test was performed for CD107a measures.

GraphPad Prism software version 8 was used for statistical and graphical analyses. Significance

was accepted at P values <0.05 (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P< 0.001).
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2.6. Results

2.6.1. Characterization of the CD11d-KO model in the spleen

Itgal, Itgam, Itgax and Itgad genes, respectively encoding for CD11a, b, ¢ and d, are located on
the same region of mouse chromosome 7. We thus wanted to determine whether the loss of
CD11d expression in the CD11d-KO was specific to CD11d, or if it also influenced the mRNA
expression of surrounding genes. As such, we quantified the mRNA expression levels of CD11a,
CD11b, CD11c and CD11d, as well as of CD18, the B2 protein binding partner of the CD11 a
subunits, which is encoded on a distinct chromosome, in the spleen of B6 and CD11d-KO mice. As
expected, CD11d expression is undetected in the spleen from CD11d-KO mice (Fig. 1A). In
contrast, the other integrin subunits are expressed at similar levels in the spleens of B6 and
CD11d-KO mice (Fig. 1A). The deletion of the CD11d gene therefore does not significantly affect
the transcription of other integrin subunits. To determine if protein levels were affected, we next
measured the relative fluorescence intensity of splenic CD11a, CD11b, CD11c and CD18 subunits
by flow cytometry. We could not test the expression of CD11d, as antibodies to CD11d are not
commercially available. We surprisingly found that CD11c expression is significantly reduced in
the spleen of CD11d-KO mice (P = 0.02) (Fig. 1B). Thus, the absence of CD11d impacts the
expression of CD11c at a posttranscriptional level but does not alter the expression of the other

B2 family integrins in the spleen.

2.6.2. CD11d deletion alters integrin subunit expression in immune cells
and most noticeably in NK cells

CD11c is highly expressed on DCs, and expressed at low levels on various immune cells. The
decrease in CD11c expression in the spleen of CD11d-KO mice could thus potentially be explained
by a reduction in the proportion and number of DCs. To address this, we compared the

proportions and absolute numbers of immune cells in B6 and CD11d-KO mice. Neither the
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proportions nor the absolute numbers of T cells, B cells, NK cells, monocytes, cDCs, and pDCs

were altered between both murine lineages (Fig. 2, gating strategies on Fig. S2).

Integrins of the 32 family are expressed at various levels on immune cells [1,16]. The decrease
CD11c expression levels in the spleen of CD11d-KO mice could be due to a slight decrease in the
expression levels of CD11c on all CD11c-expressing cells. As such, we quantified the protein
expression levels of the CD11a, CD11b, CD11c and CD18 subunits in an immune cell type specific
manner, namely in T cells, B cells, monocytes, cDCs, plasmacytoid dendritic cells (pDCs) and NK
cells in B6 and CD11d-KO mice. When comparing immune cells from B6 and CD11d-KO mice, we
find some modest variations (increases and decreases) in the level of expression of CD11a, CD11b,
and CD18 in T cells, B cells, monocytes and cDCs, representing changes in less than 25% of the
protein expression levels (Fig. 3A, B, D, E). In contrast, CD11c expression was more globally
affected, resulting in a 28% decrease in T cells (Fig. 3A), 79% in NK cells (Fig. 3C, Fig. S3), 37% in
cDCs (Fig. 3E.) and 77% in pDCs (Fig. 3F) in CD11d-KO mice when comparing to B6 mice. This result
is in line with the decrease in Figure 1B. Of interest, in addition to CD11c, CD11b expression was
significantly downregulated by 76% in NK cells from CD11d-KO mice in comparison to B6 mice
(Fig. 3C, Fig. S3). Altogether, there results demonstrate that the effect of CD11d deletion on the
expression of other integrin subunits are specific to the type of immune cell, with the most

noticeable difference in CD11b and CD11c expression in NK cells.

Because the absence of CD11d had a most prominent impact on the expression of other integrins
in NK cells, we shifted our attention toward this population. NK cells undergo four stages of
functional maturation where they gradually acquire effector functions, thus accounting for a
heterogeneous population of mNK cells in murine spleens and in circulation characterized by the
differential expression of CD11b and CD27 [17]. While NK cells from B6 mice show a typical
functional maturation profile with variegated expression of CD27 and CD11b, concordant with
the diminished expression of CD11b in the KO mice, there was an almost complete absence of
CD11b expression in NK cells from CD11d-KO mice (Fig. 4). This precluded the analysis of

phenotypic functional maturation of NK cells from CD11d-KO mice.
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2.6.3. CD11d-KO NK cells have decreased CD107a expression

Beyond modulating the expression of CD11b and CD11c on NK cells, we wanted to determine
whether the absence of CD11d affected NK cell activation and function. Activated NK cells
produce IFN-y, express the activation marker CD69, and perform degranulation which can be
quantified by CD107a expression. Therefore, we compared the expression levels of IFN-y, CD69
and CD107a in spleen cells from B6 and CD11d-KO stimulated in vitro with PMA and ionomycin.
The level of expression of IFN-y and CD69 by NK cells was similar between both murine lines (Fig.
5A). CD107a was, however, significantly decreased in NK cells of the CD11d-KO strain in
comparison to B6 (Fig. 5B). Together, these data show that, although NK cell activation is not
globally impaired in CD11d-KO mice, loss of CD11d affects NK-cell degranulation, which could

possibly indicate altered cytolytic activity.

2.6.4. B16-infiltrating NK cells from the CD11d-KO mice are present at
higher proportions than in WT mice

To determine if the in vivo NK cell functions are altered by the loss of CD11d, we turned to an in
vivo tumour model. Two weeks following B16 cell-injection, the average size of tumours between
both lineages was equivalent (Fig. 6A), suggesting that the anti-tumour activity of immune cells
in CD11d-KO mice is not impaired. In line with this observation, proportions of lymphocyte (CD45*
cells) in the tumour were similar in both mouse strains (Fig. 6B). A more detailed analysis of the
tumour infiltrating lymphocytes showed a greater accumulation of NK cells in the tumour of
CD11d-KO mice (Fig. 6D). Conversely, while splenic NK cell proportions are similar at steady state
between both mouse strains (Fig. 2E), in tumour bearing mice, the proportions splenic NK cells
were decreased in the CD11d-KO relative to their B6 counterpart (Fig. 6C). Thus, the CD11d-

deficiency appears to facilitate the accumulation of NK cells in the tumor bed.
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2.7. Discussion

In the present study, we investigated the impact of CD11d deficiency on the co-expression of
CD11a, CD11b, CD11c and CD18 on immune cells. Our results show that the absence of CD11d
strongly affects the expression of CD11b and CD11c on NK cells. Because of the decrease in CD11b
expression, it was not possible to determine if the absence of CD11d influenced the phenotypic
functional differentiation of NK cells. Regardless, we found that NK cells from CD11d-KO mice
have decreased degranulation in vitro, suggesting that loss of CD11d may impair the cytotoxic
activity of NK cells. In line with this observation, although NK cells were more abundant in
tumours from CD11d-KO mice relative to B6 mice, B16 tumour growth was comparable in both
strains. This suggests that NK cell function in CD11d-KO mice is impaired, being unable to limit
tumour growth even when present in greater numbers. One possibility is that the decrease in
CD107a expression in NK cells of the CD11d-KO background resulted in less efficient tumour cell

killing in vivo.

The CD11/CD18 integrins of the B2 family play an important role in modulating leukocyte
functions [18], such as in cellular adhesion and in intracellular signaling in both normal and
pathological conditions [5,6,19]. CD11d is the latest discovered alpha subunit of the family and is
involved in several pathological processes. For instance, the expression of Itgad in humans and
mice is increased in white adipose tissue in obesity, a condition characterized by an increase in
systemic inflammation [20]. In addition, transient blockade of CD11d/CD18 or CD11d integrin
following spinal cord injury in rats limits tissue damage and improves autonomic, sensory and

motor functions [13,21].

Due to the scarce data on the role of Itgad on immune cells [10,15,22], we investigated the role
of this gene on T cells, B cells, NK cells, monocytes, cDCs and pDCs. After having established that
the absence of CD11d does not affect splenic proportions and absolute numbers of those immune
cells, we determined that the effect of CD11d deletion on the expression of other integrin
subunits of the R2 family is cell specific. We observed an important decrease in CD11b and CD11c

expression on NK cells from CD11d-KO mice, suggesting that integrin expression could be
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regulated in a co-dependent manner [10]. Specifically, it appears that the expression of one
integrin subunit could influence that of another subunit in a cell-type specific manner. Indeed,
while loss of CD11d significantly affected CD11b and CD11c expression in NK cells, it barely
influenced the expression in other lymphoid cells, such as T cells and B cells. The cell type specific

mechanism influencing the expression of integrins of the B2 family remains to be defined.

Data on the role of CD11d in NK cell biology is scarce [10,15,22]. Give that the most important
decrease of CD11b and CD11c expressions were noted in these cells, we looked at the implication
of CD11d in the functional potential of NK cells. IFN-y and CD69 expression were similar between
both lineages, suggesting similar in vitro IFN-y production and activation potential despite the
absence of CD11d and to a lesser extent CD11b and CD11c. These results are not surprising, as
Crozat et al. have previously demonstrated that IFN-y production, alongside IL-12p70 and IL-
12p40, were not affected in murine splenic NK cells lacking R2 integrins (Itgb2J</**" model on the
B6 background) in the context of early MCMV infection [22]. In another study, CD11d/CD18
integrin on NK cells has been shown to interact with ICAM-3 on neutrophils in vitro, thus
potentiating the production of IFN-y [15]. In our case however, NK cells were stimulated with
PMA and ionomycin in vitro. Under these conditions, where signaling through membrane
receptors is bypassed, IFN-y levels were preserved in the CD11d KO. This suggests that despite
the fact that neutrophils directly function as NK-cell activators through the CD11d/CD18-ICAM-3
axis, IFN-y production from NK cells does not solely depend on this interaction and could be
bypassed in vitro [21]. The result of this stimulation may differ from a more physiological stimulus

involving neutrophil-NK interaction.

In contrast, CD107a expression was significantly reduced in NK cells lacking CD11d expression,
suggesting a decreased degranulation potential of CD11d-KO NK cells. Direct killing of cells by
CD8* T cells and NK cells occurs through a similar mechanism implicating an immune synapse
formation. Integrin-mediated adhesion to target cells is required to form a synapse, followed by
cellular cytoskeleton change facilitating polarization of cytolytic granules towards the synapse
and then by degranulation which occurs by the fusion of the granules with the plasma membrane
[23]. At first contact, adhesion molecules such as CD11a/CD18, CD2 and CD11b allow close

binding of the NK cell to its target [24]. The downregulation of CD11b on NK cells could decrease
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synapse formation. Whether there is a direct role for CD11d in the formation of an immune
synapse has yet to be determined. As our assay was performed in vitro in the absence of cellular
targets, the decrease in CD107a in CD11d-deficient NK cells is more likely due to an impact on the
cytoskeleton. Moreover, although CD107a expression is significantly decreased, granzyme B and
perforin expression must be measured, and direct in vitro and in vivo cytotoxicity assays must be
performed to assess the cytotoxic potential of NK cells from the CD11d-KO background. Of note,
no difference was found in NK-cell cytotoxicity directed against the YAC mouse lymphoma cell
line in CD11d-KO mice in a previous study conducted by Huaizhu et al. [10], suggesting that direct

in vitro cytotoxicity is not significantly altered in the absence of CD11d.

Our data show that tumour volumes did not differ between CD11d-KO and B6 mice. Interestingly
however, tumour-infiltrating NK cells were present at greater proportion in tumours from the
CD11d-KO lineage. This result was unexpected, as we initially assumed that a decrease in the
expression of integrins would impair immune cell entry. For instance, CD11a”" mice failed to
induce peritumoral inflammation, lymphocytic infiltration and tumour clearance in a MC57
murine fibrosarcoma model [25]. The increase in NK cell number in the tumour bed of CD11d-KO
mice may alternatively be explained by decreased NK-cell death, increased intra-tumoural
proliferation, an increased influx or a decreased efflux of cells from the tumour. Integrins have
the capacity to bind to many ligands [26]. It is possible that CD11d/CD18 disruption led to a
different ligand-binding repertoire favouring NK-cell migration from the spleen and circulation
and into the tumour. Yakubenko et al. have demonstrated that an increased number of
macrophages was present in inflamed murine peritoneum after blocking aDB2 integrin
(CD11d/CD18). [27]. Several other studies performed on macrophages demonstrate that the
expression of CD11a-b-c alpha subunits differ from that of CD11d at a transcriptional level and
with regards to cellular migration and tissue-adhesion. This suggests that CD11d/CD18 integrin
could differ in mediating leukocyte migration and response in contexts of acute inflammation
[7,27-29]. We could not conclude on the effect of CD11d on NK-cell function in vivo because T

cells also participated in clearing B16 cells.
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In conclusion, CD11d, encoded by /tgad, is the latest discovered alpha subunit of the B2 integrin
family. We studied the implications of studying CD11d-KO mice. The loss of CD11d expression
does not affect the proportion and absolute numbers of immune cells, namely T cells, B cells, NK
cells, monocytes, cDCs, and pDCs, yet it affected the expression of CD11a, CD11b, CD11c and
CD18 integrin subunits in a cell type specific manner. CD11b and CD11c were most strongly
decreased in NK cells from CD11d-KO mice, which also presented a decrease in the CD107a
degranulation marker upon in vitro stimulation. In vivo, CD11d-KO NK cells were present at higher
proportions in tumours compared to B6 NK cells. A more comprehensive understanding of the
CD11d subunit and CD11d/CD18 integrin in NK cells is warranted and could potentially have

therapeutic implications in cancer treatment.
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Figure 1. CD11d expression is specifically affected in the spleen of CD11d-KO mice. A. Expression
of CD11a, b, ¢, d and CD18 by qPCR on total spleen cells from B6 and CD11d-KO mice. The graph
shows mean * SD. n > 3, B. Relative fluorescence intensity of the integrin subunits of the 132
integrin family measured by flow cytometry in a total spleen cells from B6 and CD11d-KO mice.

The graph shows mean £ SD. n = 25, ** P value < 0.01, *** P value < 0.001.
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Figure 2. Proportion and absolute number of splenic immune cells are similar in B6 and CD11d-
KO mice. The proportion and absolute number of T cells (A, B), B cells (C, D), NK cells (E, F)

monocytes (G, H), cDCs (1, J), and pDCs (K, L) were determined by flow cytometry in total spleen

cells. Results are shown as mean +SD. n > 3.
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Figure 3. Deletion of CD11d alters the expression of other integrin subunits in immune cells. Mean

fluorescence intensity of CD11a, b, c and CD18 in T cells (A) B cells (B), NK (C), monocytes (D),

cDCs (E), and pDCs (F.) was determined by flow cytometry. Results are shown as mean +SD. n 2

3, * Pvalue < 0.05, ** Pvalue < 0.01, *** P value < 0.001.
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Figure 4. The expression of CD11b is reduced in NK cells from CD11d-KO mice. Representative
flow cytometry plot of proportion of CD11b and CD27 NK cells in B6 (left) or CD11d-KO (right)
mice. The proportion of CD11b* NK cells in B6 mice throughout functional maturation was 59%

(CD11b*CD27* and CD11b*CD27") as opposed to CD11b* NK cells in CD11d-KO mice (10%). n > 3.
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Figure 5. The deletion of CD11d affects NK cell activation. The expression levels of (A) IFN-y, CD69
and (B) CD107a in NK cells after a four-hour in vitro stimulation with PMA/ionomycin, in B6 and
CD11d-KO mice. Each dot represents data from an individual mouse and the line represents the

mean. n =6, ** Pvalue < 0.01.
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Figure 6. CD11d-KO mice show a higher proportion of NK cells in B16-derived tumors.

A. Quantification of tumor volume after a two-week growth in B6 and CD11d-KO mice. Results
are depicted as mean, n = 14, B. Tumour-infiltrating lymphocytes are characterized by the
expression of CD45 at the cell surface. n = 16, C. The proportion of NK cells in the spleen of B6
and CD11d-KO mice are depicted, n = 16, D. The mean proportion of tumour-infiltrating NK cells
in B6 and CD11d-KO mice, n = 16. Each dot represents data from an individual mouse and the

line represents the mean. * P value < 0.05
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Figure S1. Graphical abstract. The loss of CD11d has a functional consequence on NK cell
accumulation in tumours in CD11d-KO mice in comparison to C57BL/6J mice without affecting

tumour growth.
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Figure S2. Gating strategies of splenic immune cells. A. Representative flow cytometry plots for
B and T cells, monocytes, cDCs, pDCs and NK cells. Following exclusion of doublets and dead
cells, the different cells as gated as follows: B cells as CD19*, T cells as CD3*, monocytes as CD3"
CD19F4/80%, cDCs as CD3'CD191-AP*, pDCs as CD3'CD19'mPDCA-1* and NK cells as CD3'CD19
CD122*CD49b*. B. Gating strategy for functional maturation of total splenic NK cells in B6 and
CD11d-KO mice. Following exclusion of doublets and dead cells, CD3'CD19°CD122*CD49b* NK
cells are subdivided according to the expression of CD11b and CD27 into four populations:

CD11bCD27, CD11bCD27%, CD11b*CD27*, CD11b*CD27".
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Table 1. qPCR primer (forward and reverse sequences) of integrin subunit genes.

Gene Forward Sequence Reverse Sequence
(protein)
Itgal CCCATGTTCTTGCTGACCA CCTGGCACCAGACTCTTCTTT
(CD11a)

Itgam ACTGTGATGGAGCAGTTCAAAA AGGTGAAGTGAATCCGGAACTC
CD11b

Itgax GCTGCAAGCATCATTCGTTAT ATCGATGCAATGGCCTTTAAT
CD11c

Itgad GCTTCCTGTCATGGGTCTAACCT ACCAAACTGCACCACAGTCTGTC
CD11d

Itgb2 GGGCAACGGAAACAGCTAT GCCGGAAAGTCACATTGAAT

CD18
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3. CHAPITRE 3 — THE NK CELLS OF NOD MICE EXHIBIT
FUNCTIONAL DEFECT THROUGHOUT THEIR MATURATION
PROCESS

Maher Al Khaldi*, Victor Mullins-Dansereau*, Genevieve Chabot-Roy, Lise Coderre, Sylvie Lesage.

*Co-premiers auteurs

Nous visons de publier cet article dans Scientific Reports. Le manuscrit a donc été préparé selon

les lignes directrices du journal.

Ce chapitre représente le deuxieme projet auquel j'ai participé durant ma maitrise. Les
expériences in vitro et I'analyse des résultats de ces expériences ont été faites par Victor Mullins-
Dansereau. J'ai participé activement a la modification du protocole d’éthique (partie in vivo), aux
expériences in vivo avec les tumeurs, a I'analyse de mes données, a montrer les figures de I’article
et a la rédaction de celui-ci. Genevieve Chabot-Roy m’a aidé dans quelques expériences in vivo.

Le manuscrit a été révisé par Dre Coderre et Dre Lesage. J'évalue ainsi ma participation a 50%.

Ce chapitre est pertinent pour le mémoire, car nous avons réussi a montrer pour la premiere fois
que les cellules NK de la souris NOD ne réussissent pas a acquérir leurs fonctions effectrices pour
chaque stade de maturation fonctionnelle en comparaison aux cellules NK de la souris B6. Ce
travail contribue a clarifier I'influence du bagage génétique, particulierement celui augmentant
I'incidence de maladies auto-immunes, sur |'altération des fonctions des cellules NK en contexte

oncologique.
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3.1. Title Page

The NK cells of NOD mice exhibit a functional defect throughout their maturation process

Authors: Maher Al Khaldi*, Victor Mullins-Dansereau*, Genevieve Chabot-Roy, Lise Coderre,

Sylvie Lesage.

*Co-first authors
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3.2. Abbreviations

NOD: Non-Obese Diabetic; B6: C57BL/6; MHC: major histocompatibility complex; PMA: Phorbol-

12-Myristate-13-Acetate; Rag: Recombination-activating
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3.3. Abstract

NK cells constitute a population of innate lymphoid cells that are important in antitumor
immunosurveillance and viral clearance. NK cells of the NOD lineage are functionally less mature
than NK cells from C57BL/6 (B6) mice. We hypothesized that impaired functional maturation of
NOD NK was accompanied by impaired effector functions throughout functional maturation. We
observed a significant decrease in the expression levels of IFN-y, TNFa and Granzyme B in the
NOD mice in comparison to B6 mice throughout every stage of functional maturation. NK cells
from NOD mice failed to upregulate the expression of NKG2D after intraperitoneal injection of
Poly I: C. To study their functions in vivo, we transferred NOD and B6.H29” NK cells in melanoma-
bearing immunocompromised hybrid mice (Ragl”-.IL2rgc”" x NRG) and demonstrated that CD27*
NK cells from both mouse strains accumulate in tumours in similar proportions. Of note,
transferred NOD NK cells fail to adequately control tumour growth as opposed to their B6.H297
counterparts despite being phenotypically similar in the spleen and the tumour bed. In

conclusion, this study further sheds light on the mechanisms underlying NOD NK-cell dysfunction.
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3.4. Introduction

NK cells are innate lymphoid cells which actively participate in antiviral * and antitumor
immunosurveillance 2. Upon activation, NK cells rapidly produce large amounts of inflammatory
cytokines such as IFN-y and TNFa which in turn induce the recruitment of other immune cells to
tissue sites. NK cells can also directly lyse target cells (pathogens and tumour cells) via the
production of cytotoxic granules (perforins and granzymes), the expression of death receptors
which bind to their corresponding ligands on target cells or by antibody-dependent cellular

cytotoxicity (ADCC) 3.

Conventional murine NK cells are generated from common lymphoid progenitors from the bone
marrow. They sequentially differentiate into pre-NK progenitors (pre-NKP) #, then into NKP > and
finally into immature NK (iNK) cells. These cells then migrate from the bone marrow into
peripheral lymphoid tissues such as the spleen or lymph nodes where they become mature NK
(mNK) cells ®7. The mNK cells then undertake a final functional maturation process during which
they acquire the aforementioned cytotoxic functions 8°. Chiossone et al. have previously
subdivided this process into four stages characterized by the expression of the costimulation
molecule CD27 and CD11b integrin. Stage 1 is comprised of CD27-CD11b" NK cells, followed by
stage 2 (CD27*CD11b’), stage 3 (CD27*CD11b*) and finally stage 4 (CD27°CD11b") &. NK cells from
the less functionally mature stages (stages 1 and 2) bear little cytotoxic activity but produce high
levels of cytokines and are highly proliferative. Conversely, the cells from stages 3 and 4, which
represent the majority of NK cells in the periphery, are highly cytotoxic, but produce less cytokines

and are not as proliferative 8.

In addition to their predisposition to type 1 diabetes %!, Non-obese diabetic (NOD) mice have
defective NK cell-mediated functions 2726, Our group previously demonstrated that NK cells of
the NOD lineage show a defect in their functional maturation characterized by an accumulation
of cells in the earlier stages at the expense of the more functional and therefore more cytotoxic
stages 7. To follow up on these findings, we hypothesized that in addition to this defect in
functional maturation, NK cells of the NOD lineage also exhibit a failure to acquire their effector

function throughout every stage of the functional maturation process.
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In this work, we demonstrated that NOD mice produce lower levels of effectors (IFN-y, TNFa and
Granzyme B) compared to C57BL/6 (B6) mice for every stage of functional maturation. We also
examine their activation potential by quantifying the induction of activating receptors NKG2D and
DNAM-1 and show that NK cells from NOD mice failed to upregulate both receptors upon in vivo
stimulation with Poly IC. Finally, in an in vivo murine melanoma model where B10F16 cells were
injected in mice flanks, we show that, similar to B6.H29” mice, NOD CD27* NK cells accumulate

preferentially in the tumour bed, but with significantly greater tumour growth.

82



3.5. Methods

3.5.1. Murine lineages

NOD mice, C57BL/6.2 (B6.2), C57BL/6.1.2 (B6.1.2), B6.NOD-/dd1 (B6.H297), NOD, B6.12954.Rag2-
[12rgt™Wil/) (Rag.IL2g), NOD.Cg-Rag1tmMom||2rgtmiWil/S7) (NRG) mice were purchased from The
Jackson Laboratory. For the in vivo experiments, F1 hybrid mice were generated by crossing
Rag.IL2g with NRG mice ((B6xNOD)Ragl”.yc’", referred to as F1 hybrids hereafter). All of these
strains were maintained at the Maisonneuve-Rosemont Hospital animal house facility (Montreal,
Canada). All mice used were aged between 6 and 12 weeks. The Maisonneuve-Rosemont Hospital
ethics committee, overseen by the Canadian Council for Animal Protection, approved the

experimental procedures.

3.5.2. Cell preparation and flow cytometry

Spleens were harvested from mice in an isotonic buffer solution. The murine spleens were minced
with a sharp sterile blade, placed in a 40-um nylon cell strainer (BioBasic) and pressed with the
plunger of a 1-ml syringe until mostly fibrous tissue remained. A single cell suspension was then
obtained. Erythrocytes were lysed with buffered ammonium chloride solution (NH4Cl). Immune
cells were resuspended in an isotonic buffer solution (10% phosphate buffered saline (PBS), 2%
deactivated fetal calf serum (SVF) and 0.05M EDTA) and counted before antibody staining. Flow
cytometry readings were performed on the LSRII or BD LSRFortessa™ X-20 Flow Cytometer and

then analyzed using FlowJo software (Tree Star).

3.5.3. Antibodies (Abs)

All Abs were purchased from BioLegend, unless indicated otherwise. Samples were stained with
combinations of the following Abs: Zombie Aqua fixable viability dye), Zombie Yellow fixable dye
(ThermoFischer), CD3e-BV711 (clone 17A2), CD19-BV711 (clone 6D5), NKp46 (CD335)-Bv421
(clone 29A1.4), NKp46-PE/Dazzle 594 (clone 29A1.4), CD49b-Biotin (clone DX5), CD49b-Pacific
Blue (clone DX5), CD122-APC (clone 5H4), CD122- PE/Dazzle 594 (clone 5H4), CD11b-APC-Cy7
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(clone M1/70), CD27-PerCP-Cy5.5 (clone LG.3A10), CD27-PE-Cy7 (clone LG.3A10) CD69-PE (clone
H1.2F3), CD107a-FITC (clone 1D4B), Granzyme B-PE (Invitrogen, clone MGZB), TNFa-PE (clone
MP6-XT22), IFN-y-APC (clone XMG1.2), NKG2D (CD314)-PE (clone CX5), DNAM-1 (CD226)-APC
(clone 10E5), CD45-BV650 (clone 2D1), CD45.1-FITC (clone A20) and CD45.2-Pacific Blue (clone
104).

Dead cells were excluded using either Zombie or Yellow viability dyes. T cells were identified as
CD3e", B cells as CD19*, NK cells as CD3e'CD19'NKp46* or CD3e"NKp46* according to experiment.
Immune cells in tumours were identified as CD45* and tumour-infiltrating NK cells (TINKs) as
CDA45.1.2*CD3e'CD19'NKp46*CD122* or CD45.2°CD3e"CD19'NKp46*CD122* if derived from B6.1.2
or B6.2 mice, respectively. NK cells from NOD mice were identified as CD45.1*CD3eCD19"
NKp46*CD122*. CD11b and CD27 were used for NK-cell functional maturation.

3.5.4. Positive selection of NK cells by magnetic beads

Splenic B6 or NOD immune cells obtained with the same method above were suspended in an
isotonic buffer solution and prepared at a concentration of 2 x 107 cells/ml. NK cells, stained with
biotin-coupled anti-CD49b, were isolated using a biotin StemCell separation kit, following
manufacturer’s instructions. Autoimmune diabetes in NOD mice is associated to insulitis, a highly
inflammatory state. Because the proportion and absolute number of NK cells are influenced by
an ongoing inflammatory response ! and that NK cell functions are impaired in diabetes 9,
diabetic NOD mice were precluded from experiments by urine dipstick analysis prior to harvesting

the spleens.

3.5.5. Cell sorting of CD27* and CD27- NK cells
Cells were first magnetically separated by negative selection by excluding biotin-stained
CD3*CD19* cells. Selected CD3'CD19 cells from B6.1.2, B6.2 or NOD mice were stained with

Zombie Aqua fixable viability dye, DX5-FITC and CD27-PE and sorted with the BD FACS-Aria lll,
with purities >90% for CD3'CD19°CD49b* NK cells expressing or not CD27.
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3.5.6. In vitro NK cell activation using PMA and ionomycin

To quantify cytotoxic effectors by flow cytometry, NK cells were obtained from magnetic
separation and placed in a 96-well plate at equal quantities. After adding 150 pl of isotonic buffer
into each well and centrifuging the plate, the supernatant was removed by inversion and the cells
were resuspended in 100 pl of complete RPMI medium (ATCC) (10% FBS, 1%
penicillin/streptomycin, 1% B-mercaptoethanol and 0.1% HEPES) supplemented with 500 ng/ml
of ionomycin and 10 pug/ml of PMA for 6 h. Two pl of CD107a-FITC was also added in the wells
used for NK degranulation assay. The cells were subsequently preincubated at 37°C for 1 hour,
after which 100 pl of brefeldin A (BFA) solution was added to all wells for a final concentration of
5 pg/ml. The plate was then incubated at 37°C for additional 5 hours. Following incubation, the
cells were centrifuged and washed twice with isotonic buffer containing 0.05% sodium azide

before staining for surface and intracellular markers.

3.5.7. In vivo stimulation with polyinosinic-polycytidylic acid (Poly I:C)

Mice were injected intraperitoneally (IP) with 200 pl of Poly I:C (200 pg) or PBS (for controls) 18

hours prior to sacrificing for spleen harvesting.

3.5.8. Surface and intracellular staining of NK cell cytotoxic effectors

For surface staining, 1x10° cells or less were deposited in individuals wells of a 96-well plate. The
Abs listed above were deposited in control wells for single staining and corresponding wells at a
concentration previously determined by titration. The cells were then incubated at 4°C for 30
minutes. They were then washed with isotonic buffer and resuspended in isotonic buffer for data

acquisition with flow cytometry.

Following extracellular staining, the cells were resuspended in 100 ul of the
fixation/permeabilization solution (Kit Cytofix/Cytoperm, BD Biosciences), diluted at 1/10 with
distilled water, and were incubated at 4°C for 30 minutes. After cell fixation and permeabilization,

the BD Perm/Wash™ Buffer was used to wash the cells and to dilute the anti-cytokine antibodies
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for staining in corresponding wells. The cells were again incubated for 30 minutes at 4°C.
Following this last incubation, the cells were washed twice, then resuspended in 100-150 pl of

isotonic buffer for flow cytometry.

3.5.9. Tumour cell line maintenance and injection, tumour measurement
and preparation

B6F10 (B16) melanoma cell line was purchased from ATCC and cultured in complete DMEM
medium (DMEM supplemented with 5% FBS, 1% penicillin/streptomycin, 1% HEPES, 0.1% R-
mercaptoethanol) on an adherent surface (Sarstedt) and maintained at 37°C in an incubator with
5% CO;. Periodic cellular passing was performed when reaching 70-90% cellular confluence.
When ready for use, B16 cells were enzymatically dissociated with trypsin, washed, resuspended
in PBS and counted. Under general anesthesia (isoflurane 2.5%, oxygen 2%), left flanks of F1

hybrid mice were shaved and injected subcutaneously with 2x10° melanoma cells.

Tumours were measured 3 times per week with a caliper (width, length) until mice were
sacrificed. Tumour volume was estimated with the following formula: (length x width?)/2. The
mice were followed up for a period of two weeks after which they were sacrificed, and their
tumours and spleens were harvested. Tumours were cut into small pieces and digested with 25
mg/mL of collagenase D (Sigma-Aldrich) supplemented with 100 ul of DNase | at a concentration
of 1 mg/mL (Sigma-Aldrich) at 37°C for 15 minutes. Erythrocytes were lysed with NH4CI. Single-

cell suspensions from spleens were prepared following the method described above.

3.5.10. Statistical analysis
Normality was verified with the Shapiro-Wilk test. P values were calculated using unpaired two-
tailed Student’s t-test for normal distribution or Mann-Whitney U test otherwise. GraphPad Prism

software version 8 was used for statistical and graphical analyses. Significance was accepted at P

values <0.05 (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P< 0.001).
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3.6. Results

3.6.1. NOD NK cells fail to acquire effector functions throughout their
functional maturation

NK cells can rapidly produce large quantities of proinflammatory cytokines such as IFN-y and TNFa
as well as cytotoxic granules (GzmB), inducing apoptosis of target cells. Given the crucial role of
these effectors at shaping NK cell function, we first compared their intracellular expression

between B6 and NOD mice after 6-hour ex vivo stimulation with PMA/ionomycin.

We observed a drastic decrease in the levels GzmB in total NOD NK cells compared to B6 NK cells
(10% vs 50%) (Fig. 1a). Because previous studies showed that the most functionally mature NK
cells are also the most cytotoxic ® we next studied GzmB expression during the functional
maturation process. As expected, we observed an increase in intracellular expression of GzmB in
the last two stages (CD27*CD11b* and CD27°CD11b*) in B6 mice. In contrast, GzmB expression
from NOD NK cells remained at very low level throughout all stages. These results show that the
cytotoxicity defects observed in NOD NK cells are not simply due to a block in their functional

maturation process.

Unlike their cytotoxic capacity, the cytokine production potential of NK cells is mainly attributed
to the less functionally mature cells (stage 1 and 2) 8. Concordant with previous study, in B6 mice
TNFa expression is predominant in the least mature CD27'CD11b" and CD27*CD11b" NK cell
subsets. (Fig. 1b). Similar to GzmB, total NK cells from NOD mice expressed significantly less TNFa
than total NK cell population of B6 mice. In fact, the percentage of NOD NK cells expressing TNFa
is low throughout the functional maturation (<5% of positive cells) with most noticeable

differences observed in the first two stages of maturation between both lineages.

Unlike cytokines such as TNFa, the expression of IFN-y in B6 mice predominantly occurs in the
most functionally CD11b* NK cell subset °. Accordingly, we observed an increase in IFN-y
expression in the last two stages (CD27*CD11b*, CD27°CD11b*), thus resembling the profile GzmB
(Fig. 1c). Conversely, NK cells from NOD mice consistently showed less IFN-y expression

throughout all stages. Once again, while the percentage of IFN-y-expressing NK cells increased in

87



B6 mice during maturation, it remained the same throughout all stages in NOD mice. These results

suggest that NOD NK cells fail to induce adequate expression of TNFa and IFN-y.

Finally, we examined the degranulation potential of NK cells by characterizing the expression of
the CD107a vesicular protein. NOD CD27*CD11b" NK cells degranulated more in comparison to
their B6 counterpart (Fig. 1d). Although NOD NK cells show a tendency for increased expression
of CD107a, their production of GzmB upon stimulation remains low as stated previously.
Altogether, the results demonstrate that the functional defects observed in the total NOD NK cell
population is not simply caused by a defect in functional maturation, but also by a defect in the

acquisition of their effector functions.

The NOD mouse is a well-established model of spontaneous autoimmune diabetes. Since it is a
highly inflammatory disease, we sought to determine whether the strong inflammation caused
by the disease was in part responsible for the functional defects of NK cells in NOD mice. To do
so, we exploited the NOD.Rag model which lacks T and B cells and therefore lymphocyte-induced
insulitis and diabetes 2°. Overall, we observed similar defects in the B6.Rag and NOD.Rag strains
as those described for B6 and NOD mice (Fig. 2). While late stage NK cells in B6 mice show
elevated levels of GrzmB, the expression of GzmB of NOD.Rag NK cells remained low throughout
functional maturation (Fig. 2a). CD27°CD11b NOD.Rag NK cells also secreted significantly less
TNFa than their B6.Rag counterpart (Fig. 2b). In addition, the proportion of IFN-y-expressing NK
cells of the NOD.Rag line was decreased compared to B6.Rag mice (50% vs. 70% respectively, p <
0.001) for the total NK cell population and for cells of every stage of functional maturation (Fig.
2c). Finally, we observed a similar expression of CD107a between B6.Rag and NOD.Rag NK cells
across all stages and for total NK cells (Fig. 2d). Altogether, these results demonstrate that the
defects in GzmB, TNFa and IFN-y secretion observed in NOD mice are not caused by the

inflammatory state caused by the autoimmune diabetes.

3.6.2. NOD NK cells fail to upregulate NKG2D expression throughout
functional maturation
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In order to further characterize the functional variations between the NK cells from the B6 and
NOD mice, we studied their activation potential via the expression of surface receptors. Because
of its crucial role in the cytotoxic activation of NK cells, Natural Killer Group 2D (NKG2D) receptor
is considered as one of the main activation receptors ?!. Ogasawara et al. have previously
established that at baseline NKG2D expression levels were similar between the B6 and NOD NK
cells, but that following ex vivo stimulation with IL-2, NOD NK cells express significantly less
NKG2D than their B6 counterparts 2. To address this question, we injected Poly I:C 18 hours
before cytometric studies as a viral ligand mimic?°. We did not notice a difference in NKG2D
expression between NK cells from both murine lineages under neutral condition (i.e. PBS).
Furthermore, the percentage of total NK cells expressing NKG2D from mice stimulated with Poly
I:C was similar between B6 and NOD mice (data not shown). These results were not surprising
since the NKG2D is expressed ubiquitously on all mature NK cells. However, when quantifying the
expression of the receptor by mean fluorescence intensity (MFI), a significant difference in the
expression of NKG2D was noticed (Fig. 3a). While B6 NK cells increased the expression of the
receptor by 2.5 times following Poly I:C activation, NOD NK cells were unable to induce its
expression, remaining at the same level as in neutral condition (PBS). The inability to upregulate
NKG2D expression was noticed for the total as well as all four NK functional maturation stages. In
addition, the B6 NK cells were capable of upregulating their expression of NKG2D in response to
Poly I:C stimulation at every stage. These results demonstrate that NOD NK cells fail to upregulate

NKG2D adequately in response to Poly I:C.

Another important NK cell activation receptor is DNAX Accessory Molecule-1 (DNAM-1) which
plays a role in tumour development and immunosurveillance 22, but also in the survival of NK cells

23 Qur results show similar DNAM-1

following mouse cytomegalovirus (MCMV) infection
expression in NK cells of the B6 and NOD lineages under neutral condition (data not shown). There
were no differences in DNAM-1 expression in stages 1 (CD27°CD11b’), 2 (CD27*CD11b’) and 3
(CD27*CD11b*) following activation with Poly I:C (Fig. 3b). There was however a significant
upregulation of DNAM-1 in B6 NK cells in the last stage (CD27'CD11b*) and for total NK cells in
comparison to NOD mice. Overall, these results reveal that stage 4 NOD NK cells fail to adequately

induce the expression of DNAM-1 following Poly I:C injection in comparison to B6 mice.
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3.6.3. NOD CD27* NK cells accumulate in B6F10 tumours

To examine NK cell function in vivo, we aimed to compare how the genetic background of NK cells
influenced the growth of B6 derived B6F10 (B16) murine melanoma cells %4. Of note, the NOD
mouse bears the H29” major histocompatibility complex (MHC) haplotype, which differs from that
of the B6 mouse (H2"). As such, B16 melanoma are rapidly rejected upon grafting in NOD mice,
due to an alloreaction against H2P. To circumvent this issue, we generated an F1 hybrid mouse
expressing both MHC haplotypes (H2%97) by crossing B6.Rag.IL2g and NRG mice. Both the
B6.Rag.IL2g and NRG mice have a mutation in the recombination activating gene-1 (Ragl) and in
the cytokine common y chain. The resulting F1.Ragl”yc’ hybrid is therefore devoid of any
adaptive immune system (T cells, B cells and NK cells) 2>?7, precluding alloreactivity to the B16
melanoma. In addition, the co-dominant expression of both MHC haplotypes will allow the

effective study of NK cells, which can be transferred from either B6 or NOD mice.

Using the F1 hybrids, we first wanted to determine how each NK cell subset behaves in vivo in B6
and NOD mice. As the number of NK cells from each NK cell subset is low, we opted to separate
NK cell subsets based on CD27 expression. As such, stages 2 and 3 (CD27*CD11b" and
CD27*CD11b*) were compared to stages 1 and 4 combined (CD27'CD11b" and CD27CD11b*),
corresponding to CD27* and CD27" populations respectively. Note that CD27- cells are primarily
composed of stage 4 cells, with very few stage 1 cells. It has previously been demonstrated that
as they mature, splenic NK cells from B6 mice lose CD27 expression 28, while stage 2 NK cells
(CD27*CD11b) accumulate in B16 tumour 2931, However, to our knowledge, no such comparison
has been previously reported with NOD NK cells. To determine how CD27* (stages 2 and 3) NOD
NK cells behave in vivo as opposed to the more cytotoxic CD27  (mainly stage 4) cells in
comparison to B6 NK cells, we examined the proportion of CD27* and CD27- NK cells in the spleens
and tumours of B6 and NOD mice. In the spleen, B6 CD27* NK cells injected in the F1 hybrid B16
tumour bearing mice lost the expression of CD27 in favour of the more mature stage 4 (69%
became CD27") (Fig. 4a). Similarly, 53% of splenic NOD CD27* NK cells converted to CD27" after
their transfer to the F1 mice (Fig 4a). In contrast, tumours of mice injected with B6 CD27* NK cells

and NOD CD27* NK cells harboured mostly CD27* NK cells. Indeed, only 36% and 29% of TINKs
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were CD27 from the B6 and NOD backgrounds, respectively (Fig. 4b). NK cells in tumours of mice
injected with B6 CD27 cells were undetectable (UD, n = 5) and only 31% of TINKs were CD27 in
hybrid mice injected with NOD CD27- cells. Altogether, these results demonstrate that in presence
of B16 tumours, NK cells from NOD mice behave in a similar manner as their B6 counterpart and
lose their expression of CD27* in the spleen after in vivo transfer. CD27* NOD NK cells

preferentially accumulate in tumour beds as their B6 counterpart.

3.6.4. Transferred NOD NK cells fail to adequately control tumour growth
as opposed to their B6 counterparts despite being phenotypically
similar to them

We next sought to study which stages of NK cells preferentially accumulate in tumours in addition
to studying the antitumour potential of B6 NK cells in comparison to NOD NK cells. Because total
splenic NK cells were injected in tumour-bearing F1 hybrids, similar proportions across all stages
of functional maturation were needed to address our question. Following tumour inoculation, F1
hybrids were injected with NK cells from MHC-matched B6.H297 and NOD mice in which NK cells
follow a similar distribution across all stages of functional maturation (Fig S3). There was a
tendency for mice injected with NOD NK cells to have greater tumour size in comparison to those
injected with B6.H297 NK cells (924.1 mm3 vs. 202.5 mm?3, P = 0.06) (Fig. 5). This result suggests

that NOD NK cells are less efficient than NK cells from B6.H297 mice at controlling tumour growth.

After 14 days of tumour growth, the total NK cells from donor B6.H297 or NOD mice were tracked
in the spleen and tumour of the F1 hybrids. The proportion of NK cells for every stages of
functional maturation were similar between both lineages in the spleen (Fig. 6a) and in the
tumour (Fig. 6b). Prior to their injection in host mice, spleens of B6.H29” and NOD mice harbour
mostly stage 3 (CD11b*CD27*) NK cells (Fig. S3). After their transfer, NK cells from both mice
strains lose their expression of CD27, increasing the proportion of CD11b*CD27" NK cells (55% of
stage 4 B6.H297 NK cells vs. 46% of stage 4 NOD NK cells), recapitulating our previous findings that

compared NK cells from B6 and NOD mice (Fig 6a). When contrasting the different stages of NK
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cells in the spleen and tumour, similar tendencies were noticed between both lineages (Fig 6¢, d).
While the proportion of CD11b"'CD27- and CD11b'CD27* NK cells from B6.H29” mice are
comparable in tumours and spleens, the tumours contained significantly more CD11b*CD27* NK
cells as opposed to spleens (26% vs. 10%, P = 0.029), but less CD11b*CD27" NK cells in comparison
to the spleens (31% vs. 55%, P = 0.019) (Fig. 6¢). A similar tendency, although non-significant, was
noticed with NOD NK cells (Fig 6d). Altogether, these results demonstrate that the functional
maturation phenotype of NK cells from B6.H29” and NOD mice are similar, both ex vivo and after
transfer in vivo. Moreover, NK cells from both strains effectively home to the tumour, by NOD NK

cells are less effective at controlling tumour growth.
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3.7. Discussion

NOD NK cells have significant functional defects that we previously attributed to a deficiency in
their functional maturation process preventing an optimal cytotoxic phenotype . A
comprehensive analysis of the levels of key cytotoxic effectors, that is IFN-y, TNFa and GzmB,
indicated that in addition to a defective functional maturation, NOD NK cells fail to acquire
effector functions in comparison to B6 NK cells. Although we observed a trend in increased
CD107a expression in total NOD NK cells in comparison to B6 NK cells, GzmB production by total
NK cells was significantly decreased in NOD mice. We were also able show that NOD NK cells are
incapable of inducing the expression of the activation receptor NKG2D in response to Poly I:C,
thus correlating with the defective expression cytotoxic effectors. DNAM-1 expression was also
altered. Moreover, through an in vivo melanoma model, we demonstrated that while CD27* NK
cells from the B6.H297 and NOD backgrounds differentiate and acquire a CD11b*CD27" NK cell
phenotype, CD27* NK cells from both lineages preferentially accumulate in B16 tumours. Lastly,
transferred NOD NK cells were less efficient at controlling tumour growth as opposed to their

B6.H297 counterparts despite being phenotypically similar in the spleen and tumour bed.

The NOD mouse is an interesting model for the study of autoimmune diseases and is an important
tool for dissecting the mechanisms of immune tolerance. Because NOD NK cells are defective, it
represents a suitable model for understanding the genetic factors involved in the biology of these
cells. The first indication of such a defect was observed among splenocytes with a reduced in vitro
capacity to kill the Yac-1 lymphoma cell line ¥>32, One proposed mechanism is related to the
activating receptor NKG2D. In NOD mice, although NKG2D expression is comparable to B6 mice
at steady state, there is inappropriate upregulation of its Rae-1 ligand, an export protein, in
inflammatory contexts that cause its binding to NKG2D and subsequent internalization of the
receptor, compromising the cytotoxic activity of NK cells'2. Our results align with this mechanism
of receptor modulation as the levels of NKG2D were not upregulated in NOD NK cells after their
stimulation with Poly I: C for the total NK cells and throughout every stage of functional
maturation. On another note, our group has recently revealed Trp53 as a candidate gene involved

in NK-cell maturation. We observed a decreased expression of p53in CD11b'CD27-, CD11b"CD27,
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and CD11b*CD27* NK cells from NOD mice relative to B6.H29” mice33. Although the function of NK
cells deficient for p53 was not assessed, it still remains a candidate gene affecting NK-cell function

as it is inherently linked to functional maturation®’.

NKG2D-dependent IFN-y production has been previously reported to be significantly decreased
in NOD mice in comparison to B6 mice after their stimulation with anti-NKG2D monocolonal Abs
12 which is consistent with our results. Brauner et al. studied the phenotype and function of
pancreatic NK cells in NOD mice. They demonstrated that upon in vitro stimulation with
PMA/ionomycin, pancreatic NOD NK cells were hyporesponsive producing low amounts of IFN-y
and showed a poor capacity to degranulate with even lower amounts of CD107a 34. Of note, the
same study reported that splenic NOD NK cells degranulated slightly more than B6 NOD NK cells,
which recapitulates our findings. However, GzmB production was not measured in Brauner’s
study. Although our study was performed on splenic NK cells, our results, once again are
consistent with the literature. Our study adds to the previous ones by confirming that not only do

total NOD NK cells are less cytotoxic, but they are so at every stage of functional maturation.

Systemic dysfunction of NK cells has been described in animal models for auto-immune
diabetes!®. To address the possibility of type | diabetes contributing to our observed results, we
exploited the B6.Rag and NOD.Rag models. These mice have a targeted mutation of the
Recombination-activating (Rag) gene, which renders them B- and T-cell deficient. This precludes
an autoreactive insult on pancreatic beta cells by CD4* and CD8* T cells which would usually lead

20, However, our results from these mice

to insulitis and spontaneous type 1 diabetes
corroborated those from B6 and NOD mice. Therefore, the functional defects of NOD NK cells
throughout every stage of functional maturation are not due to the development of an

inflammatory state caused by diabetes.

We noticed that CD27° NK cells were the highest in proportion in the spleens after their transfer
into the F1 hybrids. However, the most abundant phenotype of NK cells in the tumour bed was
CD27*. This was noted with NK cells from the B6.H29” and NOD mice. It has already been
documented that upon their transfer, B6 CD27* NK cells transform into CD27" NK cells after several

weeks in the spleen?®. Herein, we report similar findings with NOD CD27* NK cells. Furthermore,
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injected CD27 NK cells were less readily detected in tumours as opposed to CD27* NK cells.
Wendel et al. have previously reported that NK cell accumulation in tumours in B6 mice is
dependent on IFN-y and that CD27* NK cells predominantly accumulate in MHC class |-deficient
RMA-S lymphoma and B16 melanoma cells transduced with the NKG2D ligand RAE-1g?°. Ballas et
al. demonstrated that hepatic CD11b"CD27* NK cells showed the highest lytic activity against B16
target cells in vitro 3°. Paul et al. reported that B16-induced melanoma recruits the CD11b*CD27*
subset of NK cells at an early stage during tumour development in B6 mice 3! These results
suggest that CD27* NK cells predominantly accumulate in tumours, where they can exhibit
effective antit-tumor activity. Nevertheless, these results could be organ- and tumour-
dependent. For instance, CD27'CD11b" NK cells are the dominant sub-population in a murine
Lewis lung cancer model®® whereas the MCA205 fibrosarcoma murine line recruits mostly

CD27*CD11b* NK cells .

The detection of injected CD27° NK cells in tumour-bearing F1 hybrids was not possible for NK
cells from B6.H297 mice and possible only to a certain degree for NOD NK cells. This could be
explained by how mostly CD27* NK cells infiltrate melanoma tumours as previously explained.
Our data is in accordance with the previous study by Lakshmikanth et al. in which they were
unable to recover large numbers of NK cells among tumour-infiltrating leukocytes . It is also
possible that CD27 cells survive less in tumours. It will be important to determine in future studies
whether different subsets of NK cells are recruited in a similar fashion in distinct tumours and

whether tumour infiltrates change over time.

There was a trend distinguishing tumour size between F1 hybrids injected with B6.H297 NK cells
and NOD NK cells. Our results go in hand with previous in vitro studies where NK cells from NOD
mice were not effective at lysing NK-sensitive tumor cell targets such as Yac-1 and K562 cells 13-
15, When analyzing the intra-tumoural infiltrates, NK cells from the NOD background followed the
same pattern as B6.H297 NK cells in the spleen and in the tumour. However, despite the ability of
NOD NK cells to adequately infiltrate tumours, our results confirm that their deficiencies noted in

vitro are potentially reflected in vivo, but further studies are required to confirm that.
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Collectively, our findings demonstrate that in addition to a block in functional maturation
previously observed, NK cells of NOD mice, are also incapable of effectively acquiring effector
functions during their maturation. Although NOD NK cells infiltrate B16 tumours in a similar
fashion as B6.H297 NK cells in vivo, the former fail to adequately control melanoma growth. These
results therefore suggest the alteration of several pathways controlling their maturation and their
cytotoxicity. Ultimately, a better understanding of these mechanisms could lead to the

enhancement of NK cell-based immunotherapies.
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Figure 1. Expression of GzmB, TNFa, IFN-y and CD107a in NOD and B6 NK cells. NK cells from
spleens of NOD and B6 mice were enriched by magnetic separation then stimulated with
PMA/ionomycin and BFA for 6 hours. The graphs represent the percentage of NK cells (CD3'CD19
NKp46*) positive for A) GzmB, B) TNFa, C) IFN-y and D) CD107a in the total NK cell population and

for each stage of functional maturation.n >3, * P<0.05, ** P<0.01, *** P < 0.001.
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Figure 2. Expression of GzmB, TNFa, IFN-y and CD107a in NOD.Rag and B6.Rag NK cells. The NK
cells were obtained from spleens of NOD.Rag and B6.Rag mice by magnetic separation then
stimulated with PMA/ionomycin and BFA for 6 hours. The graphs represent the percentage of NK
cells (CD3'CD19'NKp46*) positive for, A) GzmB, B) TNFa, C) IFN-y and D) CD107a in the total NK
cell population and for each stage of functional maturation.n >3, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<

0.001.
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Figure 3. Expression of NKG2D and DNAM-1 in NOD an B6 NK cells. NOD and B6 mice were
injected with Poly I: C or PBS 18 h prior to sacrificing them. The spleens were harvested, prepared
and stained for NKG2D or DNAM-1. NK cell induction (CD3°CD19CD49b*CD122") for the total NK
cell population and for each stage of functional maturation is represented with mean
fluorescence intensity ratios comparing a cohort injected with Poly I:C and with PBS. The dotted
lines represent an absence of response (expression ratio of 1). n 2 3, * P<0.05, ** P<0.01, ***

P <0.001.
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Figure 4. Proportion of CD27 NK cells from B6.H29” and NOD backgrounds. After splenic NK-cell
enrichment by magnetic separation, CD27* and CD27" NK cells were separated from B6.H29” and
NOD mice by cell sorting and injected in F1 hybrids inoculated with B16F10 cells a week before.
The proportion of CD27 NK cells in the spleen (A.) and tumours (B.) of hybrid mice are depicted
after two weeks of tumour growth. n > 3, ** P < 0.01. NK cells from sorted B6.H29” CD27" cells
were not detected (UT, n = 5). Only 2/3 mice had detectable NK cells in their tumour bed from

sorted NOD CD27" NK cells.
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Figure 5. B16F10 tumour growth at 14 days. One week following B16F10-cell, splenic NOD and
B6.H297 NK cells were magnetically separated and injected intravenously in F1 hybrid mice. After
two weeks of growth, tumours were harvested. Mean tumour volume is represented in the graph.

n=4,P=0.06.
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Figure 6. Proportion of NK cells throughout the four stages of functional maturation in spleens

and tumours of F1 hybrid mice. Two weeks following B16F10 tumour growth, NK cells previously

obtained by magnetic separation from either B6.H297 or NOD mice were injected in F1 hybrid

mice. The splenic (A.) and tumour (B.) proportion of NK cells of every stage are compared between

F1 hybrids injected with either B6.H29” or NOD NK cells. The proportion of NK cells is contrasted

between the spleen and tumour of hybrids injected with B6.H297 (C.) and NOD (D.) NK cells. n =

6, * P<0.05.
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functional maturation of NK cells.
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Figure S2. Gating strategies for total splenic NK cells from B6.1.2 (A.) and NOD (C.) mice in F1
hybrids with their corresponding tumours (B., D. respectively). F1 hybrid mice were injected with
either CD27* or CD27" NK cells from spleens of B6.1.2 or NOD donor mice. The cells were identified
as CD3CD19NKp46'CD122* in the spleen. TINKs were identified as CD45*CD3°CD19
NKp46*CD122*. Functional maturation of NK cells was depicted with the expression of CD11b and
CD27.
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Figure S4. Gating strategies for total splenic NK cells from B6.H297 (A.) and NOD (C.) mice in F1

hybrids with their corresponding tumours (B., D. respectively). F1 hybrid mice were injected with

either total splenic NK cells from either B6.H297 or NOD donor mice. The cells were identified as

CD3'CD19'NKp46*CD122* in the spleen. TINKs were identified as CD45*CD3"CD19'NKp46*CD122".

Functional maturation of NK cells was depicted with the expression of CD11b and CD27.
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4. CHAPITRE 4 — DISCUSSION

Les cellules NK sont un sous-ensemble de lymphocytes du systeme immunitaire inné qui sont
reconnues principalement pour leurs réponses anti-tumorales et anti-virales. Ce mémoire porte
sur les cellules NK avec objectif principal de mieux comprendre l'influence du bagage génétique

sur le phénotype et la fonction des cellules NK.

Tout d’abord, nous avons étudié le réle du gene Itgad qui code pour la protéine CD11d sur les
cellules NK. Les intégrines de la famille des intégrines R2 (CD11a/CD18, CD11b/CD18,
CD11c/CD18 et CD11d/CD18) régulent la signalisation cellulaire et facilitent I'adhésion cellulaire
a la matrice extracellulaire. Itgad code pour CD11d, la dernieére sous-unité alpha découverte
d’abord chez I'humain. Nous avons évalué l'effet de I'absence de CD11d sur I'expression de
CD11a, CD11b, CD11c et CD18 dans les cellules T, les cellules B, les monocytes, les cDCs, les pDCs
et les cellules NK spléniques dans un modéle murin CD11d”- (CD11d-KO) en comparaison avec les
souris B6. Nous avons démontré que I'effet de la délétion de CD11d sur I'expression des autres
sous-unités d'intégrine est spécifique au type de cellule immunitaire. En effet, la diminution Ia
plus notable de I'expression de CD11b et de CD11c était notée dans les cellules NK. Ceci nous a
poussés a étudier de facon plus détaillé I'impact de I'absence de CD11d sur la biologie des cellules
NK. D’abord, tant la proportion que le nombre absolu de cellules NK spléniques sont comparables
entre les souris B6 et CD11d-KO. Apres activation in vitro, les cellules NK des deux souches
présentent des niveaux similaires de production d'IFN-y et d'expression de CD69. Cependant, le
marqueur de dégranulation, CD107a, est significativement réduit dans les cellules NK originant
des souris CD11d-KO. Cela suggere donc que la perte de CD11d peut altérer I'activité cytotoxique
des cellules NK. Pour déterminer si I'absence de CD11d affecte la fonction des cellules NK in vivo,
nous avons injecté des cellules de mélanome murin (B16F10) dans des souris B6 et CD11d-KO.
Bien que la croissance tumorale n'ait pas été affectée, une proportion accrue de cellules NK a été
retracée dans le lit tumoral des souris CD11d-KO par rapport aux souris B6. Dans I'ensemble, cette
étude met en lumiéere |'effet de CD11d sur l'expression d'autres sous-unités d'intégrine dans les
cellules immunitaires et souligne le role potentiel d'/tgad dans la modulation des proportions de

cellules NK intra-tumorales.
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Ensuite, nous avons exploité les cellules NK de la souris NOD qui présentent des défauts
fonctionnels significatifs que nous avons précédemment attribués a un défaut dans leur
processus de maturation fonctionnelle. La mesure d’effecteurs cytotoxiques clés, soit I'IFN-y, le
TNFa et le GzmB, dans la souris NOD a indiqué qu'en plus d'une maturation fonctionnelle
défectueuse, les cellules NK de la souris NOD ne parviennent pas a acquérir leurs fonctions
effectrices par rapport aux cellules NK de la souris B6. Bien que nous ayons observé un potentiel
de dégranulation similaire entre les deux souris, la production de GzmB par les cellules NK totales
était significativement diminuée chez les souris NOD. Nous avons également pu montrer que les
cellules NK de cette méme souris sont incapables d'induire I'expression du récepteur d'activation
NKG2D en réponse a un stimulus mimant une infection virale (poly I:C). Dans modele de
mélanome murin similaire au premier projet, nous avons démontré que les cellules NK CD27*
provenant des souris NOD et B6 perdent I'expression du CD27 dans la rate, favorisant ainsi une
augmentation des cellules NK CD11b*CD27 spléniques. Tout comme pour les cellules NK de la
lignée B6, les cellules NK CD27* de la souris NOD s’accumulent préférentiellement dans les
tumeurs. Malgré un phénotype similaire dans la rate et le lit tumoral entre les deux lignées, nous
avons démontré que les cellules NK de NOD ne parviennent pas a contrbler adéquatement la
croissance tumorale contrairement a leurs homologues de B6. Ensemble, ces travaux ont
contribué a l'avancement des connaissances sur les cellules NK. Dans ce chapitre, nous
discuterons plus en détails des résultats obtenus dans les chapitres 2 et 3 en mentionnant des
travaux de la littérature qui n‘ont pas été abordés encore dans ce mémoire. Nous allons

également considérer les limites des deux études et les perspectives futures.

112



4.1. Retour sur le réle de CD11d dans la biologie des cellules NK
et perspectives futures

Peu de données existent dans la littérature sur le r6le du gene Itgad sur les cellules immunitaires
[167,180,183]. Puisque les intégrines sont exprimées a différents degrés dans les cellules T, les
cellules B, les cellules NK, les monocytes, les cDC et les pDC, nous avons d’abord étudié le role de
CD11d sur ces populations. Apres avoir établi que I'absence de CD11d n'affecte pas les
proportions spléniques et le nombre absolu de ces cellules immunitaires, nous avons démontré
gue l'expression de la sous-unité CD11d peut affecter celle de CD11a, CD11b, CD11c et CD18 a
différents niveaux selon le type de cellule. De maniere intéressante, la perte de CD11d affecte de
maniere tres significative I'expression de CD11b et CD11c dans les cellules NK. Le mécanisme
spécifique au type cellulaire influengant I'expression des intégrines de la famille B2 reste a
élucider. Il existe une explication possible a ces résultats. Tel que mentionné dans l'introduction
de ce mémoire, la souris CD11d-KO a été générée en perturbant une région de 2,2 Kb contenant
les exons 1 et 2 a l'aide d'un gene de résistance a la néomycine. Chez la souris, le géne Itgad
codant pour CD11d est situé sur le 7¢ chromosome et les génes codant pour CD11b et CD11c,
Itgam et Itgax respectivement, se situent prés du géne ltgad (figure 12). Pour vérifier si la
diminution de I'expression de CD11b et CD11c observée dans certaines populations immunitaires
dont les cellules NK n'est pas causée par le modele CD11d-KO lui-méme, c'est-a-dire par la
séquence du transgene, nous pourrions silencer le gene Itgad dans des souris B6 via les petits
ARN en épingle a cheveux (Short hairpin RNA, shRNA). Un shRNA est une molécule d'ARN
artificielle qui a une forme d’une épingle a cheveux qui peut étre utilisée diminuer |'expression
d'un géne cible en interférant avec son ARN [211]. Ainsi, I'effet est trés spécifique a un gene en
particulier et ne devrait donc pas affecter directement I'expression des genes environnants. Nous
avons tenté cette approche, sans succes. Les taux d’infections de cellules étaient trop faibles pour
permettre l'interprétation des résultats. Il serait intéressant de reprendre ces expériences avec

des vecteurs d’infections différents.
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Néanmoins, nous croyons que |'effet de I'absence d’expression de CD11d sur la biologie des
cellules NK dans la souris CD11d-KO est spécifique au réle de CD11d. Bien qu’il y ait une possibilité
gue la diminution de CD11b et CD11c soit liée a la maniére dont le modéle murin a été
génétiquement modifié, nos résultats démontrent que I'absence de CD11d a un impact trés
spécifique sur le phénotype des cellules NK et leur comportement in vivo. D’ailleurs, si I'labsence
de CD11d affectait I'expression de CD11b et CD11c, on devrait observer une diminution de ces

sous-unités dans toutes les cellules analysées; pourtant, ce n’était pas le cas.
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Figure 12. Localisation du gene Itgad par rapport aux genes ltgam, Itgax et Itgal.

Les genes Itgad, Itgax, Iltgam et Itgal codent respectivement pour les sous-unités CD11d, CD11c,
CD11b et CD11a. Chez la souris, ces genes se retrouvent sur la région distale du chromosome 7.
Il n"est pas exclu que l'introduction d’'une séquence génétique dans le géne /tgad ait affecté
I’expression protéique de CD11c et CD11b par leur localisation. Le gene /tgb2 codant pour CD18
et est quant a lui situé sur le chromosome 10 et donc on ne le voit pas sur cette figure. Cette
figure a été tirée et adaptée de e!Ensembl [212].

Une autre fagon d’étudier le réle de CD11d sur les cellules NK consisterait a bloquer son ligand
VCAM-1 et/ou ICAM-3, les deux seuls connus chez la souris [152,183]. Les souris déficientes en
VCAM-1 ont des défauts d’organogénese séveres et un développement défectueux des systémes
circulatoires embryonnaires et extra-embryonnaires [213,214]. Il est par contre possible de
supprimer le gene de VCAM-1 par la création de souris transgéniques adultes avec le systéeme Cre
recombinase/loxP, permettant de surmonter la létalité embryonnaire [215]. Chez 'homme,
I'intégrine CD11d/CD18 interagit avec ICAM-3 sur les neutrophiles, permettant la potentialisation

de la production d’IFN-y [183]. L’exploitation de cet axe pourrait nous informer davantage sur le
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role de cette intégrine a titre d’intermédiaire entre les systemes immunitaires innées et
adaptatives et sur I'expression d’autres sous-unités d’intégrines. Finalement, des études de
reconstitution pourraient étre effectuées (knock-in CD11d) dans le but de vérifier si les

phénotypes dysfonctionnels des cellules NK peuvent étre récupérés.

L'expression de I'lFN-y et de CD69 était similaire entre les lignées B6 et CD11d-KO, ce qui suggere
une production d'IFN-y in vitro et un potentiel d'activation similaires malgré I'absence de CD11d
et, dans une moindre mesure, de CD11b et CD11c. Dans une étude menée par le groupe Ugolini,
les cellules NK spléniques murines qui n’expriment pas les intégrines de la famille 32 avaient une
production d'IFN-y préservée dans le contexte d'une infection précoce par le MCMV [167]. Par
contre, le méme groupe a démontré dans la méme étude que les niveaux d’expression d'IFN-y
par les cellules NK étaient diminués dans les souris ltgh2”" par rapport aux souris B6 lorsque
stimulées in vitro par des anticorps ciblant les récepteurs activateurs NK1.1, NKp46 et Ly49D. Ces
résultats suggerent que les intégrines 82 ont un impact sur la fonction des cellules NK, mais que
cette déficience peut étre contournée lors d’'une infection au MCMV. Les résultats contradictoires
avec notre étude peuvent possiblement s’expliquer par le fait que la souris CD11d-KO cible
spécifiguement le géne ltgad plutot que le gene Iltgh2. Compte tenu de l'importance des
intégrines 32 pour I'établissement d’un contact entre deux cellules, lorsqu’elles sont absentes,
les hétérodimeres CD11a/CD18, CD11b/CD18, CD11¢c/CD18 et CD11d/CD18 ne peuvent pas se

former, ce qui peut avoir un impact majeur sur les cellules NK et se refléter ainsi sur leur fonction.

Nous avons noté que I'expression de CD107a sur les cellules NK de la souris CD11d-KO était
diminuée par rapport a la souris B6. Ceci suggere une plus faible dégranulation, ce qui peut avoir
un impact direct sur la fonction des cellules NK. Il a déja été démontré que I'expression de CD107a
correle a la sécrétion de cytokines et a la lyse des cellules cibles par les cellules NK. Par contre, ce
marqueur est également exprimé par des cellules NK qui ne sécretent pas de cytokine apres leur
stimulation [93]. Ainsi, méme si CD107a représente un marqueur de |'activité fonctionnelle des
cellules NK, il n’est pas suffisant seul pour tirer des conclusions sur leurs fonctions. Afin de bonifier
nos trouvailles, il serait possible de mesurer I'expression de granules lytiques, comme la perforine
et les granzymes B, qui induisent I'apoptose de cellules cibles. Nous avons également démontré

gue I'expression d'IFN-y est similaire entre les deux lignées murines. La mesure de la cytokine
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TNF-a par les cellules NK peut étre également faite. Il est a noter par contre que les cellules NK
ne produisent pas autant de TNF-a que d'IFN-y, ce qui peut étre plus difficile a quantifier. Il serait
aussi possible d’effectuer des tests du cytotoxicité in vitro. En bref, cette procédure consisterait
a marquer des cellules sensibles a la cytotoxicité cellulaire médiée par les cellules NK tels que K-
562 et YAC-1 avec du Chrome-51 (°1Cr). Ces cellules seront par la suite incubées avec des cellules
NK de B6 et de CD11d-KO séparément. Finalement, on précédera a la mesure de relache du >Cr

par des cellules cibles lysées par les cellules NK. [216].

On peut noter qu’il existe une grande variabilité dans la croissance tumorale dans le projet
portant sur CD11d, et ce, malgré le respect du protocole d’'une expérience a une autre. La
variabilité inter-expérimentale est inhérente aux essais in vivo pour différentes raisons. Elles
s’effectuent sur plusieurs semaines et il est possible de commettre des erreurs par inadvertance
a n‘importe quelle étape de I’expérience. Par exemple, les conditions de culture cellulaire doivent

rester identiques d’un repassage cellulaire a un autre.

De manieére intéressante, malgré la variabilité de taille des tumeurs, les souris CD11d-KO ont une
plus grande proportion de cellules NK dans leurs tumeurs. Bien que les intégrines contribuent a
I'attachement de cellules immunitaires a la matrice extracellulaire, leurs délétions peut donner
des résultats variables selon le type d’intégrine et le contexte dans lequel cette délétion est
testée. Par exemple, d’une part, l'infiltration tumorale des macrophages est diminuée chez les
souris Itgb3”- (déficientes en intégrine avp3) et contribue a I'augmentation de la charge tumorale
dans un modeéle de mélanome et de cancer colorectal, ce qui démontre que I'expression de
I'intégrine avB3 sur les macrophages est importante pour leur suppression tumorale [217].
D’autre part, la délétion de Itgh27/- méne a I’état neutre (i.e. sans contexte pathologique) a
I’augmentation de la proportion de cellules NK dans la rate, le foie et la moelle osseuse [167]. Les
souris CD11a”" ne réussissent pas a induire une infiltration lymphocytaire et une clairance
tumorale dans un modele de fibrosarcome murin [218]. L'augmentation du nombre de cellules
NK dans le lit tumoral des souris CD11d-KO peut s'expliquer par une diminution de la mort des
cellules NK, une augmentation de la prolifération intra-tumorale, une augmentation de I'entrée
ou une diminution de la sortie de cellules de la tumeur. Comme les intégrines ont la capacité de

se lier a de nombreux ligands [219]. Il est possible que la perturbation de CD11d/CD18 ait mené
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a un répertoire différent de liaison aux ligands favorisant la migration des cellules NK de la rate
et de la circulation vers la tumeur. Plusieurs études suggerent que cette intégrine pourrait étre
différente dans la médiation de la migration et de la réponse des leucocytes dans des contextes

inflammatoires [174,220-222].

Les cellules NK de la souris CD11d-KO sont plus abondantes dans les tumeurs par rapport aux
souris B6 malgré une croissance tumorale similaire. Ceci suggere que la fonction des cellules NK
chez les souris CD11d-KO est altérée dans la tumeur, étant incapable de limiter la croissance
tumorale méme lorsqu'elles sont présentes en plus grand nombre. Il est possible que la
diminution de I'expression de CD107a dans les cellules NK de la souris CD11d-KO ait entrainé une
destruction moins efficace des cellules tumorales in vivo. Pour y parvenir, il faudra d’abord isoler
les cellules infiltrantes par tri cellulaire, puis marquer leurs protéines effectrices, et les analyser
par cytométrie. Etant déja fragilisées par le microenvironnement tumoral [223,224], la
caractérisation fonctionnelle des cellules NK intra-tumorales représente un défi technique

important, mais pas insurmontable.

Tel que mentionné précédemment dans ce mémoire, I'infiltration intra-tumorale des cellules NK
dans des tumeurs solides correle favorablement avec le pronostic oncologique. Par contre, il est
difficile d’étudier le réle de cellules NK dans les tumeurs solides. Plusieurs éléments freinent le
potentiel anti-tumoral de ces cellules NK dans le microenvironnement tumoral. Par exemple, elles
sont confrontées a un milieu immunosuppresseur induit par des fibroblastes, des cellules
stromales, des cellules myéloides et des cellules T régulatrices qui modulent le profil
transcriptionnel et métabolique des cellules NK par la production de cytokines et de facteurs
solubles [225]. Comme avec les cellules T, I'épuisement fonctionnel des cellules NK est prévalent
dans la tumeur et peut étre atteint par une forte expression tumorale de ligands de points de
contréle (checkpoint ligands) comme PD-1, TIM-3, CD96 et NKG2A chez I’humain et TIGIT chez
I’humain et la souris [225,226]. Le phénotype épuisé de cellules NK produit moins d’IFN-y, de
GzmB, de perforine, diminue I'expression de NKG2D tout ne augmentation le récepteur inhibiteur
NKG2A [227]. La fonction in vivo de cellules NK activées dépend d’ailleurs grandement de
cytokines circulantes comme IL-2 et IL-15. Sans cytokines, les cellules NK sont moins capables de

localiser les tumeurs, de se proliférer et d’'induire la lyse tumorale [223]. Des facteurs attribués
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au lit tumoral affectent également l'infiltration des cellules NK, telles que la composition de Ia

matrice extracellulaire et la densité de la vascularisation des tumeurs solides [228].

Une autre raison pouvant expliquer une croissance tumorale similaire entre les souris B6 et
CD11d-KO malgré une plus grande proportion de cellules NK dans la souris KO est reliée aux
cellules T. Les cellules NK représentent en moyenne environ 10% de l'infiltrat tumoral (figure 6D
du premier article, chapitre 2). Le reste de l'infiltrat est constitué principalement de LT. Ainsi, les
LT ont également contribué a freiner la croissance tumorale. On ne peut donc pas conclure sur la

fonction anti-tumorale in vivo des cellules NK de la souris CD11d-KO.

Pour résoudre le probléme rencontré avec le modéle de mélanome B16 ou les cellules NK et LT
contribuent a la destruction tumorale, nous prévoyons prochainement répéter la méme
expérience avec la lignée cellulaire de lymphome murin RMA-S. Cette lignée n’exprime pas le
CMH-I a la surface des cellules en raison d'un défaut de TAP-2, une protéine nécessaire a la
formation du complexe TAP (transporter associated with antigen processing) [229]. Les cellules
NK ne nécessitent pas de reconnaissance antigénique pour appliquer leurs fonctions
contrairement aux LT. Ainsi, la lignée RMA-S est un excellent modele pour I'étude de la fonction
anti-tumorale des cellules NK puis qu’elle n'exprime pas le MHC-I et est donc uniquement sensible
a la cytotoxicité des cellules NK [230]. Le maintien de cette lignée en culture est par contre plus
difficile qu’avec la lignée B16. De plus, les cellules RMA-S s’injectent également en sous-cutané,
mais I'obtention d’une tumeur visible n’est pas aussi rapide et facile qu’avec les cellules B16.
Malgré tout, I'utilisation des cellules RMA-S est la prochaine étape logique de I'étude sur CD11d

et est ainsi un incontournable pour évaluer la fonction in vivo des cellules NK.

Enfin, afin de tester réellement le potentiel migratoire et infiltratif des cellules NK entre la lignée
B6 et CD11d-KO, nous pouvons effectuer des expériences avec des chimeres. Plus précisément,
des souris du fond génétique de B6 peuvent d’abord étre irradiées a une dose létale. Les souris
peuvent ensuite étre injectées avec des cellules provenant de la moelle osseuse de souris B6.SJL
(exprimant l'allele CD45.1) et CD11d-KO, a un ratio de 1:1. Ainsi, nous pouvons créer des
chimeéres ou les cellules d’une lignée entrent en compétition avec les cellules de 'autre lignée

pour attaquer la tumeur. Suite a la reconstitution, des cellules tumorales peuvent ensuite étre
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injectées tel qu’effectué lors des expériences précédentes. Bien que le potentiel anti-tumoral ne
puisse étre comparé entre les cellules, d’autres parametres peuvent étre tirées des chimeres
telles que la survie en circulation sanguine, la reconstitution dans les organes lymphoides

primaires et secondaires et I'accumulation intra-tumorale.

4.2. Retour sur les cellules NK de NOD et perspectives futures

Dans le deuxieme projet, nous avons identifié des défauts fonctionnels dans la souris NOD pour
chaque stade de la maturation fonctionnelle. Les mécanismes qui expliquent ces différences ne
sont pas bien élucidées encore. Quelques hypothéses méritent d’étre mentionnées. Tout d’abord,
nous avons observé une diminution drastique des niveaux de GzmB des cellules NK des souris
NOD par rapport aux cellules NK de la souris B6. Les fonctions effectrices des cellules NK sont
influencées par de nombreux facteurs de transcription. Par exemple, il a été démontré que T-bet
est associé a une augmentation de GzmB et de perforines [57]. Ensuite, Forkhead box protein O1
(FOXO1) a été proposé comme régulateur négatif de la cytotoxicité des cellules NK. Ex vivo, les
cellules NK murines déficientes en FOXO1 démontrent un potentiel cytotoxique accru contre la
lignée de lymphome murin Yac-1. Or, les cellules NK de la souris NOD sont connues d’avoir une
plus faible cytotoxicité contre cette lignée néoplasique [195,196]. L’ablation de FOXO1 correle
avec un meilleur contréle tumoral des cellules NK dans un modele de métastases pulmonaires de
la lignée cellulaire de mélanome murin B16F10 [60]. Finalement, les cellules NK dont le facteur
de transcription myeloid elf-1-like factor (MEF) est absent ont une production d'IFN-y sévérement
affectée [62]. A la lumiére de la baisse de GzmB et d’IFN-y par les cellules NK de la souris NOD et
du moins bon contréle tumoral par rapport aux cellules NK de B6, il serait intéressant de comparer

I'expression de T-bet, FOXO1 et de MEF entre les deux lignées murines.

Les cellules NK nécessitent une signalisation via la sous-unité yc des cytokines. Le nombre de
cellules NK dans les souris dépourvues de la chaine yc (yc 7*) est extrémement réduit et leurs
fonctions sont tres altérées [65,66]. La dysfonction des cellules NK de la souris NOD notés dans

notre étude peuvent s’expliquer en partie par des défauts reliés aux cytokines. Il existe
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d’'innombrables preuves appuyant le role déterminant de I'IL-15 dans le développement et la
fonction des cellules NK. En effet, I'lL-15 sert de médiateur au développement des cellules NK a
partir de précurseurs de cellules NK engagés, favorise la différenciation des cellules NK immatures
et soutient la survie des cellules NK matures dans les organes lymphoides périphériques [74-76].
Suwanai et al. avaient démontré qu’un alléle IL-15 est défectueux dans la souris NOD par rapport
a B6g7 et que l'injection d'IL-15 complexée avec le récepteur IL15RaFc dans les souris NOD
améliore la cytotoxicité de leurs cellules NK [206]. Par ailleurs, le traitement in vitro des cellules
NK de NOD avec I'lL-12 et I'IL-18 restaure capacité a produire de I'IFN-y [198]. Ainsi, les défauts
de cytokines notés dans la souris NOD peuvent en partie justifier les différences fonctionnelles

entre NOD et B6.

Il est important de noter que dans notre étude les cellules NK ont été stimulées par la
PMA/ionomycine qui peut rapidement induire la sécrétion de cytokines en activant directement
la protéine kinase C ainsi qu'en augmentant la concentration de calcium intracellulaire,
contournant ainsi l'activation médiée par les récepteurs de surface [231]. Il serait intéressant de
comparer la production d’effecteurs entre les cellules NK de la souris B6 et NOD dans d’autres

contextes comme par la mesure du >1Cr dans des essais de cytotoxicité in vitro.

La partie in vivo de cette étude comporte quelques limites. Tout d’abord, il difficile d’obtenir un
nombre adéquat de cellules NK CD27* et CD27" a injecter apres leur enrichissement par des billes
magnétiques suivi d’un tri cellulaire. En effet, dans nos expériences, le nombre de cellules
injectées dans une souris a varié entre 125 000 et de 670 000 cellules aprés un tri moyen de trois
rates de NOD et trois de B6. Afin d’obtenir plus de cellules NK triés, il faudrait trier plus de rates,

ce qui peut étre techniquement long.

Il est a noter que dans une expérience comparant les cellules NK CD27* et CD27-, I'analyse des
cellules spléniques a révélé que lors du transfert de cellules NK CD27- de NOD dans des souris
hybrides F1, la proportion de cellules NK CD27- était relativement faible, ce qui suggere que les
cellules transférées ont acquis I'expression de CD27 dans la rate (Fig. 4a). Ceci est cependant tres
probablement dii a une contamination lors du tri cellulaire, car les cellules NK sont connues de

passer du phénotype CD27* au phénotype CD27, alors que le contraire est hautement
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improbable [25]. Une autre hypothese serait que la mortalité des cellules transférées était

relativement élevée, expliquant le faible nombre de cellules CD27".

Nous avons généré une lignée F1 exprimant les deux haplotypes de B6 et de NOD (H-2b X H-2g7
respectivement) en croisant des souris Rag.IL2g et NRG et permettant ainsi la prise de greffe de
cellules B16 qui sont dérivées du bagage génétique de la souris B6. Cet hybride est dépourvu de
tout systeme immunitaire adaptatif, le rendant immunosupprimée, ce qui permet I'étude des
cellules NK provenant de souris donneuses mais aussi de greffer d’autres lignées tumorales. Les
trouvailles avec les tumeurs B16 auraient pu étre spécifiques a cette lignée tumorale. Ainsi, pour
mieux étudier le potentiel anti-tumoral des cellules NK de NOD et B6 et de corroborer nos
résultats, il serait intéressant de répéter les expériences sur d’autres cellules tumorales telles que
RMA-S (lymphome murin) et MC38 (adénocarcinome colique murin). Finalement, I'inflammation
est un facteur de risque pour développer des cancers, mais peut également étre protectrice. Par
exemple, Dooley et al. ont démontré que le fond génétique de la souris NOD retarde |'apparition
et la croissance des tumeurs pancréatiques et ralentit considérablement le taux de croissance des
tumeurs aprés leur développement [232]. C'est pourquoi il serait pertinent de comparer la
croissance tumorale de souris injectées avec des cellules NK de B6.Rag et de NOD.Rag afin

d’éliminer la composante inflammatoire qu’on retrouve chez les souris NOD.

Certains défauts fonctionnels des cellules NK observés chez les souris NOD ont également été
décrits chez les humains atteints de diabete de type I. Cependant, aucune étude humaine n’a
étudié la maturation fonctionnelle des cellules NK chez des patients diabétiques. Il serait

intéressant de vérifier si les trouvailles humaines correspondent aux trouvailles murines.

Ce mémoire porte sur I'influence du bagage génétique sur le phénotype et la fonction des cellules
NK en contexte physiologique et pathologique, principalement néoplasique. Les cellules NK sont
tres hétérogenes au sein méme d’un individu et peuvent varier dans leurs nombres, leurs
proportions, leur répertoire de récepteurs activateurs et inhibiteurs ainsi que dans leurs
fonctions. Ainsi, chaque sous-type de cellule NK a un réle particulier avec un potentiel de
production de cytokines et de cytolyse variable. Des évidences humaines et murines ont

démontré que les cellules NK peuvent se développer en dehors de la moelle osseuse comme dans
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les ganglions lymphatiques et le thymus respectivement avec des rdles biologiques uniques [233].
Plusieurs mécanismes régulés par les genes contribuent a cette hétérogénéité. Une meilleure
compréhension de l'influence des variations génétiques entre chaque individu sur les cellules NK

est donc nécessaire.

Méme si ce mémoire porte sur la caractérisation phénotypique et fonctionnelle des cellules NK
chez la souris, les travaux présentés demeurent pertinents en clinique. D’abord, la protéine
CD11d est présente chez I'humain [178,234] et la modulation de son expression pourrait
représenter une cible thérapeutique intéressante pour augmenter l'infiltration intra-tumorale
par les cellules NK. De plus, chez I’humain, en plus de leur subdivision selon I’expression de CD56
et CD16 [33], les cellules NK peuvent également étre classées selon I'expression de CD11b et CD27
[235,236]. Comme chez la souris, les cellules NK CD27-CD11b  humaines présentent un phénotype
relativement immature alors que les cellules CD27*CD11b" et CD27*CD11b* produisent le plus de
cytokines. Finalement, le phénotype CD11b*CD27" est le plus cytotoxique [235]. Plus d’études
sont nécessaires pour confirmer que ces sous-types humains représentent bel et bien I'équivalent
murin. Ceci nous guiderait pour sélectionner des cellules NK a potentiel surtout cytotoxique qu’on

pourrait utiliser comme thérapie cellulaire anti-cancéreuse chez I’"humain.

Des difficultés éthiques et techniques limitent notre compréhension du développement des
cellules NK chez I'homme. C’est pour cela que des souris dites humanisées, comme des souris
immunodéficientes greffées de cellules humaines, constituent un moyen robuste et accessible de

disséquer davantage le développement des cellules NK humaines [233].
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4.3. Conclusion

L’objectif de ce mémoire consistait a étudier I'influence de la génétique sur le phénotype et la
fonction des cellules NK dans un contexte physiologique puis néoplasique. Pour y arriver, nous
avons d’abord étudié le role de CD11d sur la biologie des cellules NK. Nous avons noté que la
perte de I'expression de CD11d n'affecte pas la proportion et le nombre absolu des cellules T, des
cellules B, des cellules NK, des monocytes, des cDC et des pDC. Cette perte par contre affecte
I'expression des sous-unités d'intégrine CD11a, CD11b, CD11c et CD18 de maniere spécifique au
type de cellule immunitaire. La diminution de I’expression de CD11b et CD11c était notée surtout
dans les cellules NK des souris CD11d-KO qui présentaient également une diminution du
marqueur de dégranulation CD107a lors de la stimulation in vitro. Les cellules NK des souris
CD11d-KO étaient par contre présentes dans des proportions plus élevées dans les tumeurs que

les cellules NK provenant des souris B6.

Par la suite, nous avons comparé les fonctions des cellules NK entre la souris B6 et NOD. Cette
derniere est connue d’avoir plusieurs défauts immunitaires. Nous avons démontré que les cellules
NK de NOD ne réussissent pas a produire adéquatement des facteurs cytotoxiques clés, a savoir
I'IFN-y, le TNFa et le GzmB, pour chaque étape de maturation fonctionnelle. Elles n’induisent par
ailleurs pas I'expression du marqueur d’activation NKG2D suite a leur stimulation. Nous avons
aussi démontré que les cellules NK CD27* des backgrounds NOD et B6 perdent |'expression du
CD27 dans la rate, favorisant une augmentation des cellules NK CD11b*CD27-. A I'inverse, ce sont
surtout des cellules NK CD27* des deux lignées qui s'accumulent préférentiellement dans les
tumeurs B16. Enfin, les cellules NK transférées de NOD ne parviennent pas a contrbler
adéquatement la croissance tumorale, contrairement a leurs homologues B6, malgré un

phénotype similaire dans la rate et le lit tumoral.

Les résultats présentés dans ce mémoire clarifient davantage I'influence de la génétique sur la
biologie des cellules NK. Une compréhension plus compléte de la sous-unité CD11d et de
I'intégrine CD11d/CD18 dans les cellules NK murines et éventuellement humaines est justifiée et

pourrait potentiellement avoir des implications thérapeutiques dans le traitement du cancer. De
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plus, les suites logiques a ces travaux seraient d’étudier les cellules NK chez des patients
prédisposés a des maladies auto-immunes comme le diabéte (en analogie a la souris NOD), ce qui
pourrait nous offrir une meilleure compréhension des altérations du role anti-tumoral des cellules
NK et des mécanismes immunitaires favorisant le développement de cancers chez ces patients.
Les découvertes qui en découleraient permettraient de cibler les défauts immunitaires et peut-

étre de les renverser.
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