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Dans la vie, rien n'est a craindre, tout est a comprendre.

Marie Curie (1867 — 1934)
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Résumé

Le FcRn ou récepteur néonatal pour la portion Fc des IgG est un récepteur " clé " qui
prolonge la demi-vie sanguine des IgG et de I’albumine et assure leur distribution dans les
tissus. Ainsi, ce récepteur est capable de prendre en charge et de moduler les propriétés de
certains nouveaux biomédicaments, comme les anticorps thérapeutiques, dont la structure est
basée sur celle des IgG. Plus récemment, son role s'est étendu a la réponse immunitaire
humorale et anti-tumorale de par sa participation aux processus de phagocytose et de
présentation antigénique des complexes immuns. Méme si I’expression du FcRn est
considérée comme ubiquitaire, certains travaux indiquent que le niveau d’expression du FcRn
dans les différents tissus ou organes pourrait étre a 1’origine d’une modulation de ses
fonctions. Dans ce contexte, nous avons premie¢rement montré que 1’expression du FcRn était
diminuée dans le tissu cancéreux pulmonaire par rapport au tissu sain, chez des patients
atteints de cancer du poumon non a petites cellules. Cette diminution d’expression est
inversement corrélée au pronostic des patients. Afin de comprendre les répercussions de la
diminution de I’expression du FcRn sur le développement tumoral, nous avons mis en place
un modele murin syngénique de métastases pulmonaires, en implantant des cellules B16F10
chez les souris déficientes en FcRn (FcRn -/-). L'absence de FcRn influence la réponse anti-
tumorale, en altérant le nombre de cellules dendritiques et de cellules TCD8 dans ce modele,
comme cela avait été préalablement démontré par Baker et al. Pour la premiere fois, nous
avons montré que l'absence du FcRn influencait le développement/maturation et I’activité
fonctionnelle (production d'IFNy et capacité¢ de dégranulation) des cellules NK, fragilisant
ainsi encore plus I'immunosurveillance anti-tumorale. Ces nouveaux résultats sur les cellules
NK mettent en avant un role jusqu’alors encore inconnu du FcRn dans le développement, la
maturation et les fonctions des cellules NK. Les mécanismes a ’origine de cet effet restent
encore a ¢lucider, mais semblent impliquer un défaut de réponse a certaines cytokines

intervenant dans la biologie des cellules NK.

Mots-clés: FcRn, cancer pulmonaire, modele murin B16F10, cellules dendritiques, cellules

TCDS, cellules NK, IFNy et CD107a"



Résumé en anglais

FcRn or neonatal receptor for the Fc portion of IgG is a "key" receptor since it extends
the half-life of IgG and albumin and ensures their distribution in the tissues. Thus, this
receptor is able to support and modulate the properties of some new biomolecules such as
therapeutic antibodies, whose structure is based on that of IgGs. More recently, its role has
been extended to the humoral and anti-tumor immune response by its participation in the
phagocytosis and immune complex antigen presentation processes. Although the expression
of FcRn is considered ubiquitous, some studies indicate that the expression level of FcRn in
the different tissues or organs may modulate its functions. In this context, we first showed that
the expression of FcRn was decreased in lung cancer tissue compared to healthy tissue, in
patients with lung cancer. This decreased expression is inversely correlated with the prognosis
of the patients. In order to understand the impact of the reduced FcRn expression on tumor
development, we implemented a syngeneic murine model of lung metastases, implanting
B16F10 cells in FcRn deficient mice (FcRn -/-). The absence of FcRn influences the anti-
tumor response, by altering the number of dendritic cells and TCDS8 cells as previously
demonstrated by Baker et al. We showed for the first time that the lack of FcRn altered the
development / maturation and the functional activity (production of IFNy and degranulation
capacity) of NK cells, thus weakening even more anti-tumor immunosurveillance. These new
results on NK cells highlight a new role of FcRn in the development, maturation and
functions of NK cells. The mechanisms underlying this effect need to be elucidated but seem

to imply a lack of response to some cytokines involved in the biology of NK cells.

Keywords: FcRn, lung tumor, B16F10 mice model, dendritic cells, T CD8 cells, NK cells,
IFNy and CD107a".



Table des matieres

REMETCICIMEILS ...ttt ettt ettt et b ettt b et sa e bt et e saeebeeatesaeennenaeens 4
RESUIME ...ttt ettt e sb e st et et e be e st e et e s e ne 7
RESUME €N ANELAIS ....eeeeiiieiiieciee et et e et e e e taeesteeesnseeesseeensaeeennseens 8
TabIe dES MALICTES .....eeuuieieieiie ettt ettt ettt et eeat e e beesaee et e e eaaeeee 9
LiSte des taDI@AUX ..cc.veetiiiiiieie ettt 12
LIStE dES TIZUIES ..ottt et ettt ettt e et e e st e e bt e s neeenbeenseesnbeeneeens 13
LStE @S QNMMEXES...c.uvieutieiiieiieeiie ettt ettt et e et e e et e et e s st e eabe e steenbe e seeenbeebeesneeenbeenneeens 15
Liste des abIEVIAtIONS .....cueiuieiiiiiiieiceieeeet ettt sttt ettt nae e 16
Liste des PUDLICALIONS .....c.vieeiieiieiie ettt ettt ettt ettt e ete e st e esbeessaesebeesseeesseeseessseensneans 18
Liste des communications dans 1€S CONGIES ........cc.eeriiriiiniieiiieiierie ettt 19
INErOdUCTION ..ottt ettt et 20
1 Le FcRn ou récepteur néonatal pour la portion Fc des IgG ........ccoooieviiiiiiiiieniiiiii, 21

A, Structure du FCRI ... 21

1.A.1 Le FcRn, un hétérodimere composé d’une chaine a et de la B2 microglobuline

21

1.A.2  Le FcRn et la famille des Fcy récepteurs ........oceevieriiiiiiniieieieeieeie e 24
1.A3 Homologie protéique du FcRn de I'Homme, du rat et de la souris................... 26
B. Lesligands du FCRIN..............cooooiiiiii e 28
1.B.1 LES TZG it ees 28
1.B.2 L AIDUMINE ..ottt ettt et e e e 33

C. Expression du FCRI ..o e 36
1.C.1 Expression et distribution protéique du FCRN........coocvvviiiiiiiiiiiiieieie 36
1.C.2 Le @ENE FCGRT/ICIT .ottt 39
1.C.3 La variabilit€ genétiqUe........cccvuiieiiieeiiieeiiie et et etee e e eeeree e 39
1.C.4 Régulation de I’expression du FCGRT ........coccveeeceeeeeciieeiieeesieeeiee e 42

2 Les fonctions du FCRN......ooiiiiiiiiiiiiieeee e 44
A. Homéostasie des IgG et de I’albumine..................c.coooiiiiiiiiiiiiiniieeee 44
2.A.1 Recyclage des IgG et de I’albuming..........cccooecveeiiiiieniieeniiecieeeeeeee e 44
2.A2 Transcytose des IgG et de I’albumine...........ccceeeevveeiieiienieniieeiecieeeeee e 46
2.A3 Recyclage et trancytose des IgG : implications thérapeutiques ....................... 49
2.A4 Recyclage et transcytose des anticorps monoclonaux thérapeutiques ............. 51
B. Role du FcRn dans la réponse immunitaire.................c.ccooceeviiniinnienieeceeee, 55



2.B.1 Role du FcRn dans 1a phagoCytoSe ......veevveeeciiieeiiieeiie e 55

2.B.2 Role du FcRn dans la présentation des antigenes ..........cocceeevveeeeveeriiieenneeens 56
2.B3 Immunité des muqueuses et FCRN.........cccoiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e, 58
2.B4 Réponse immunitaire humorale .............cccoooviiiiieniiiiiieiieeeee e 59
2.B.5 Réponse immunitaire anti-tumorale ..........c.cceecveeeriiieiiieeiiicceceee e 60
Contexte et objectifs de 1a these ...............cccooviiiiiiiiii e 62
RESUIEALS ...ttt st st 65

Premiére partie: La diminution du niveau d’expression du FcRn dans les tumeurs de
p

patients atteints de cancer pulmonaire non a petites cellules est associée a un mauvais

pronostic. (Travail collaboratif) .........cccuiieiiieiiiicie e 66
INEFOAUCTION L.t e et e et e e e ta e e e baeeesaaeesaseeesssaeesaeeensseesseeennes 67
RESUILALS PIINCIPAUX ..euvviiiiiiieiiieeciie et eite et e et e et e et e e s teeessteeesaseeesaeessseesssaeessseeensseeesees 69

Deuxiéme partie : L’absence d’expression du FcRn dans le microenvironnement tumoral

influence le développement et les fonctions des cellules NK. .........ccccoeviiviiiiiiiniiiiiiicies 70
INEEOAUCTION ...ttt ettt e et e bt e et e e bt e st e enbeenbeeens 71
Al Les cellules NK ...t 72
a. Le développement et la maturation des cellules NK........ccccoceiiiniiiiniininiinicicnne 73
b. Facteurs intrinseques : les facteurs de transcription..........cocceceveererieneenenieneeniennens 75
c. Facteurs extrinseques : signaux du miCroenvironNEmMenNt ............eeeevveerveeerveersuveennnnns 77
d. Homéostasie et circulation des NK .......c.ccooiiiiiiiiiiii e 77
e. Les ¢éléments de la reconnaissance des cellules NK..........ccccoooiiiiiiiiniinniiieiee 79
f.  Les fonctions effectrices des cellules NK ..o 81
€. LA CYLOTOXICIEG...cuviiiieiiiieiieeie ettt ettt et ettt e st e et e e ssaesabeesaaeenbeenseesnseeseeans 82
h. La production de cytokines et ChimioKINes............ccoeeueeriieriieniieriienieeieeeie e 83
RESUIALS PIINCIPAUX ...eouvieiiieiiieeiieetieeiie ettt ettt ettt e st e et e seaeebeesateesseessaesnseenseesnseenseesnsens 84

Résultats complémentaires non publiés concernant le réle du FcRn dans le

développement/maturation et les fonctions des cellules NK.................cccooviiiiniieinnnnnnen. 86
A. Matériel et mEthOdes ..............coooiiiiiiiii e 86
Qe ADIIMNAUX ¢ttt ettt b et et b et st b et h b et e et 86
b.  Préparation des suspensions cellulaires a partir des tissus de SOUTiS.........cccveerveennne. 86
c. Isolement des cellules NK a partir de la rate des SOUTIS.........cceevveeieenieniieiienieeiens 87
d. Cytométrie en flux : caractérisation des cellules NK..........ccccocoviiiviiiiiiiiiciiiceieee, 87
€. WESIEIN-BIOT ...eiiiiiiee e e n 88
B RESUIATS ..o 89



a. L'absence du FcRn altére 1'expression du CD122 par les cellules NK ........................ 89

b. L'absence du FcRn altére I'expression du CD69 et NKG2D par les cellules NK......... 91
c. L'absence du FcRn altere l'expression du récepteur S1P5 par les cellules NK........... 92
DIESCUSSION ..ottt ettt ettt ettt et s et et e sbeesteenaee s 94
1) Expression du FCRn dans 1€ CanCers.........cocuvieriiieiiiiiciieeeiieeciee e 95
2) Influence de I’expression du FcRn dans la réponse immunitaire anti-tumorale.......... 99

3) Influence de I’expression du FcRn dans le développement/ maturation et fonctions des

CITULES NNK ...t e e e et e e e ab e e e bae e s abaeessseeensaeeensaeeennnes 102
4) Expression du FcRn et développement thérapeutique ...........ccceeeevverieeieenienieeneenne. 105
COMCIUSION......c.eiiiiiii ettt ettt ettt e be e s e eees 107
PeISPECLIVES ...t e et e e et e e e et e e e e nbr e e e e baaeeeentaaeeeanns 110

1) Régulation de I’expression du FcRn dans les cellules et le microenvironnement
100100 10) v 1 KOOSR 111
2) Influence de I’expression du FcRn dans les cellules cancéreuses..........ccceeveennennee. 111
3) Impact du niveau d’expression du FcRn sur I’efficacité de la réponse anti-tumorale 112

4) Impact de 1’absence de FcRn sur le développement/maturation et les fonctions des

CEIIULES INK ...t sttt sttt et et s eeaees 112
BibLIOGraphie..........coooiiiiiii e st 114
RESUIME ...ttt ettt et e st e b e eee 139
RESUME €N ANELAIS ....eeeniiieeiiiieciie ettt e et e et e et e e et e e sabaeesaeesnsneeenns 139

11



Liste des tableaux

Tableau 1 : Variation de la séquence en acides aminés des IgG de I’'Homme, la souris et du
rat, impliquée dans l'interaction avec le FcRn, d’apres (Victor Ghetie and Ward 2000;
Ward, Velmurugan, and Ober 2014) ........cccuiieiieeiiieeieeeteeeee ettt 32

Tableau 2 : Expression du FCRn par especes et tiSSUS. ......cevviieviiiiiieeniieeiee e 38

Tableau 3 : Principaux travaux concernant I’impact du polymorphisme VNTR sur
I’expression du FCGRT et les fonctions du FcRn, chez 'Homme............ccccocveinnnnne. 40

Tableau 4 : Liste des principaux SNPs identifiés chez 'Homme.............ccccoeiiiniiniiiiinnns 41

Tableau 5 : Principaux travaux concernant la régulation de I’expression du FCGRT/fcgrt. .. 43

Tableau 6 : Principaux travaux sur la protection des muqueuses grice au transport
bidirectionnel des IZG .......oiiiiiiiiii e 49

Tableau 7 : Principaux travaux portant sur I’impact de I’interaction IgG-FcRn sur la
PharmacoCINEIQUE AES AC. ..ouiiiiieiieiiieiieiie ettt ettt e e ebe e b e snbeensaeensaens 54

Tableau 8 : Principaux récepteurs NK chez I’Homme et la souris d’apres de (Pegram et al.

20T L)ttt h et b e bbbt ettt 80
Tableau 9 : liste des anticorps utilisés pour caractériser les cellules NK de souris ................ 88
Tableau 10 : liste des anticorps utilisés pour les expériences de western-blot ....................... 89

12



Liste des figures

Figure 1 : Représentation schématique (A) et tridimensionnelle (B) du récepteur FcRn. ...... 22
Figure 2 : Structures cristallographiques (A) et comparaison des sillons (B) du FcRn humain

(hFcRn), rat (rFcRn), (PDB code 3FRU) et d’une molécule CMH I, HLA-A2 (PDB code

2CLR). ettt bbbt bbbttt et 23
Figure 3 : Représentation schématique des Fcy et du FcRn chez la souris. ........cccccecveeeennenne. 24
Figure 4 : Représentation schématique des Fcy et du FcRn chez I’'Homme. ..........cccccueneene. 25

Figure 5 : Alignement des séquences protéiques de la chaine lourde du FcRn humain, murin

et de rat, obtenues sur Uniprot (http:/Www.uniprot.org/align/) .........cccceeeevreerveecreennnens 27
Figure 6 : Représentation schématique de la structure d’une IgG humaine.............c..ccueennee.n. 29
Figure 7 : Représentation schématique du clivage enzymatique d'une IgG............ccccoeeeniees 30

Figure 8 : Représentation schématique et cristallographique de 1’interaction du FcRn avec
UNE [ZG MUMAINE. ..ottt ettt e e et e ssbeenseesaneens 31
Figure 9 : Représentation tridimensionnelle suite a la co-cristallisation du FcRn humain avec
I’albumine humaine, d’aprés Oganesyan et al, 2014 et Sand et al. 2015....................... 34
Figure 10 : Sites impliqués dans la liaison du FcRn humain aux IgG et a I’albumine, d'apres
(Oganesyan et al. 2014; Knudsen Sand et al. 2015).......ccoceeviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 36
Figure 11 : Représentation schématique des génes FCGRT chez I'Homme et fcgrt chez la
souris Source de I'information. http:/Wwww.ensembl.org...........ccccevvvirriiiiniieeniieeieeens 39
Figure 12 : Représentation schématique des mécanisme de recyclage et de transcytose des
IgG et de I’albumine, d'aprés (Knudsen Sand et al. 2015).......cccovieeiiieeiiiieieeeeeee, 46
Figure 13 : Transfert materno-feetal/nouveau-né des IgG, d'apres (Pyzik et al. 2015)............ 47
Figure 14 : FcRn et protection des muqueuses, cas de la lumiére intestinale, d'aprés (Pyzik et
AL 2005 et ettt ettt et naeen 48
Figure 15 : Représentation schématique de différents formats d’Ac thérapeutiques sur le
marcheé et en developPEeMENt.........ccc.iviiiiieiiieeieece e e 52
Figure 16 : Représentation schématique des ¢léments influencant la relation dose-réponse au
cours d’un traitement par Ac thérapeutique, illustration tirée de (Goupille 2018). ......... 53

Figure 17 : Mod¢le potentiel du role du FcRn dans la phagocytose, d’apres (Stapleton et al.

Figure 18 : Représentation schématique de la présentation antigénique par les cellules

dendritiques, d'apreés (Knudsen Sand et al. 2015). ...cccvveiiiieiiiieieece e, 58

13



Figure 19 : FcRn et immunité des muqueuses, cas de la muqueuse intestinale, d'apres (Pyzik
LAY B 0 ) TSRS RPRRURRNt 59
Figure 20 : Représentation schématique de I'implication du FcRn dans la réponse anti-
tumorale, d'apres (Baker et al. 2013). ...occoiiiiiiiiieiieeeeeeee e 61
Figure 21: Représentation schématique du développement des cellules NK chez la souris... 74
Figure 22: Principaux facteurs de transcription impliqués dans le développement/maturation
des NK Chez 18 SOULIS. c...oviiiiiiiieeietcece e 76
Figure 23: Facteurs extrinséques impliqués dans le développement/maturation des cellules
NK, d'apres (Stabile et al. 2018). ..ocovieiieiieeiieieeie et 77
Figure 24: Sortie des cellules NK de la MO vers la périphérie, d'apres (Rouzaire et al. 2012).

Figure 26: Représentation schématique de la fonction cytotoxique des cellules NK contre la
cellule tumorale, adapté de (Morvan and Lanier 2015). .....ccocveeiiieiiiieniieeciee e 82
Figure 27 : Isolement des cellules NK de souris par tri magnétique négatif............c.cccue...... 87

Figure 28: Analyse par cytométrie en flux de l'expression du marqueur CD122 sur les cellules

Figure 29: Analyse par cytométrie en flux de I'expression des marqueurs NKG2D et CD69
sur les cellules K ... e 91
Figure 30: Analyse par western-blot de l'expression du récepteur S1P5 dans des extraites
protéiques de CEllUIES A€ SOUTTS. ...iiiuiiiiiiiieeiieeciie ettt et e e e e veeeaaeeas 93

Figure 31: Schéma récapitulatif de I’implication du FcRn dans la réponse anti-tumorale... 109

14



Liste des annexes

Annexe 1 : Article 3 : Crucial Role for Immune Complexes but Not FcRn in Immunization

against Anti-TNF-a Antibodies after a Single Injection in Mice .........cccceevuverieeneennnnn 138

15



Liste des abréviations

A

A.A.: Acides aminés

Ac: Anticorps

AcM: Anticorps monoclonal

ADC: “Antibody

ADCC: « Antibody Dependent Cell
Cytotoxicity »

Ag : Antigéne

AP : Activator Protein

ARN : Acide ribonucléique

APC : Allophycocyanine

B

2m: B2 microglobuline

C

CD : Cluster de Différenciation

CDR: « Complementarity Determining
Regions »

Cl-IgG: Complexe Immun-IgG

CL: domaine constant

CMH: Complexe Majeur
d'Histocompatibilité

CNV: « Copy Number Variation »
CPA : Cellule présentatrice d’antigene

CSH : Cellule Souche hématopoiétique
F

Fab : Fragmet antigen binding

Fc: Fragment cristallisable

FcyR : « Fragment constant y Receptor »
FCGRT/fcgrt : géne du FcRn
humain/souris

FcRn: Récepteur néonatal au Fc

hFcRn: Récepteur néonatal au Fc humain
mFcRn: Récepteur néonatal au Fc murin

FITC: Fluorescein Isotocyanate

G
GM-CSF: Granulocyte-macrophage

colony-stimulating factor
H

HRP: horseradish peroxidase
I

IFN: Interferon

Ig: Immunoglibuline

IgG: Immunoglobuline G

IL : Interleukine

ILC : « Innate Lymphoid Cells »

iNK : NK immatures

Iono : Ionomycine

ITAM : « Immunoreceptor Tyrosine based
Activation »

ITIM : « Immunoreceptor Tyrosine based
Inhibition »

IVIG: Intravenous Immunoglobulin
K

KIR : « Killer like Immunoglobulin

Receptor »

L

LPS : Lipopolysaccharide
M

M® : Macrophages
M-CSF: Macrophage colony-stimulating

factor

16



N

NCR : « Natural Cytotoxicity Receptor »
NK : Natural Killer

NKP : précurseurs des NK

P

Pe : Phycoérythrine

PeCy : Phycoérythrine Cyanyne

PD: Pharmacodynamique

PK: Pharmacocinétique

PMA : Phorbol 12-Myristate-13-Acetate
Pré-NKP: pré-precurseurs des NK

R

RT-PCR: « Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction »
RT-QPCR: « Quantitative reverse

transcription PCR »
S

SNP: «Single Nucleotide Polymorphism»
S1P: Sphingosine-1-phosphate

S1P5: Sphingosine-1-phosphate receptor 5
T

TAM: «Tumor Associated Macrophage»
TAN: «Tumor Associated Neutrophils»
TGF: «Transforming Growth Factor»
TH: lymphocyte T helper

TNF: «Tumor Necrosis Factor»

v

VIH: Virus Immunodéficience Humaine
VL: domaine variable

VNTR: « Variable Number Tandem
Repeat »

W

WT : « Wild-Type », terme utilisé¢ pour

désigner les souris sauvages

17



Liste des publications

Lack of FcRn impairs natural killer cell development and functions in the tumor

microenvironment.

Diana Cadena Castaneda, Christine Dhommée, Thomas Baranek, Emilie Dalloneau, Laurie
Lajoie, Alexandre Valayer, Christophe Arnoult, Marie-Véronique Demattéi, Delphine
Fouquenet, Christelle Parent, Nathalie Heuzé-Vourc’h and Valérie Gouilleux-Gruart.

Frontiers in Immunology. 2018.

Generation of specific antisera directed against D-amino acids: focus on the

neuroanatomicals distribution of D-glutamate and other D-amino acids.

Rafael Covefias Arturo Mangas, Manuel Lisardo Sanchez, Diana Cadena, Marianne Husson,

Michel Geftard. Folia Histochem Cytobiol. 2017.

Crucial role for immune complexes but not FcRn in immunization against anti-TNFa

antibodies after a single injection in Mice.

Christophe Arnoult, Guillaume Brachet, Diana Cadena Castaneda, Nicolas Azzopardi,
Christophe Passot, Celine Desvignes, Gilles Paintaud, Nathalie Heuzé-Vourc’h, Hervé Watier

and Valérie Gouilleux-Gruart. Journal of Immunology. 2017.

Downregulation of the neonatal Fc receptor expression in non-small cell lung cancer

tissue is associated with a poor prognosis.

Emilie Dalloneau, Nadine Baroukh, Konstantinos Mavridis, Agnés Maillet, Fabien
Gueugnon, Yves Courty, Agnes Petit, Thomas Kryza, Maguy Del Rio, Serge Guyetant, Diana
Carolina Cadena Castaneda, Christine Dhommée, Christophe Arnoult, Andreas Scorilas,

Valérie Gouilleux-Gruart and Nathalie Heuzé-Vourc’h. Oncotarget. 2016.

Assessing complement blockade in patients with paroxysmal nocturnal

hemoglobinuria receiving eculizumab.

Régis Peffault de Latour, Véronique Fremeaux-Bacchi, Raphaél Porcher, Aliénor Xhaard,
Jérémie Rosain, Diana Cadena Castaneda, Paula Vieira-Martins, Stéphane Roncelin, Paula
Rodriguez-Otero, Aurélie Plessier, Flore Sicre de Fontbrune, Sarah Abbes, Marie Robin and

Gérard Socié. Blood. 2015.

18



Liste des communications dans les congres

. Communications orales

Pulmonary delivery of monoclonal antibodies in an animal model of lung tumors.
Diana Cadena Castaneda, Emilie Dalloneau, Valérie Gouilleux-Gruart and Nathalie Heuzé-

Vourc’h.

Workshop, “New Advances in animal Models and preclinical Imaging for translational
Research in Cancerology” Cancéropdle Grand Ouest (CGO); October 31st to November 3rd
2015, Nantes, France.

. Posters

Abnormal FcRn-dependent NK cell maturation in B16F10 experimental lung

metastasis model.

Diana Cadena Castaneda, Christine Dhommée, Thomas Baranek, Emilie Dalloneau, Laurie
Lajoie, Christophe Arnoult, Delphine Fouquenet, Christelle Parent, Nathalie Heuzé-Vourc’h

and Valérie Gouilleux-Gruart.

= Annual Meeting of the French Society for Immunology (SFI) co-organized with the
French Cytometry Association (AFC), 7-9 November 2017, Reims, France.

= Cell Symposia Cancer and Imflammation; 11-13 June 2017, San Diego CA, USA
Influence of FcRn expression during tumorigenesis in an animal model of lung
tumors.

Diana Cadena Castaneda, Christine Dhommée, Emilie Dalloneau, Christophe Arnoult,
Delphine Fouquenet, Christelle Parent, Laurie Lajoie, Thomas Baranek, Nathalie Heuzeé-

Vourc’h and Valérie Gouilleux-Gruart.

= Biotechnocentre ; 13-14 October 2016, Domaine de Seillac, France.

19



Introduction

20



1 Le FcRn ou récepteur néonatal pour la portion Fc des IgG

Au cours des années 1960, Francis William Rogers Brambell (1901-1970) a été le premier a
proposer 1'existence d'un récepteur pour la partie Fc (Fragment cristallisable) des anticorps
(Ac), le récepteur Fc néonatal (FcRn) ou récepteur de Brambell (Brambell FW 1964;
Brambell FW. 1966; Brambell 1969). Il émit une hypothése pour expliquer I'homéostasie des
immunoglobulines G (IgG) sériques. Cette hypothése proposait l'existence de récepteurs de
récupération dans des cellules de type inconnu qui liaient et recyclaient les IgGs présentes
dans le sérum. Ce processus ne concernait que les IgG et permettait la transmission des IgG
maternelles vers le feetus ou le nouveau-né. Parallélement, d'autres travaux concernant la
demi-vie des immunoglobulines montraient une grande différence entre les demi-vies des IgG
(environ 21 jours) et celles des IgA, IgM et des IgE (<7 jours). De plus, il était suggéré que ce
processus de protection des IgGs était saturable (JL Fahey and Robinson AG 1963;
Waldmann TA and Strober W 1969). Ainsi, l'hypothése de Brambell a été avancée en
I'absence de connaissance du ou des types de cellules impliquées. Ce n'est qu'a partir des
années 1980 que cette hypotheése fut confirmée par différents groupes (V Ghetie et al. 1996;
Simister NE and Ahouse JC 1996). Le FcRn a été¢ alors identifi¢ comme le récepteur
responsable de la liaison des IgG a 1'épithélium intestinal des rats nouveau-nés (Simister et al.

1985) et du transfert des IgG de la mére vers le nouveau-né.
A. Structure du FcRn

1.A.1 Le FcRn, un hétérodimére composé d’une chaine a et de la B2

microglobuline

Les travaux de Simister & Mostov en 1989 chez le rat ont révélé, par des analyses protéiques,
que la chaine lourde du FcRn partageait une homologie de 22%-29% avec celles des
différentes molécules du Complexe Majeur d'Histocompatibilit¢ (CMH) de classe 1. En 1994,
les études sur la structure du FcRn, d’abord chez le rat, puis chez 'Homme et la souris
(Burmeister et al. 1994), ont permis de confirmer que le récepteur Fc néonatal (FcRn) était un
hétérodimére glycoprotéique composé¢ d’une chaine lourde a glycosylée de 45 kDa pour
I'Homme et 51 kDa pour les rongeurs, en association non covalente avec la B2 microglobuline
(B2m) de 12 kDa (Figure 1). Les premiers indices qu'une association du FcRn avec la f2m

¢tait nécessaire et importante pour l'assemblage d'un récepteur fonctionnel proviennent des
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souris knock-out B2m (Zijlstra et al. 1990), qui présentent des défauts de plusieurs fonctions
associées au FcRn. Les nouveau-nés déficients en f2m présentent un taux sérique d'lgG plus
bas a la naissance et accumulent moins d'IgG avant le sevrage que leur homologues
"sauvages" (V Ghetie et al. 1996). De plus, les souris adultes dépourvues de f2m ont un taux
de renouvellement des IgG plus élevé, ce qui entraine des taux sériques d'IgG plus faibles

(Israel et al. 1997; Junghans and Anderson 1996).

Chaine lourde a
45-52 KDa

Chaine légére
B2m: 12KDa

Membrane;bg
endosomale®

C-ter

Figure 1 : Représentation schématique (A) et tridimensionnelle (B) du récepteur FcRn.

(A) Le FcRn est constitué d’une chaine lourde a, présentant 3 domaines : al et a2 (violet) qui forment un sillon
étroit incapable de fixer des peptides et un domaine a3 (bleu); d’une région transmembranaire (TM) et d’une
partie C-terminale (C-Ter). Cette chaine est liée de fagon non-covalente a la f2 microglobuline (2m). (B)
Structure tridimensionnelle du FcRn obtenue a partir du Code " Protein Data Bank (PDB) " :4NOU ; réalisée a
I’aide du logiciel Cn3d) ; (Oganesyan et al. 2014).

Les études de 'expression du hFcRn (FcRn humain) seul ou en combinaison avec la B2m dans
des cellules de mélanome humain (FO-1) ont démontré que la f2m était importante pour
I'expression en surface cellulaire du FcRn et qu'en son absence le récepteur était retenu dans
le réticulum endoplasmique (Praetor and Hunziker 2002). En I'absence de f2m, la liaison IgG
est diminuée par rapport a celle du FcRn natif. Ainsi, I'assemblage de la chaine lourde du
FcRn avec la B2m est important, a la fois pour le transport du FcRn du réticulum
endoplasmique a la surface cellulaire et pour sa fonction (Xiaoping Zhu et al. 2002).

La chaine lourde o présente trois domaines extracellulaires (al, o2 et a3), une région
transmembranaire (TM) et un domaine intra-cytoplasmique (IC). Les domaines al et o2
forment un sillon retrouvé également dans les molécules du CMH I. Cependant, a la
différence des molécules de classe I, le FcRn ne peut pas accueillir de peptides en raison des
réarrangements de ses hélices a. Le réarrangement de I'hélice a2 du FcRn est dii a une

" rupture " de I'hélice, introduite par la présence d’une proline en position 162, entrainant la
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fermeture du sillon (Bjorkman et al. 1987). En raison d'un repositionnement global de I'hélice
al et de la flexion de la partie C-terminale de 1'hélice a2, les hélices du FcRn sont
considérablement plus proches les unes des autres. Les représentations de surface des
sommets des domaines FcRn et des domaines al et a2 de CMH de classe I montrent qu'il n'y

a pas de sillon continu pour le FcRn (Figure 2).

A hFcRn

13-16.3 14-20 12-14.5

Figure 2 : Structures cristallographiques (A) et comparaison des sillons (B) du FcRn humain (hFcRn),
rat (rFcRn), (PDB code 3FRU) et d’une molécule CMH I, HLA-A2 (PDB code 2CLR).
D'aprés (Zeng et al. 1997; West and Bjorkman 2000).

Ceci est en corrélation avec les résultats biochimiques montrant que le FcRn soluble ne
contient pas de peptides endogénes (Burmeister et al. 1994). Les domaines a3 et f2m du
FcRn se superposent étroitement aux domaines correspondants des CMH de classe 1. De
nombreux contacts entre la chaine lourde / f2m sont conservés entre le FcRn et les molécules
de classe I. Cependant, la chaine lourde FcRn établit des contacts supplémentaires avec la
B2m. C’est le cas de la boucle entre les brins 1 et 2 du domaine al qui descend pour entrer
en contact avec la P2m. En revanche, les domaines extracellulaires, les parties
transmembranaires et les régions cytoplasmiques du FcRn et du CMH de classe I ne sont pas

étroitement apparentées. Le fait que les domaines cytoplasmiques du FcRn partagent
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beaucoup moins d'homologie avec les molécules du CMH de classe I est cohérent avec les

différentes activités fonctionnelles des deux types de protéines.

1.A.2 Le FcRn et la famille des Fcy récepteurs

De par sa capacité a lier la partie Fc des immunoglobulines G (IgG), le FcRn est considéré
comme un membre de la famille des récepteurs Fcy (Ravetch and Bolland 2001; Nimmerjahn
and Ravetch 2008). L’IgG étant I’isotype le plus abondant dans la circulation sanguine, il est
capable d’activer de nombreux récepteurs Fcy (FcyRs) présents sur différents types de cellules
effectrices (Nimmerjahn and Ravetch 2008; Nimmerjahn et al. 2005). La famille des
récepteurs FcyRs peut étre partagée en deux types de FcyR : les FcyRs de type I, qualifiés
¢galement de FcyR " classiques " et les FcyRs de type 11, qualifiés de FcyR " non classiques ",
auquel appartient le FcRn (Hogarth and Pietersz 2012; Pincetic et al. 2014; Bruhns and
Jonsson 2015) (Figures 3 et 4).

FeyRs de Type I FeyRs de Type 1T
A |
5 LI Fort 1
Forte Faible Forte Affo e
Affinité Affinité Affinité nité a
inité inité inité DH<G.5 SIGN-RI
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(CD64) (CD32B) (CD16) FcRn
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Expression dendritiques DC, DC, Neutrophiles DC, Eosinophiles DC, Mono/M® Granulocytes, DC,
(DC) Basophiles, Basophiles, cellules endothéliales
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Figure 3 : Représentation schématique des Fcy et du FcRn chez la souris.
Les fonctions, leur localisation génétique et leur expression au niveau des cellules sont indiquées dans le tableau.

NA : non analysé. Illustration d’aprés Bruhns, Blood 2015.
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Dans le cadre de cette thése, nous n’aborderons que les grandes lignes a propos de la famille

des FcyRs, le FcRn étant 1I’objet de cette these, il sera décrit plus en détail ultérieurement.
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Figure 4 : Représentation schématique des Fcy et du FcRn chez I’Homme.
Les fonctions, leur localisation génétique et leur expression au niveau des cellules sont indiquées dans le tableau.

NA : non analysé. [llustration d’aprés Bruhns, Blood 2015.

Les FcyRs " classiques " appartiennent a la super famille des immunoglobulines (Ig). Ils sont
constitués de 2-3 domaines extracellulaires de type immunoglobuline. Les motifs de
signalisation intracellulaire sont soit a I’extrémité du récepteur lui-méme (comme c’est le cas
des FcyRlIla, FcyRIIb et FcyRlIlc), ou sur une chaine y associée au FcR et ils sont de deux
types (Hamerman and Lanier 2006; Abram and Lowell 2007).

e Motif activateur ITAM " Immunoreceptor Trosine-based Activation Motif "

e Motif inhibiteur ITIM " Immunoreceptor Trosine-based Inhibition Motif "
Le site de liaison des récepteurs aux IgG est situé sur le domaine CH2 et la partie inférieure
de la région charniere du Fc de I'[gG. Chaque récepteur se lie au Fc prés de sa région
charniére avec un ratio steechiométrique de 1/1 (récepteur/IgG). Leur interaction avec la partie
Fc des IgG déclenche des fonctions effectrices diverses et complexes. Ces derniéres pouvant

étre altérées par différents éléments, tels que :
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e des variations génétiques: chez I’Homme par exemple, les polymorphismes
mononucléotidiques ou SNP peuvent affecter leur affinité pour le Fc des IgG. Nous
distinguons les variants His131 et Argl31 pour le FcyRIla et les variants Vall58 et
Phe158 pour le FcyRIlIIa (Bibeau et al. 2009; Concetti and Napolioni 2010).

e la glycosylation au niveau du Fc intervient dans la stabilité¢ structurale des Ac et
influence I’affinité des IgG pour les récepteurs FcyRs (Subedi and Barb 2015).

Parmi les fonctions effectrices induites par 1’interaction IgG-FcyRs, nous distinguons : la
sécrétion de molécules solubles telles que les cytokines, 1’induction de la cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des Ac (ADCC), la phagocytose, I’inflammation et dans le
cas des récepteurs d’inhibition, I'inhibition de ’activation. Les signaux transmis par les motifs
cytoplasmiques des FcyRs ou leurs chaines associées modulent également la présentation de
l'antigeéne, la sécrétion de cytokines et les récepteurs de cytokines ou I'expression de protéines
co-stimulatrices (Nimmerjahn and Ravetch 2008).

Enfin, les FcyRs " non classiques ", sont représentés par les récepteurs de type C lectine (ex:
DC-SIGN chez I'Homme et SIGN-R1 chez la souris) qui interagissent avec les
oligosaccharides riches en acide sialique des IgG et déclenchent des fonctions anti-
inflammatoires (X. Yu et al. 2013; Lanoue et al. 2004). La protéine TRIM21 est un récepteur
intracellulaire qui interagit avec les complexes IgG-virus afin de neutraliser les virus avant
leur réplication et initier leur dégradation dans le protéasome (Keeble et al. 2008). A c6té de
ces récepteurs s'ajoute le FcRn, qui lie le Fc des IgG et assure des fonctions complexes et
multiples qui seront décrites tout au long de cette these. Ces récepteurs se fixent entre les
domaines CH2-CH3 du Fc dans un rapport de 2/1 (Pincetic et al. 2014).

Le role de ces récepteurs a la surface ou a I’intérieur des cellules est de permettre la mise en
place d’une réponse spécifique de I'antigéne (via les Ac) avec un recrutement approprié¢ des
cellules du systéme immunitaire. Cette interaction résulte en différents processus en fonction
de la classe de récepteur Fc, du type de cellule impliquée et méme la nature et 'amplitude du

signal du ligand (Van Der Poel et al. 2010; Lux et al. 2013).

1.A.3 Homologie protéique du FcRn de I'Homme, du rat et de la souris

Les travaux sur le séquencage des chaines a du FcRn de différentes especes, ainsi que les
travaux sur sa fonction de prise en charge des IgG ont révélé non seulement une homologie,
mais aussi sa conservation entre ces especes. Les séquences du FcRn chez la souris et le rat

étant fortement liées et la forme humaine plus divergente (Figure 5).
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RAT 239 NGLASGSGNCSTGPNGDGSFHAWSLLEVKRGDEHHYQCQVEHEGLAQPLTVDLDSPARSSV 299
TM+IC *
|
I 1
HUMAIN 299 LVVGIVIGVLLLTAAAVGGALLWRRMRSGLPAP WISLRGDDTGVLLPTPGEAQDADLKD 357
SOURIS 299 PVVGIVLGLLLVVVAIAGGVLLWGRMRSGLPAPWLSLSGDDSGDLLPGGNLPPEAEPQG 357
RAT 300 PVVGIILGLLLVVVAIAGGVLLWNRMRSGLPAPWLSLSGDDSGDLLPGGNLPPEAEPQG 358

Motifs WXXe@ DXXXLL

Interactions Calmoduline Protéine adaptatrice 2 (ADP2)
TM+IC

T_L\

HUMAIN 358 VNVIPATA 365

SOURIS 358 ANAFPATS 365

RAT 359 VNAFPATS 366
Figure 5 : Alignement des séquences protéiques de la chaine lourde du FcRn humain, murin et de rat,
obtenues sur Uniprot (http://www.uniprot.org/align/)
Code des acides aminés (a.a.) a 1 lettre. Rouge: a.a. communs aux 3 espéces; Bleu: a.a. communs a 1'humain et a
l'une des 2 espéces. Vert: a.a. communs a la souris et au rat. *: sites des ponts disulfures. Gras: sites de
glycosylation. Au niveau de la région TM+IC, en gras italique, les motifs tryptophane (WXXgp) et dileucine
(DXXXLL) interagissent avec la protéine AP2 (Adaptor protein 2), en violet, connue pour son role de protéine
adaptatrice dans I'endocytose. En vert, Lls acides aminés nécessaires a l'interaction avec la calmoduline, qui

intervient dans la régulation du flux calcique agissant sur le "trafficking" du FcRn.

Les séquences aminées des chaines lourdes de la souris et du rat partagent 91% d'identité
(Ahouse et al. 1993) tandis que la chaine lourde hFcRn partage 65% d'identité avec ses
homologues de rat et souris (Story, Mikulska, and Simister 1994). Les études chez les
primates non humains (les macaques), ont suggéré que les chaines oo du FcRn humain et celui
des primates non humains possédaient des fonctions et une expression tissulaire similaires

(Datta-mannan et al. 2012; Uno, Utoh, and Iwasaki 2014). Par ailleurs, I’alignement des
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séquences a révélé une similitude de 92,60% avec la séquence du FcRn humain
(http://www.ensembl.org/).

I faut également remarquer que la chaine lourde du FcRn différe entre ces especes par leur
niveau de glycosylation. Chez I'Homme, il y a un site unique de N-glycosylation sur
l'asparagine en position 105 (domaine al). En revanche chez la souris et le rat il y a 3 sites de
N-glycosylation supplémentaires sur les asparagines en position 87 (domaine al), 128
(domaine a2) et 225 (domaine a3) (Kuo et al. 2009).

Enfin, ’analyse du domaine cytoplasmique du FcRn chez le rat montre la présence de signaux
d'endocytose (Wu and Simister 2001). Le tryptophane en position 311 et le motif dileucine
(positions 322 et 323), conjointement avec l'acide aspartique a la position 317 et/ou 318 sont
des composants nécessaires aux signaux d'endocytose. Dans les modéles de cellules
polarisées, le FcRn au niveau de la membrane plasmique est principalement présent du coté
basolatéral. Cette distribution dépend des signaux qui chevauchent ceux qui gouvernent

I'endocytose (Newton, Wu, and Simister 2005).
B. Lesligands du FcRn

Le FcRn possede deux ligands: les IgG et l'albumine, auxquelles il se lie de facon pH
dépendante (liaison a pH 6-6,5 et dissociation a pH 7-7,4). Les IgG et I'albumine sont les deux
types de protéines les plus abondantes dans la circulation sanguine et représentent 80-90% du
pool de protéines totales. En outre, chez 'Homme, ces deux protéines partagent une longue
demi-vie sérique qui s'éléve a 19-21 jours ; en revanche, chez la souris la demi-vie sérique de
I'albumine s'éléve a 2-3 jours et a 4-8 jours pour les IgG (Dixon, Maurer, and Deichmiller

1953; Spiegelberg and Fishkin 1972; Vieira and Rajewsky 1988).

1.B.1 Les IgG

Les IgG (naturelles) ont une unit¢ de base commune formée d’une structure comprenant
quatre chaines. Elles sont composées de deux chaines légeres (L: "Light") identiques (25 kDa)
de 200 a 220 acides aminés (a.a.) et de deux chaines lourdes (H: "Heavy") identiques (50
kDa) de 450 a 455 a.a. Les IgG se répartissent en 4 sous-classes, IgG1, IgG2, 1gG3 et [gG4 et
se distinguent, d’une part, par leur spécificité antigénique et d’autre part, par leurs taux
sériques respectifs pouvant présenter des variations inter-individuelles. Les chaines 1égéres
sont de deux types, k et A, et sont constituées d’'un domaine variable (Vr) et d’'un domaine
constant (Cr). Cette structure a quatre chaines est stabilisée par des liaisons disulfures inter-

chaines et intra-chaines, ainsi que par des liaisons non-covalentes. Les parties amino
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terminales des chaines H et L sont caractérisés par une composition d'acides aminés tres
variables et sont désignées respectivement par Vu et V. La partie constante de la chaine L est
désignée CL, alors que la chaine H est divisée en trois domaines (CH1, CH2 et CH3) avec une
région charniére située entre le premier et le deuxiéme domaine constant (Figure 6.A)

(Williams and Barclay 1988; Schroeder HW and Cavacini L 1999).

A B

Fab vanable

( Fragment

Antigen Binding )
= Reg10n
Chanuele \

Fc S

( Fragment

Cristallisable ) GHErRaEATEs Structure tridimensionnelle de la
région hypervariable

VH/VL: Régions variables
CH/CL: Régions constantes

Figure 6 : Représentation schématique de la structure d’une IgG humaine

(A) Une IgG est composée d’une partie variable dont la fonction est la reconnaissance de 1’antigéne et d’une
région constante aux fonctions effectrices et présentant des résidus glucidiques (Parekh et al. 1985). Fab :
fragment de liaison a l'antigéne (Ag), " fragment antigen-binding " ; Fc: Fragment cristallisable. (B) La structure
3D avec les CDR (couleurs claires) et FR (bleu foncé) a été réalisée avec Pymol (PDBID : 1IGT), d’aprées
(Finlay and Almagro 2012).

La partie variable se compose de six régions hypervariables ou CDR (Complementary
Determining Regions) de 5 a 15 acides aminés (a.a.) formant des boucles entre des régions
charpentes ou FR (Framework), (Figure 6.B). Ces six boucles hypervariables, appartenant aux
domaines Vu et Vi, peuvent se rapprocher dans 1’espace grice a des interactions non
covalentes pour former une zone particuliere appelée paratope, responsable de la liaison de
I’Ac a un épitope spécifique au niveau de 1’antigéne (Ag). Les régions hypervariables sont
propres a chaque Ac. Leurs séquences et leurs organisations spatiales sont responsables de la
spécificité d’un Ac pour un épitope sur un Ag donné. Ainsi, un Ac posséde deux sites de
liaison a I’Ag, un au bout de chaque bras, et d’une partie constante aux fonctions effectrices
complexes. Les IgG peuvent également étre caractérisées par differents fragments obtenus

apres clivage enzymatique a la papaine ou a la pepsine (Figure 7).
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Figure 7 : Représentation schématique du clivage enzymatique d'une IgG

La papaine permet d’obtenir 2 fragments différents : le Fab ("Fragment antigen-binding") et le fragment Fc,
(Rousseaux, Rousseaux-Prévost, and Bazin 1983). La pepsine digére 1’Ac au niveau des ponts disulfure de la
région charniére, liberant ainsi le fragment F(ab)’2, (Lachmann 1971). La région charniére permet de relier le
fragment F(ab)’2 au Fc et apporte également une grande flexibilité a I’ Ac, qui peut ainsi interagir avec 1’Ag dans

différents plans de I’espace (Hanson, Schumaker, and Y guerabide 1981).

Un autre ¢lément important de la structure et de la fonction des IgG est la présence de résidus
glucidiques au niveau du fragment Fc. Les IgG présentent un site de N-Glycosylation au
niveau de chaque domaine CH2 sur I’asparagine 297 (Asn297). Le motif oligosaccharidique
de base comprend un heptamere bi-antennaire, composé¢ de N-acétylglucosamine et de
mannose. Ce motif conservé peut étre modifié par 1’ajout d’un nombre variable de résidus de
fucose a sa base, de galactose ou d’acide sialique a ses extrémités (Parekh et al. 1985). Les
glycosylations au niveau du Fc interviennent dans la stabilité structurale des Ac et influencent
I’affinité des IgG pour les récepteurs FcyRs (Arnold et al. 2007). Par exemple, des IgG non
glycosylées sont incapables de se fixer aux FcyRs pour médier leurs fonctions effectrices
d’élimination des Ag (Tao and Morrison 1989). De plus, la composition du motif
oligosaccharidique influence elle aussi I’activité des Ac. En effet, des taux anormaux d’IgG
sans acide sialique ou galactose sont retrouvés chez des patients atteints de maladies auto-
immunes, par exemple la polyarthrite rhumatoide (Casburn-Budd et al. 1992). Il a également
ét¢ montré que des IgG non fucosylées présentent des fonctions effectrices améliorées
(Shields et al. 2002).

L’implication des motifs oligosaccharidiques des IgG dans D’interaction IgG-FcRn a été
évaluée et s’est avérée nulle. Cependant, la méme étude démontre que la glycosylation a un

effet sur la distribution membranaire du FcRn (Kuo et al. 2009).
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1.B.1.1 Interaction FcRn-IgG

Le FcRn lie les IgG de fagon pH-dépendante avec une forte affinité, de I’ordre du
nanomolaire, a pH 5-6 (pH des endosomes) et avec une liaison trés faible dont I’affinité n’est
pas mesurable a pH 7-7,4 (pH physiologique) (Rodewald 1976; Malini Raghavan, Gastinel,
and Bjorkman 1993; Vaughn and Bjorkman 1998; Goebl et al. 2008). L'interaction FcRn-IgG
se produit selon une steechiométrie 1: 2, avec une IgG se liant a deux molécules FcRn via ses
deux chaines lourdes (Figure 8), (Huber et al. 1993; Sanchez, Penny, and Bjorkman 1999).
Cependant, certains travaux utilisant la chromatographie et la résonance plasmonique de
surface suggerent que la steechiométrie FcRn-IgG est de 1:1 (Popov et al. 1996). L'ensemble
de ces données, certes contradictoires, peut malgré tout s'accorder avec I'hypothése d'une
steechiométrie 1:2, avec les 2 sites qui coopereraient négativement. Dans cette hypothése, la
fixation d'une IgG entrainerait une diminution de l'affinité de la seconde IgG pour le FcRn, ce
qui expliquerait que dans certaines expériences les résultats donnent 1'impression que la
steechiométrie est de 1: 1 (Huber et al. 1993).

Grace aux ¢tudes portant sur la structure cristallographique du complexe IgG-FcRn, nous
savons que D’interaction IgG-FcRn implique la région CH2-CH3 de I'lgG et les trois
domaines extracellulaires de la chaine alpha (al, a2, et a3) ainsi, que la chaine légére f2m

du FcRn (Burmeister, Huber, and Bjorkman 1994; Xiaoping Zhu et al. 2002).

IgG

Glu115
Glu11e

Asp 130
Trp131
Glu133
Leu 135

Membrane Pod .
Endosomale %’)»?%%
S

Figure 8 : Représentation schématique et cristallographique de I’interaction du FcRn avec une IgG
humaine.

(A) Liaison FcRn-IgG humaine a D’intérieur d’une vésicule d’endocytose (pH <6,5). (B) Structure
tridimensionnelle de la liaison FcRn-IgG obtenue a partir du Code PDBID: 4NOU et réalisée a 1’aide du logiciel
Pymol. Les résidus intervenant dans l'interaction FcRn-IgG sont en rouge pour ceux sur I'IgG, en jaune pour

ceux sur la chaine o du FcRn et en bleu clair pour ceux sur la f2m (Andersen and Sandlie 2009).
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Ainsi, plusieurs acides aminés conservés et situés a I’interface du domaine CH2-CH3 de I’'IgG
ont été identifiés comme jouant un réle central dans I’interaction avec le FcRn (Medesan et al.
1997, Ober et al. 2001):
e Chez le rat et la souris, les résidus His310, GIn311, His435, [1e253 et His436 de I’'lgG
interagissent avec les résidus Glul17, Glul18, Glul32, Trp133, Glul35 et Asp137 du
FcRn ; le résidu Ilel de la f2m joue un rdle direct dans I’interaction.
e Chez 'Homme, les résidus His310, GIn311, His435, 1le253 et Tyr436 de I'lgG
interagissent avec les résidus Glul15, Glul16, Asp130, Trp131, Glul33 et Leul35 du
FcRn et le résidu Ilel sur la f2m.
La séquence -His-Asn-His-Tyr- (a.a. 433-436) du domaine CH3 est importante pour la liaison
dépendante du pH et ces résidus sont hautement conservés d'une espéce a l'autre (Tableau 1)
(Ward, Velmurugan, and Ober 2014). Dans une moindre mesure, les acides aminés en
position 257, 307 et 309 participent également a I’interaction Fc-IgG (Medesan et al. 1997; M
Raghavan et al. 1995). Les résidus histidines sont essentiels a la liaison FcRn-IgG car ce sont
des acides aminés basiques chargés positivement a pH 6,5 et neutres a pH 7,4 (J. K. Kim et al.
1999) et par conséquent responsables de la dépendance au pH. Des études de liaison ont
montré que le FcRn murin est capable de lier les IgG de différentes especes alors que le FcRn
humain se lie a 1'IgG de I’Homme, du lapin et du cobaye, mais peu aux IgG de rat, de bovin et

de souris (West and Bjorkman 2000; Ober et al. 2001; J. Zhou et al. 2003).

Position | 252 253 254 255 256 257 | 307 308 309 310 311 | 433 434 435 436
Humain  IgGl Met Ile Ser Arg Thr Pro | Tor Val Len His Gln | His Asn His Tyr
IeG2 Met Ile Ser Arg Thr Pro | Thr Val Val His Gln | His Asn His  Tyr
IgG3 Met Ile Ser Arg Thr Pro | Tor Val Len His Gln | His Asn Arg  Phe
IgG4 Met Ile Ser Arg Thr Pro | Tor Val Len His Gln | His Asn His Tyr
Souris IgG1 Thr Ile Thr Lew Thr Pro | Pro Ile Met His Gln | His Asn His His
IgG2a Met Ile Ser Leu Thr Pro | Pro Ile Gln His Gln | His Asn His His
IgG2b Met Ile Ser Leu Thr Pro | Pro Ile Gln His Gln | Lys Asn  Tyr  Tyr
IgG3 Met Ile Ser Leu Thr Pro | Pro Ile Gln His Gln | His Asn His His
Rat IgG1 Thr  Ile Thr Len Thr Pro | Pro Ile Leuw His Gln | His Asn His His
IgG2a Thr Ile Thr Len Thr Pro | Pro Ile Val His Arg | His Asn His His
IgG2b Leu Ile Ser Gln  Asn  Ala | Pro Ile Gln His Gln | His Asn His His
IgG2c Met Ile Thr Len Thr Pro | His Ile Gln His Gln | His Asn His His

Tableau 1 : Variation de la séquence en acides aminés des IgG de I’Homme, la souris et du rat,
impliquée dans l'interaction avec le FcRn, d’aprés (Victor Ghetie and Ward 2000; Ward, Velmurugan,
and Ober 2014)
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Enfin, nous savons que le fragment B de la protéine A du staphylocoque se lie au FcRn sur les
acides aminés intervenant dans la liaison FcRn-IgG, entrant ainsi en compétition avec les IgG

(M Raghavan et al. 1994).

1.B.2 L’albumine

L’albumine participe au maintien du pH et a I'équilibre osmotique du plasma nécessaire a la
bonne distribution des fluides corporels entre les compartiments intra-vasculaires et les tissus.
L'albumine a un rdle important dans le transport, la distribution et le métabolisme de
nombreux ligands endogenes et exogenes (acides gras, acides aminés, stéroides, métaux et de
nombreux produits pharmaceutiques) (Fasano et al. 2005; Curry 2009; Ishima et al. 2009; Bal
et al. 2013). L'albumine est exclusivement synthétisée par les hépatocytes du foie et sécrétée
dans la circulation sanguine a une concentration de 40 mg/ml chez la souris et I'Homme
(Peters 1996). C'est une protéine globulaire de 66,5 KDa, hautement soluble et stable, non
glycosylée. La séquence primaire et la structure cristallographique de 1’albumine humaine
montrent que la protéine est un polypeptide unique avec 585 résidus contenant 17 paires de
ponts disulfure et une cystéine libre qui stabilisent I’ensemble de la structure. L'albumine est
constituée de trois domaines homologues DI, DII et DIII, comprenant chacun deux sous-

domaines (A et B) (Brown 1976; X. M. He and Carter 1992; Curry 2009) (Figure 9).
1.B.2.1 Interaction FcRn-albumine

Ce sont les travaux de Chaudhury et al. en 2003 qui ont révélé la prise en charge de
I’albumine par le FcRn. Lors d’expériences de purification du complexe FcRn-IgG, ils ont
montré que le FcRn liait une autre protéine, 1’albumine, présente dans le milieu de culture.
Cette liaison était comme pour le FcRn dépendante du pH ; le pH étant Iégerement plus acide
pour la liaison a I’albumine.

Le clonage et l'expression de chacun des domaines constituant l'albumine a permis de
déterminer, par résonnance plasmonique de surface a pH acide, que la fixation au FcRn
s'effectue principalement au niveau du domaine DIII (Chaudhury et al. 2006; Andersen et al.

2012) (Figure 9).
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Figure 9 : Représentation tridimensionnelle suite a la co-cristallisation du FcRn humain avec
I’albumine humaine, d’aprés Oganesyan et al, 2014 et Sand et al. 2015.

Les trois domaines du FcRn (al, a2 et a3) sont représentés en vert et la sous-unité f2m en gris, tandis que les
trois domaines de l'albumine sont représentés en rose (DI), en orange (DII) et en bleu clair (DIII). En jaune, le
résidu H166 du FcRn stabilise la structure de la boucle contenant les résidus W51, W53, W59 et W61. Les
résidus W53 et W59 sont représentés par des sphéres rouges. (A) Zone d’interaction du résidu W59 du FcRn
avec une poche hydrophobe dans le domaine DIITA. (B) Zone de contact hydrophobe du FcRn (W53) avec le
domaine DIIIB. (C) Gros plan des zones structurelles de DI qui interagissent avec le FcRn. (D) Gros plan de
l'interface structurelle montrant la liaison hydrogéne intramoléculaire entre I'albumine et le FcRn. (E) Gros plan
de l'interface structurelle montrant ’interaction entre la f2m (bleu foncé) et l'albumine. E: Acide Glutamique; F:
Phénylalanine; H: Histidine; K: Lysine; L: Leucine; N: Asparagine; R: Arginine; S: Sérine; T: Thréonine; V:
Valine; W: Tryptophane.

Elle implique plus particulierement trois résidus histidines conservés entre les especes (H464,
HS510 et H535). D'autres résidus du domaine III influencent de fagon plus modérée la fixation
au FcRn : K500, K536, K538 et P537 (Oganesyan et al. 2014; Schmidt et al. 2013). Sur le
FcRn, le résidu histidine en position 166 a été identifié, par des expériences de mutagenese
dirigée, comme étant essentiel a la liaison a l'albumine. Ce résidu est situ¢ au niveau du
domaine a 2 et stabilise une structure en boucle contenant deux résidus tryptophane
importants : W53 et W59. Ces résidus entrent en contact avec des "poches hydrophobes" de
l'albumine. Plus spécifiquement, le résidu W59 forme des interactions hydrophobes avec les
résidus T422 (T: thréonine), V426 (V: Valine), L460 (L: Leucine), L463 et T467 dans le

sous-domaine DIIIA. Tandis que le résidu W53 est inséré dans une poche hydrophobe entre
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deux hélices a du sous-domaine DIIIB, qui comprend trois résidus phénylalanine F507, F509,
et F551 ainsi que deux résidus thréonine T508 et T527. Cette interaction impliquant le résidu
W53 nécessite une modification conformationnelle de I'albumine qui fait intervenir les résidus
500-510, qui font partie d'une longue boucle reliant DIIIA et DIIIB. Les deux résidus clés
H510 et H535 sont situés dans cette boucle et participent a l'interaction FcRn-albumine en
stabilisant la position de la boucle a pH acide. La troisieme histidine, H464, fait partie de
l'environnement hydrophobe qui accueille le résidu W59. Enfin, notons que de maniére
intéressante, les structures cristallographiques suggerent également que 1'albumine peut entrer
en contact avec la sous-unité 2m, impliquant des interactions entre ses résidus R12 et E50
avec le résidu E505 et F502 de la chaine latérale de l'albumine. L’ensemble des données
suggere que la stoechiométrie de la liaison FcRn-albumine estde 1 : 1.

De facon intéressante, les travaux de Schmidt et al 2013 (Schmidt et al. 2013) ont révélé que
la liaison de 1I’albumine avec des acides gras entrainerait un changement de conformation
pouvant affecter sa liaison avec le FcRn. Cet effet est dii au fait que dans le domaine DIII, il y
a une région de haute affinité pour les acides gras. Ces connaissances ont permis de
comprendre comment les ligands interagissaient avec I’albumine et comment cela impactait sa
prise en charge par le FcRn, ce qui par conséquent affecterait son transport et son dépot dans
I’organisme. Plus récemment, les travaux de Pyzik M et al, 2017, chez la souris, ont montré
qu'un blocage de l'interaction FcRn-albumine permettait de protéger les hépatocytes d'une
intoxication par le paracétamol. Cet effet est di a une redirection et dégradation de
l'albumine-paracétamol dans le systéme biliaire.

Enfin, il a été rapporté que le fibrinogéne pouvait entrer en compétition avec 1’albumine et les
IgG, cependant les mécanismes de cette nouvelle prise en charge restent a ¢lucider (Alberio et
al. 2018). Ces nouvelles connaissances sur 1’albumine pourraient ouvrir des nouvelles
perspectives thérapeutiques sur la fagon de traiter les intoxications au paracétamol via le

ciblage de I’interaction du FcRn avec 1’albumine.
1.B.2.2 Influence réciproque des interactions FcRn-1gG et FcRn-albumine

Les travaux de Chaudhury et al. de 2003 et 2006 ont montré que le FcRn pouvait se lier a la
fois a une IgG et a une molécule d'albumine, suggérant que les sites de liaison de ces 2
ligands étaient différents et suffisamment éloignés pour éviter un encombrement stérique
entre eux. D'autre part, le modele du complexe albumine/FcRn/IgG obtenu a partir des
données de co-cristallisation du FcRn de rat et d'un Fc indique qu'il y a une distance d'au

moins 24 A entre I'albumine et le Fc. D'aprés cette modélisation, les Fab d'une IgG compléte
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ne pourraient a priori pas se trouver a moins de 10 A de l'albumine, ce qui est compatible
avec le fait que le FcRn lie ces deux molécules simultanément et sans incidence de la fixation
de I'une sur l'affinité de l'autre (Schmidt et al. 2013). Des résultats similaires ont été retrouvés
par Oganesyan et ses collegues (2014) concernant le FcRn humain (Figure 10).

A B

FcRnhumain pH 8.2 FcRn humain pH 4.2

Albumine

Figure 10 : Sites impliqués dans la liaison du FcRn humain aux IgG et a 1’albumine, d'apres
(Oganesyan et al. 2014; Knudsen Sand et al. 2015).

(A) Structure cristallographique du FcRn humain, présentant les principaux résidus d'acides aminés impliqués
dans la liaison aux IgG, représentés par des spheres bleues (L112, E115, E116, W131, P132 et E133), tandis que
les résidus centraux pour la liaison a l'albumine (W51, W53, W59 et W61) sont montrés par des sphéres rouges.
La boucle contenant les tryptophanes est régulée en fonction du pH par le résidu H166 dans le domaine o2
(sphéres jaunes). Les gros plans montrent comment le résidu H166 stabilise la boucle des résidus d'acides aminés
a pH acide. Ces interactions ne sont pas visibles dans la structure a un pH basique. (B) Structure

tridimensionnelle du complexe Fc d’IgG/FcRn/Albumine (Code : 4NOU).

C. Expression du FcRn

1.C.1 Expression et distribution protéique du FcRn

Le FcRn est présent chez tous les mammiferes, avec néanmoins quelques différences entre les
espeéces (Ward and Ober 2009) (Tableau 2). Son expression est ubiquitaire, c'est-a-dire que le
FcRn est exprimé dans tous les organes (Latvala et al. 2017). Au niveau cellulaire, il a tout
d’abord été décrit dans les cellules épithéliales polarisées puis endothéliales (Roberts,
Guenthert, and Rodewald 1990; Israel et al. 1997; Leach et al. 1996; Borvak et al. 1998) et il
est également largement exprimé par les cellules du systéme hématopoiétique, telles que les
monocytes, macrophages (M®), cellules dendritiques, neutrophiles, les cellules B et T (X Zhu

et al. 2001; Gestur Vidarsson et al. 2006; Bruhns 2015). Néanmoins, certaines cellules sont
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dépourvues de FcRn comme c'est le cas des adipocytes, de I'endothélium des capillaires

rénaux, intestinaux et du tissu mammaire et des cellules Natural Killer (NK), des plaquettes,

des érythrocytes. La localisation du FcRn est principalement intracellulaire au sein

d’endosomes avec une distribution variable le long du réseau vésiculaire. Il est retrouvé a la

surface cellulaire en faible quantit¢ et de maniere variable en fonction de la cellule et de

l'espece (Rath et al. 2013). La répartition intracellulaire est modifiée dans les cellules

¢épithéliales polarisées en fonction du pdle apical et basal (Claypool et al. 2004).

Primate

OTrlgs 23:- Type cellulaire Humain non‘ S%l,l;l s Rat Référence
humain
Hépatocytes + + + +
Cellules de Kupffer ++ ++ ++ ++ (Latvala et al. 2017)
Foie Cellules épithéliales
_ + + + +
sinusoidales
4 * *% (V Ghetie et al. 1996*,
+ +
Extraits totaux NA NA Blumberg et al. 199 5)
Entérocytes apicaux ++ ++ ++ ++
Enteroc?/tes (Cryptes i . i . (Latvala et al. 2017
de Liberkiihn)
Appareil Cellules de Globet ++ ++ + ++
digestif (Israel et al. 19977;
Extraits totaux et Shah et al. 20037
o ) +* NA +** NA Dickinson et al. 19997;
lignées cellulaires .
Ben Suleiman et al.
2012")
Neurones - - - -
Cellules d?s plexus NA . ++ i (Latvala et al. 2017)
choroides
Cerveau Cellules des
. . (Schlachetzki, Zhu, and
microvaisseaux NA NA NA + .
| Pardridge 2002)
(épendymocytes)
Nerf .
L. Tissus nerveux - - - -
sciatique
Ceeur Cardiomyocytes - - - - (Latvala et al. 2017)
Muscles Myocytes - - - -
Cellules épithéliales
Thyroi - - - -
yroide folliculaires
Vaisseaux Cellules (V Ghetie et al. 1996;
. . NA NA + NA
sanguins endothéliales Borvak et al. 1998)
Choroide, rétine - - Jretrr JTet (H. Kim et al. 2008";
Eil Epithélium ciliaire - - . - Powner et al. 2014™;
Cornée, iris, lentille - - - - Latvala et al. 2017)
Pulpe rouge (M®) ++ ++ ++ ++
Rate Pulpe blanche * " (Latvala et al. 2017;
(lymphocytes) Bruhns 2015%)
Thymus T lymphocytes -* - - -
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Organe Primate Souris
Tigs sus Type cellulaire Humain non. WT Rat Référence
humain
. N (Latvala et al. 2017,
Ganglions Lymphocytes - - - - Bruhns 2015°)
Cellules de Sertoli - - - -
o crues 7o seron (Z. Lietal. 2011";
N rﬁ())ljiucteur Cellules ‘eplthehales . ) Gupta et al. 2013°";
p (urétre et - - - - Latvala et al. 2017)
endocervix)
Glande Cellules de
surrénale Chromaffin ) ) ) ) (Latvala et al. 2017)
Podocytes
Epithélium du (Sarav et al. 2009"; S.
Rein glomérule + NA +* NA Akilesh et al. 2008™;
Cellules du tube Haymann et al. 2000"")
proximal
Gl.an(.ie Cellules s.éc.rétrices i i i i (Latvala et al. 2017)
salivaire (acini)
s (P Cianga et al. 19997;
1 1Tul hélial
M(;n?;lieire Ce u;:se:clznie 1ales + NA +* NA Petru Cianga et al.
2003")
(Roberts, Guenthert,
oo Cellules de e B B
Sac vitellin lendoderme NA NA + + and Rodewald 19907; V
Ghetie et al. 1996™)
Syncytiotrophoblast ]
Placenta e, cellules + NA NA NA (.Le.a ch et al. 1996;
. Simister et al. 1996)
endothéliales
1lul .
hémai)e olil'éiis . (Gestur Vidarsson et al.
Moelle cerl)lulesqu . 2006"; Bruhns 2015°;
" et T NA 4* ot NA X Zhu et al. 2001™;
osseuse dendritiques, .
Shreeram Akilesh et al.
monocytes, M®, N
L . 2007%)
polynucléaires
camamaao| gy |
alveolaires) (Latvala et al. 2017)
Cellules épithéliales
bronchiques
Poumon § +
Extraits totaux et e Epithelium (Sakagami et al. 2006";
Epithélium ) w bronchique N Spiekermann et al.
. +7/-7" sauf s + o .
Bronchique/ Lo + 2002™; V Ghetie et al.
L M® alvéolaires + L, .
alvéolaire Lignée 1996™)
poumon

Tableau 2 : Expression du FcRn par espéces et tissus.

+ a +++: expression faible a forte ; *-***: correspond aux différentes références qui rapportent I'expression du
FcRn; -: absence d'expression sauf indication par une * et NA : non analysé. L'étude de I'expression du FcRn a
été effectuée avec les différents outils de détection disponibles (Immunohistochimie, RT-PCR, RT-QPCR,
microscopie a fluorescence et Western-blot) Abréviations: WT: "Wild type", pour souris de type sauvage. En
fonction des travaux et donc des techniques utilisées par les auteurs, les résulats sur I'expression du FcRn dans
un méme tissu peuvent diverger. C'est par exemple le cas du poumon, dont les résultats plus récents de Latvala et
al. 2017, différent par rapport a ceux rapportés par Ghetie et al. 1996; Spiekermann et al. 2006 et Sakagami et al.
2006.
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1.C.2 Le géne FCGRT/fcert

La chaine lourde o du FcRn est codée par le chromosome 19 chez I'Homme (FCGRT) et le
chromosome 7 chez la souris (fcgrt) (Ahouse et al. 1993; Kandil et al. 1996; J E Mikulska et
al. 2000). Les orthologues du FCGRT ont ¢été largement identifiés chez de nombreuses
especes de mammiféres et de marsupiaux (Adamski, King, and Demmer 2000; Sayed-Ahmed
et al. 2010). Les genes FCGRT et fcgrt s'étendent sur 14kb et 10kb respectivement, et sont

composés de 7 exons et 6 introns (Figure 11).

FCGRT

<& 14055 pb >
Chrly  © E >
472 87 252 276 270 117 324
Exons
1
Introns I 11 I v Y VI
636 408 77 10020 680 436
Jegrt € 10862 pb >
Chr 7
Exons
Introns 1 11 11 v Y VI
366 331 228 6480 1261 426
Régions 5’UTR ol a2 o3 1C/3’UTR
5"UTR/SP TM/IC

Figure 11 : Représentation schématique des genes FCGRT chez 'Homme et fcgrt chez la souris
Source de l'information: http://www.ensembl.org

Les 7 exons sont représentés par des rectangles numérotés et les introns par une ligne continue avec une
numérotation en chiffres romains. Les régions non codantes sont en bleu clair pour I'Homme et en violet clair
pour la souris, les régions codantes en bleu foncé ou en violet foncé. La taille des exons en nucléotides est
inscrite au-dessus et la taille des introns au-dessous des chiffres romains correspondants. UTR : extrémités 5’et

3’non traduite. SP : peptide signal; TM : domaine transmembranaire; IC : région intracellulaire.

Dans les 2 especes, l'exon 1, une partie de I'exon 2 et une portion de l'exon 7 permettent
I'obtention de séquences non codantes S'UTR et 3' UTR. Les domaines al, a2 et a3 sont
codés par les exons 3, 4 et 5 respectivement. L'exon 6 code le domaine transmembranaire
(TM) ainsi que les acides aminés de la portion cytoplasmique (IC). Notons que les introns 4

font entre 6-10kb et contiennent de multiples séquences répétées de type Alu.

1.C.3 La variabilité génétique

Etant donné I'importance du FcRn dans la pharmacocinétique (PK) des Ac et notamment des
Ac thérapeutiques, des recherches ont été¢ effectuées afin d'identifier les polymorphismes

génétiques susceptibles d'influencer 'expression et les fonctions du FcRn. 1l a été constaté que
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la diversité allélique du géne FCGRT chez 'Homme est faible, avec peu de polymorphismes
identifiés (Ahouse et al. 1993; Kandil et al. 1996; J E Mikulska et al. 2000). Parmi ceux-ci,

nous comptons :

e Un polymorphisme de type "Variable Number Tandem Repeat" (VNTR). Ce
polymorphisme, identifi¢ par (Sachs et al. 2006), se situe dans la région 5' au niveau du
promoteur. Il s'agit d'une séquence de 37 pb dans l'intron 1 qui se répete de 1 a 6 fois. 11
existe donc cinq alleles différents de VNTR1 a VNTRS. Les alleles VNTR2 et VNTR3
sont les plus communs (7,5% et 92% chez les caucasiens, et 3,2% et 96,8% chez les
japonais, respectivement) (Sachs et al. 2006; Ishii-Watabe et al. 2010). De nombreuses
études se sont intéressées a 1'impact de ce polymorphisme sur I’expression et les fonctions

du FcRn (Tableau 3).

Type de tissu, Type de cellule Résultats Références

Activité transcriptionnelle du FCGRT :

Lignée myél ire U93
ignée my€lomonocytaire U937 hétérozygotes < VNTR3/VNTR3

Transcrits FCGRT : hétérozygotes < homozygotes et (Sachs et al. 2006)
Monocytes (donneurs sains) fixation des IgG a pH acide :
hétérozygotes < VNTR3/VNTR3

Sang de donneurs sains et de patients . .
£ p Pas d’association entre le polymorphisme VNTR et la

atteints d’une néphropathie lupique (X.-J. Zhou et al. 2009)

. . thologi
(population chinoise) patiiofogie
Sang de femmes enceintes et sang de Pas d’impact du polymorphisme sur le passage (Freiberger, Ravcukova,
cordon correspondant materno-feetal des IgG et al. 2010)

Niveau d’ARNm du FcRn diminué chez les malades
Pas d’association entre le polymorphisme VNTR et la
pathologie

(Freiberger, Grodecka,
etal. 2010)

Sang de patients atteints d’un déficit

immunitaire commun variable)
Meilleure efficacité du traitement de substitution par

IgG par voie intraveineuse (IVIG) chez les
homozygotes VNTR3/VNTR3

(Gouilleux-Gruart et al.
2013)

Impact duVNTR sur la distribution des Ac
thérapeutiques : (Passot et al. 2013)
hétérozygotes < VNTR3/VNTR3

Sang de patients atteints d’un cancer
colorectal et traités par cétuximab

S d tient tteintes d’ .. .
ang ce patientes atteintes ¢ i Pas d’association entre le polymorphisme VNTR et la (O’Shannessy et al.

cancer ovarien traitées par le pathologie 2017)

Farletuzumab

Tableau 3 : Principaux travaux concernant I’impact du polymorphisme VNTR sur I’expression du

FCGRT et les fonctions du FcRn, chez I’Homme

e Des variations nucléotidiques (SNP: "Single Nucleotide Polymorphism"). Elles sont
essentiellement silencieuses et celles présentes dans la région codante ne semblent pas

avoir d’impact sur les fonctions du FcRn (Tableau 4).
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Nucléotides affectés

Type de mutation

Type de tissu

Références

Tissu intestinal

T75C Mutation silencieuse . (Israel et al. 1997)
(foetus humain)
G251T, Mutation silencieuse Placenta (Gunraj, Fernandes, and
C707T (humain) Denomme 2002).
C3646T Mutation silencieuse Sang . (Sachs et al. 2006)
(donneurs sains)
G629A (R210Q), Substitutions non San .
T889A((S297%) synonymes (donneursg sains) (Ishii-Watabe et al. 2010)
T278C (1937), Substitutions non Sang
T929C (L310P) synonymes (cohorte de 476 patientes atteintes du (O’Shannessy et al.
C837T, o cancer de 'ovaire, traitées par I’Ac 2017).
A1041G Mutation silencieuse thérapeutique : Farletuzumab)

Tableau 4 : Liste des principaux SNPs identifiés chez I'Homme

e Un polymorphisme de type "Copy Number Variation" (CNV) décrit comme la répétition

ou la délétion d'une région génétique > 1kb (Figure 12) (Sebat et al. 2004). Un CNV peut

affecter le niveau de protéine et entrainer des conséquences fonctionnelles. Selon He et al.

(2011), certains CNV sont utilisés comme marqueurs pharmacogénétiques. L’existence

d’un CNV du FCGRT a été rapportée dans trois études, dont deux sont répertoriées dans

la base de données " Database of Genomic Variants " (Wong et al. 2007; Perry et al.

2008).

Les deux premiceres études sont des ¢tudes pangénomiques relativement peu résolutives et

n’ont pas permis de conclure sur leur implication fonctionnelle. Dans la troisieme étude

menée au sein de notre laboratoire, la présence et la fréquence des CNV ont été évaluées chez

198 témoins sains et chez 94 patients traités par un Ac thérapeutique (Passot et al. 2013).

Aucune délétion du geéne n'était apparente et nous n’avons trouvé qu’un échantillon présentant

des copies FCGRT supplémentaires dans chaque cohorte. Néanmoins, aucun profil particulier

de PK n’a été observé pour les individus avec les copies supplémentaires de FCGRT. Enfin,

de facon intéressante, une étude utilisant des souris transgéniques avec du fcgrt bovin a

montré que des copies supplémentaires de fcgrt entrainaient une augmentation des taux

d'ARNm et de protéine FcRn, ainsi, qu’un allongement de la demi-vie des IgG (Bender et al.

2007).
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1.C.4 Régulation de ’expression du FCGRT

Il n’y a que trés peu d’études sur la régulation de I’expression du géne FCGRT, aussi bien

dans des conditions physiologiques que pathologiques.

Les premiers indices rapportant une régulation de 1’expression du FcRn ont été les études

portant sur le transport des Ig de la mere vers le nouveau-né, chez les rongeurs. Ces études ont

montré une diminution physiologique de I’expression du FcRn au niveau des entérocytes

apres le sevrage des animaux.

Les quelques données relatives a la régulation de I’expression du géne FCGRT, aussi bien

chez I’Homme que dans certains modeles d’animaux, sont rapportées dans le tableau suivant

(Tableau 5).
Tissu, organe, type Facteurs de Région/séquence
Type d'étude 2 L ) . impliquée dans la Résultats Références
cellulaire régulation , .
régulation
Et in vitro :
ude in vitro Lignée LU106 .
Constructions B Induction de
. (fibroblaste Eléments . .
plasmidiques . ey , , I'expression du | (J E Mikulska
, humain), Lignée régulateurs Sp1 Séquence allant ..
composées de la o . FcRn dans les and Simister
, . NIH3T3 (Specificity de -600 a +300
séquence promotrice (fibroblaste de Protein 1) et AP-1 cellules 2000)
5'du FCGRT avec un . transfectées
R souris)
géne rapporteur
Etude in vitro : Lignées humaines:
Constructions THP-1 Facteurs de Sites de liaison :
plasmidiques avec un | (monocyte), Caco- L Spl a-313, AP-1 Induction de
. ., transcription : . .
gene rapporteur et 2 (lignée a-276, c-Fos/c- l'expression du
o . et ars Spl, Sp2, Sp3, c- . (Joanna E.
différentes portions de d'épithélium Jun/ YY1 a-586 FcRn dans les .
.. , . . Fos/ c-Jun/YY1 et Mikulska 2015)
la région 5'; intestinal), Lu 106 C / EBPbeta ou C et C / EBPbeta cellules
Effets de la et HUVEC, / EBPdelta situé a -497 et - transfectées
stimulation par LPS HSKMEC (lignées 233
ou PMA endothéliales)
Etude m' vitro .: Effets ngn?e Prlmalres NA Aucun ef.fet sur (Cauza et al.
de la stimulation par de kératinocytes NA I'expression du 2005)
le TNF-a et I'TFNy humains FcRn
Expression du
Lignées humaines: Sites de liaison : FcRn
Etude in vitro : Effets HT-29, Caco-2 position +1104
. . . Facteurs de . f .
de la stimulation par (lignées transcription - (intron 2) et (X. Liu et al.
le TNF-a, I'IL-1 B, le d'épithélium NF iB ' positions +5561 Le LPSetle 2007)
CpG ou le LPS intestinal) et THP- et +9651 (intron CpG
1 4) impliquent les
TLR4 et 9
Lignées humaines:
T84 et HT-29, 2 sites potentiels
E in vitro : Efft F . i . .
d:l?aesltr;n:llfgt'on Ztrs THP-1 et des trafl:tcerlilrfigz _ de fixation & Expressiondu | (Xindong Liu
uaton p cellules phon - STAT-1 : -1445 FeRn et al. 2008).
IFN y . STAT-1
mononuclées de et -891 \

sang
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Tissu, organe, type

Facteurs de

Région/séquence

Type d'étude . , . impliquée dans la Résultats Références
cellulaire régulation i .
régulation
Cellul imai
depithélium réinen Expression du
Etude in vitro: ‘p taire h . FcRn
pigmentaire humain
Effets de |
oresdena OZR1 et OZRS. NA NA M (van et al. 2011)
stimulation parle |y oo wepithélium
TNF-o et I'TFNy jgnee GEprneit par le TNF-o.
pigmentaire retinien
. Aucun effet de
humain ARPE-19
I'TFNy

Etude in vitro et in
vivo . Effets de la
stimulation par LPS

Cellules primaires
d'endothélium bovin
Souris Transgéniques
exprimant le FCGRT

bovin (bFCGRT)

Facteurs de

transcription :

NF-xB

Séquence allant
de -1787 a+92
(promoteur
bFCGRT)

Expression du
FcRn

f

(Judit Cervenak
et al. 2013)

Etude in vitro :
Effets d'un agent
infectieux, le

Lignée d'épithélium

Facteurs de

4 sites de liaison
au niveau du

Expression du
FcRn porcin

/!

coronavirus porcin intestinal porcin transcription : promoteur : et élimination (Guo et al. 2016)
v p L. IPEC-J2 NF-xB positions -1286, - | plus efficace de
de la gastro-entérite
. 1128, -642 et -563 l'agent
porcine (TGEV) . .
infectieux
Lignées humaines :
A549 (épithéli
o (epltl'lellurn Facteurs .
Etude in vitro : pulmonaire), ¢pioenétiques - Expression de
Effets de la HEK293 (cellules hr')sagmqu3 18 1' Région 3 'non I'ARNm et de la (Ferguson and
stimulation par des embryonnaires de et hsamiR. traduite du FcRn protéine FcRn Blanco 2018)
micro ARN rein) et HepG2 3136.3
(cellules P \
d'hépatoblastome)

Tableau 5 : Principaux travaux concernant la régulation de 1’expression du FCGRT/fcgrt.

NA : Non Analysé
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2 Les fonctions du FcRn

Chez ’Homme, le syst¢éme immunitaire du nouveau-né n’étant pas encore compétent, le FcRn
permet de transporter sé¢lectivement les IgG a travers le placenta de la mére et assure ainsi la
protection passive du nouveau-né (Firan et al. 2001). Chez l'adulte, le FcRn régule a la fois la
demi-vie des IgG et de l'albumine (Borvak et al. 1998; Chaudhury et al. 2003; Roopenian and
Akilesh 2007). II assure également le transport de ces protéines entre différents
compartiments, par transcytose a travers les cellules (Victor Ghetie and Ward 2002). Son
expression dans certaines cellules hématopoiétiques lui permet de participer a la présentation
des Ag, (Shreeram Akilesh et al. 2007; Baker et al. 2011). Le FcRn joue ainsi un role

important dans la réponse immunitaire tout au long de la vie adulte.
A. Homéostasie des IgG et de I’albumine

L'homéostasie des IgG et de I'albumine consiste & maintenir une concentration constante de
ces deux protéines dans 1’organisme, en tenant compte de leur répartition dans les tissus. Elle
est obtenue grace a deux mécanismes différents que sont le recyclage et la transcytose

cellulaire qui contrdlent le catabolisme de ces protéines (Figure 12).

2.A.1 Recyclage des 1gG et de I’albumine

Les fonctions de recyclage des IgG par le FcRn ont été rapportées pour la premiére fois dans
I’endothélium vasculaire (Waldmann TA and Strober W 1969). Plus tard, les travaux sur les
souris « knockout » ou déficientes pour le FcRn (FcRn -/-) ont révélé que les cellules
responsables du recyclage et de I’homéostasie des IgG étaient les cellules endothéliales et les
cellules hématopoiétiques (Qiao et al. 2008; Shreeram Akilesh et al. 2007; Montoyo et al.
2009). Cependant, nous ignorons encore si les cellules d'origine hématopoiétique et
parenchymateuse participent de manicre équivalente.

Contrairement a la plupart des autres composés protéiques internalisés par endocytose en
phase fluide, les IgG et I’albumine sont sauvées de la dégradation enzymatique grace au
FcRn, (J. Kim 2006; Weissman et al. 2001). Brievement, les IgG et 1'albumine sont sujettes a
une pinocytose non spécifique dans divers types cellulaires (Shreeram Akilesh et al. 2007;
Montoyo et al. 2009; Junghans and Anderson 1996; Tesar and Bjorkman 2010). Ces protéines
rencontrent et fixent le FcRn dans l'endosome a un pH acide de 5-6 (Rodewald 1976;

Roopenian and Akilesh 2007). Les IgG et 'albumine liées au FcRn sont redirigées a la surface
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cellulaire et sont libérées dans l'espace extracellulaire a un pH physiologique de 7.4, les
protégeant ainsi de la dégradation lysosomale (Victor Ghetie and Ward 2000; Malini
Raghavan and Bjorkman 1996) (Figure 13A). Le FcRn " retourne " dans la cellule apres le
relargage des protéines (V Ghetie et al. 1996; Ober et al. 2004). La liaison au FcRn étant
saturable, les molécules qui ne sont pas liées au récepteur sont dégradées dans les lysosomes
(Victor Ghetie and Ward 2000). Le mécanisme de liaison et de libération dépendant du pH est
critique pour le recyclage des IgG et de l'albumine. Ce phénomeéne est responsable de la
longue demi-vie des ligands et toute déviation des caractéristiques de liaison au FcRn peut
fortement influencer leur demi-vie (Schlothauer et al. 2013; Vaccaro et al. 2005). Il y a peu de
données sur le recyclage de I’albumine dépendante du FcRn, qui est en partie extrapolée a
partir des connaissances dérivées des interactions IgG-FcRn. Sur cette base, une voie
équivalente pour la récupération de l'albumine par le récepteur FcRn est supposée exister
(Chaudhury et al. 2003). Cependant, 1'efficacité de ces deux processus est tres différente et il a
été suggéré que pour six molécules d'albumine recyclées chez 'Homme, une seule molécule
d'IgG est sauvée, alors que le rapport chez la souris est encore plus faible de 30 : 1 (Jonghan
Kim et al. 2007). Néanmoins, ce niveau de recyclage est suffisant pour maintenir des
concentrations plasmatiques ¢élevées d'IgG avec une contribution relativement mineure
apportée par la production d'IgG. En revanche, les taux élevés d'albumine sérique dépendent
plus d'un taux élevé de synthese hépatique que d'une récupération FcRn-dépendante (Jonghan
Kim et al. 2007).

Plusieurs études ont permis d’identifier des molécules impliquées dans le trafic intracellulaire
du FcRn (Figure 12). Notamment, les protéines Rab qui sont connues pour réguler le trafic
des endosomes (Somsel Rodman and Wandinger-Ness 2000; Miaczynska and Zerial 2002).
Les protéines Rab4(a), Rab5(a), Rabl1(a) et Rab25 participent au trafic intracellulaire du
FcRn (Ward et al. 2005). De fagon intéressante, ce trafic est différent entre le recyclage et la
transcytose (Tzaban et al. 2009). Ainsi, les protéines Rab4(a), Rab5(a) et Rabl1(a) sont
connues pour étre impliquées dans le processus de recyclage (Daro et al. 1996; Green et al.
1997; Sonnichsen et al. 2000), tandis que le processus de transcytose, dans les cellules
¢épithéliales polarisées, va plutdt impliquer les protéines Rabl1(a) et Rab25, ainsi que la
protéine MyoVb (protéine du cytosquelette) et la calmoduline (Tzaban et al. 2009; Dickinson
et al. 2008).
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Figure 12 : Représentation schématique des mécanisme de recyclage et de transcytose des IgG et de
I’albumine, d'apreés (Knudsen Sand et al. 2015)

(A) Processus de recyclage : pinocytose des IgG et de I’albumine, (1) incorporation des protéines dans les
endosomes précoces (Rab5). (2) Puis, fusion avec les endosomes tardifs (protéines Rab4 et Rab11), pH acide. (3-
4) Exocytose et relargage des protéines a pH neutre. (5) Les protéines non protégées par le FcRn subissent la
dégradation lysosomale. (B) Processus de transcytose dans les cellules polarisées : (1) liaison du FcRn aux
protéines de fagon pH dépendante au poéle apical. (2-3) Puis, intégration des complexes IgG-FcRn-Albumine
dans le trafic de transcytose, impliquant les protéines du cytosquelette MyoVb et Rab25. (4) Fusion des
endosomes avec la membrane cellulaire au niveau basal et relargage des IgG et de 1’albumine. (5) Le FcRn

permet également la transcytose de complexes immuns-IgG (IgG-1C).

2.A.2 Transcytose des 1oG et de I’albumine

Le transfert passif des Ac au travers du placenta chez ’Homme ou au travers de la barricre
intestinale chez la souris est une étape importante avant le développement d’un systéme
immunitaire fonctionnel chez le nouveau-né. Ce transfert des IgG dépend du FcRn et permet
la protection des nouveaux-nés contre les infections de maniére passive (Brambell 1958;
Malek et al. 1996). Le FcRn a été initialement identifié¢ au niveau de I’intestin gréle proximal
des nouveau-nés de souris, puis au niveau du placenta humain (Simister et al. 1985; Leach et
al. 1996).

Chez la souris, le FcRn s’exprime fortement au niveau de I’intestin durant les 15 premiers

jours de vie afin d’assurer le passage des IgG maternelles contenues dans le lait ingéré ; apres
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le sevrage cette expression est réprimée. Dans l'intestin de nouveaux-nés de rongeurs, les
jonctions serrées entre les cellules empéchent le passage des molécules d’une taille supérieure
a 800 Da. Ainsi, afin de traverser cette barriére, les IgG maternelles se lient au FcRn a la
surface apicale des cellules épithéliales (entérocytes) ou le pH intra-luminal est acide, puis les
IgG sont internalisées, protégées et relarguées au niveau du pdle basal en raison d’une
augmentation du pH (Roopenian and Akilesh 2007) (Figure 12 B et 13 A). Par ailleurs, chez
les souris knockout pour la f2-microglobuline (2- / -) ou FcRn - / -, aucune IgG maternelle
n’est transportée d’un pole a I’autre des entérocytes des souriceaux (Israel et al. 1995).

Chez I’Homme, le FcRn permet la transcytose des IgG au travers du placenta de la mére vers

le feetus (Simister et al. 1996; Takizawa, Anderson, and Robinson 2005) (Figure 13 B).
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Figure 13 : Transfert materno-feetal/nouveau-né des IgG, d'apres (Pyzik et al. 2015)

(A) Chez la souris, absorption intestinale des IgG contenus dans le lait maternel ingéré par le nouveau-né. Les
IgG se lient au FcRn au niveau du poéle apical des entérocytes, a pH acide, au niveau de la lumiére intestinale,
puis sont pinocytées, protégées de la dégradation lysosomale et relarguées au pdle basal de la cellule. (B) Chez
I’Homme, transmission des IgG vers le feetus, lors de la vie intra-utérine : Les IgG maternelles passent dans le

sang feetal au niveau des villus grace au FcRn présent dans les syncytiotrophoblastes.

Le transport placentaire est un processus qui peut aller a 1'encontre du gradient, de sorte qu'a
terme la concentration totale en IgG de I'enfant surpasse habituellement celle de la mére de 20
a 30% (Saji et al. 1999). Le transport placentaire commence, dans une certaine mesure, vers

13 semaines de gestation, mais il n'atteint sa pleine capacité qu'au cours du dernier trimestre,
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la majeure partie du transport ayant lieu au cours des 4 derniéres semaines (Saji et al. 1999).
Toutes les sous-classes d'IgG ne sont pas transportées de manicre égale; le transport est plus
efficace pour I’'IgGl1, suivi de prés par 1’IgG4, puis 1’IgG3 et 'IgG2.

La transcytose des IgG peut étre bidirectionnelle. Les travaux initiés par 1’équipe de
Blumberg indiquent que ce phénomene est a I’origine de la transmission des complexes IgG /
Ag au travers de la barriere intestinale et que ce processus permet une protection des
muqueuses contre I’Ag (Yoshida, Masuda, et al. 2006) (Figure 14). Des études ultérieures
dans différents modéles animaux ont permis d’élargir cette notion de protection de la
mugqueuse intestinale via le FcRn a d’autres types de muqueuses (Tableau 6). L’ensemble des
résultats montre qu’en fonction des capacités de neutralisation des Ac, du pH du site et du
tissu, le FcRn peut étre responsable du transfert d'IgG anti-agents infectieux qui facilitera ou
empéchera l'infection. Ainsi, I’expression du FcRn au niveau des muqueuses telles que les
poumons, 1’intestin ou les voies génito-urinaires peut avoir des conséquences importantes sur

la réponse immunitaire de I'hote.

Lamina propia Lumiére intestinale g6
ﬁ@% . IgA
2 lgG-Cl
< :' $ Bactérie pathogéne

Antigéne bactérien

FcRn

FcyR

WO @ F=f=f

Figure 14 : FcRn et protection des muqueuses, cas de la lumiére intestinale, d'apres (Pyzik et al. 2015)
Au niveau de I’intestin des individus adultes, les entérocytes et les cellules immunitaires, telles que les cellules
dendritiques, expriment le FcRn. De ce fait, les IgG traversent les entérocytes pour lier les Ag au niveau de la
lumiéere intestinale. Il se forme alors des CI-IgG qui vont intégrer les cellules immunitaires afin de permettre par

la suite une réponse immunitaire.
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Etude Modéle animal Résultats-Conclusion Références

Analyse de I’expression et de la
fonction du FcRn dans la muqueuse

pulmonaire en présence de Modéle murin (Spiekermann et al.
(adulte) 2002).
complexes [gG-Ag
Infection des nouveau-nés avec des
parasites (Heligmosomoides Le FcRn permet la transcytose
polygyru) ou des agents pathogenes bidirectionnelle des IgG et des (Harris et al. 2006; Ben
(Helicobacter pylori, Citrobacter Modéle murin complexes IgG-Ag entre la Suleiman et al. 2012;
rodentium ou Chlamydia (nouveau-n¢) circulation sanguine et les )
. . . . Armitage et al. 2014).
muridarum) puis administration des muqueuses afin de mettre en place
IgG anti-agents pathogeénes dans le une protection contre les agents
lait maternel pathogenes au niveau des
Ingestion de complexes IgG-Ag Modeéle murin muqueuses aussi bien chez les (Verhasselt et al. 2008;
contenus dans le lait maternel (nouveau-né) nouveaux-nés que chez les adultes Mosconi et al. 2010)
Infection par des agents viraux (Lietal. 2011; Ye et al.
(Grippe, herpes simplex 2, 2011; Bai et al. 2011;
Cytomégalovirus, VIH) au niveau Mode¢le murin Maidji et al. 2006;
des muqueuses telles que les (adulte) Gupta et al. 2013, 2015;
poumons, ou les voies génito- Burton et al. 2011; Ko
urinaires et al. 2014)

Tableau 6 : Principaux travaux sur la protection des muqueuses grace au transport bidirectionnel des

IgG

Le processus de mise en place d’une réponse immunitaire via le FcRn afin de protéger les
muqueuses sera abordé dans le chapitre 3.

Par ailleurs, des études plus récentes dans des modeles murins ont démontré que le FcRn
faciliterait 1'absorption intestinale des IgE maternelles sous la forme de complexes immuns
(CD IgG anti-IgE / IgE (Paveglio et al. 2012). Ces IgE liées aux IgG anti-IgE restent
fonctionnelles et capables de se lier au FceRI et d’induire la dégranulation cellulaire des
basophiles chez 1’animal. La méme équipe rapporta plus tard que le FcRn humain était
également capable de faciliter le transport transépithélial d'IgE sous la forme de CI IgG anti-

IgE / IgE, expliquant la présence d’IgE dans le sang du cordon ombilical.

2.A.3 Recyclage et trancytose des 1gG : implications thérapeutiques

A partir des études portant sur les maladies associées aux IgG et de leur relation avec le FcRn,
il a été suggéré que le FcRn pouvait constituer une cible thérapeutique intéressante
(Roopenian and Akilesh 2007). En effet, dans les maladies auto-immunes associées a des
auto-Ac pathogénes de type IgG, I’administration d’IgG par voie intraveineuse (IVIG) peut
induire une diminution de ces derniers suite a la saturation du FcRn et au catabolisme des IgG

endogenes (Z. Yu and Lennon 1999; Getman and Balthasar 2005). La saturation du FcRn par
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des Ig intraveineuses (Igl'V) augmente significativement le catabolisme des IgG sériques chez
la souris (Medesan et al. 1997).

Le méme effet peut étre obtenu par blocage de l'interaction FcRn-IgG en utilisant un Ac
spécifique du FcRn. Ainsi, les effets thérapeutiques d'un AcM anti-FcRn de rat, 1G3, sur deux
modeles de myasthénie ont entrainé une amélioration dose-dépendante des symptomes de la
maladie aprés administration d'un Ac anti-récepteur acétylcholine (L. Liu et al. 2007;
Christianson et al. 2012). De tels bloqueurs du FcRn (ou "Abdegs" pour les Ac améliorant la
dégradation des IgiG) peuvent étre utiles pour réduire les taux d'IgG dans les maladies médiées
par un Ac et pour induire la clairance rapide des complexes IgG-toxine ou IgG-médicament.
Ces propriétés suggerent que les Ac fabriqués avec des demi-vies sériques plus longues
pourraient s'avérer étre des traitements efficaces chez I'Homme (Vaccaro et al. 2005).
L’entreprise Syntimmune crée en 2013 a partir des travaux du Dr Blumberg, s’intéresse a la
recherche d’Ac thérapeutiques dans le traitement de maladies auto-immunes associées aux
IgG (“Breakthrough Medicines | Syntimmune” n.d.). Ils ont développé, un AcM, le SYNTO001
qui bloque le sauvetage des IgG par le FcRn et qui fait I’objet de deux essais cliniques en
Phase I: un premier dans le cadre d’une pathologie hématologique, 1’anémie hémolytique
auto-immune chronique (WAIHA, N° essai clinique : NCT03075878) (L. Blumberg et al.
2017) ; et un autre essai dans le cadre d’une pathologie dermatologique, le pemphigus (N°
essai clinique : NCT03075904).

Dans un autre contexte, tel que 1’imagerie, il est désormais possible de créer des Ac avec des
substitutions d’acides aminés uniques qui réduisent leur demi-vie (Medesan et al. 1997; J. K.
Kim et al. 1999) et facilitent leur utilisation pour le diagnostic.

De plus, I’albumine étant également un ligand du FcRn, des médicaments couplés a
I’albumine ont été générés (Larsen et al. 2016). Leur pharmacocinétique a été fortement
améliorée (Miiller et al. 2007; Sleep 2015).

Enfin, les travaux sur les primates non humains utilisant des protéines de fusion
d’érythopoeitine-Fc administrées dans les voies respiratoires ou le FcRn est exprimé par les
cellules épithéliales ont permis de rapporter une voie de transport fonctionnelle. Cette voie est
dépendante du FcRn dans les poumons et peut étre utilisée pour délivrer des protéines
thérapeutiques (Bitonti et al. 2004; Spiekermann et al. 2002). Ainsi, I’ensemble de ces
données montrent que le FcRn peut étre utilis¢é comme cible et permet aussi de délivrer de

manicre non invasive des protéines bioactives en quantités thérapeutiques.
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2.A.4 Recyclage et transcytose des anticorps monoclonaux thérapeutiques

Le FcRn étant impliqué dans le recyclage et la transcytose des IgG, il est par conséquent
susceptible de prendre en charge les Ac thérapeutiques dont le format est basé sur la structure
des IgG. Cette nouvelle classe de médicaments a révolutionné la prise en charge de

nombreuses pathologies et est a I’origine de I’explosion des connaissances sur le FcRn.
2.A.4.1 Les anticorps monoclonaux thérapeutiques

Depuis 1986 et la mise sur le marché du premier AcM thérapeutique, le muromonab, un Ac
murin anti-CD3 connu sous le nom d’OKT3 (Cosimi et al. 1981), le nombre d’AcM a
considérablement augmenté, passant de 26 a plus de 50 dans diverses indications (Reichert
2010; Kaplon and Reichert 2018). Les AcM sont majoritairement des IgG entiéres et
dominent le marché biopharmaceutique. Ils représentent plus de la moitié des ventes totales
de tous les produits biopharmaceutiques, avec un chiffre d’affaire de 85,4 milliards de dollars
en 2015, (“Molecular Weight Marker Market Size | Industry Report, 2018-2025” n.d.). En
2020, il est prévu d’avoir sur le marché environ 70 AcM et en combinant les ventes mondiales
cela devrait atteindre un chiffre d’affaire de preés de 125 milliards de dollars. Par ailleurs,
I’expansion des AcM s’est également accompagnée de I’arrivée d’une grande diversité de
format d’Ac (Figure 15) comme les Ac conjugués (ADC, pour " Antibody Drug
Congugated ") a des toxines, des radionucléides ou d’autres molécules d’intérét (Beck et al.
2017) et les protéines de fusion IgG-Fc. Dans le cadre de la these, nous n’aborderons que les

formats en relation avec le FcRn, c'est-a-dire les molécules présentant une portion Fc d’IgG

(Jafari et al. 2017).
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AcM Murins AcM chimériques AcM Humanisés AcM Humains  Protéine de fusion Fc
Muromonab Infliximab Tocilizumab Adalimumab Etanercep
1gG2ak 1gGlx IeGlx 1gGlx (2p75 (TNF)-Fe-IgG1x)
Rituximab Eculizumab Golimumab
IeGlx 1eG2/4x¢ IeGlk
ADC ADC
Brentuximab Gemtuzumab
IgGlx 1gG4x
Fab-PEGylé Protéines de fusion )
Certolizumab Ac bispecifiques Fe-petides Ac de camélidés
s conventionels
Fab’-PEG DVD-Ig
Ac de requin
b Nano-anticorps SCFV # a ;
(Fab7), (VH) (VH-VL) Diabody

Mini anticorps Immunocytokines (dimére de scFV) Tribody

Figure 15 : Représentation schématique de différents formats d’ Ac thérapeutiques sur le marché et en
développement

(A) Exemples d’AcM et de protéines de fusion utilisés en clinique. (B) Le certolizumab est un exemple de Fab
PEGylé utilisé en clinique, les autres formats sont en développement avec notamment des fragments d’Ac tri- ou
tétra-valents, scFv ou diabodies, des Ac bispécifiques (conventionnels et DVD-Ig qui sont des bispecifiques
tétravalents combinant les domaines variables de deux Ac monoclonaux liés par des "linkers" flexibles) et bien
d’autres structures. A cela s’ajoutent les Ac naturels d’origine animale, de camélidés ou de certaines especes de
requins, constitués d’une simple chaine lourde et d’'un domaine unique (dAb, " single domain antibody ").

(Dutertre and Teillaud 2006; Chames and Baty 2009; Dumet et al. 2018).

L’efficacit¢ d’un Ac thérapeutique dépend de nombreux facteurs et en particulier des
mécanismes par lesquels passent son action: i.e. la pharmacodynamique (" effets du
médicament sur ’organisme ") et des parametres intervenant dans la pharmacocinétique
(" effets de 1’organisme sur le médicament "). Le FcRn prenant en charge les IgG et par

conséquent les AcM, il représente un parametre majeur de leur pharmacocinétique.
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2.A.4.2 Pharmacocinétique des anticorps thérapeutiques

La pharmacocinétique d’un médicament, notamment d’un Ac thérapeutique, consiste a
caractériser le devenir de la molécule dans I’organisme. Elle permet de suivre 1’évolution des
concentrations d’Ac thérapeutiques en tenant compte des phénomenes d’absorption, de
distribution et d’élimination, cette évolution peut étre affectée par différents ¢léments tels
que: le poidset le sexedu patient, I’'immunogénicit¢ et la glycosylation de I’AcM
thérapeutique, la masse antigénique/l’inflammation, certains parameétres génétiques propres a
chaque individu (polymorphismes des récepteurs Fc) et I’activité associée au FcRn (Figure

16) (Ternant and Paintaud 2005; Mould and Sweeney 2007).

Relation Pharmacocinétique-
Pharmacocinétique (PK) Pharmacodynamique (PK-PD)

1 |
[ 1 [ |

Dose Concentration ,  Site

administrée | \' Sanguine . d’action
L

SN

— Effet

Poids.
sexe \ Cellules ) bi
L s effectrices PO'YI'IJ.OI‘p 1SIIes
Immunogeénicité Masse antigénique/ génétiques des
inflammation récepteurs Fc

Figure 16 : Représentation schématique des éléments influengant la relation dose-réponse au cours

d’un traitement par Ac thérapeutique, illustration tirée de (Goupille 2018).

La pharmacocinétique comprend généralement quatre phases : I’absorption, la distribution, le
métabolisme et 1I’¢limination. Généralement, les AcM sont administrés par voie intraveineuse
ou par voie intramusculaire. IIs présentent une pharmacocinétique non linéaire saturable avec
la dose (Lobo, Hansen, and Balthasar 2004). Les mécanismes d’élimination des AcM sont tres
différents des médicaments "classiques", i.e. des molécules issues de la synthése chimique.
D’une part, ils subissent un catabolisme non spécifique, ce phénoméne n’est pas saturable.
D’autre part, les AcM sont ¢éliminés apres fixation sur leur cible. La quantité de cible étant par
définition limitée, ce mode d’élimination des AcM est saturable. Le troisiéme mécanisme
intervenant dans 1’élimination des AcM est leur protection contre la dégradation grace au
FcRn. Aux concentrations thérapeutiques des AcM, ce phénoméne n’est pas saturable. En

termes de modélisation pharmacocinétique, 1’élimination des AcM est donc habituellement

53



non linéaire et doit étre décrite a la fois par des phénomeénes non saturables et par des

phénomenes saturables.

Sachant que le FcRn est responsable de la demi-vie des Ac thérapeutiques et de leurs dérivés,

modifier leur pharmacocinétique représente un enjeu important dans le développement de

nouvelles molécules. En effet, en altérant 1’affinité des Ac pour le FcRn, leur biodisponibilité

et donc leur efficacité peuvent étre modifiées (Dall’Acqua, Kiener, and Wu 2006; Datta-

Mannan et al. 2007). Les études portant sur les modifications susceptibles de jouer sur

I’interaction Fc d’IgG-FcRn et qui impactent la pharmacocinétique des Ac sont rapportées

dans le tableau suivant :

Type de modification des IgG
altérant la PK

Modele

Quels effets sur la PK des Ac?

Références

Mutations au niveau de la
partie Fc (variants Fc) des IgG,
les principaux variants sont :
T250Q/M428L,
V308P, M428L,
M252Y/S254T/T256E,
M428L/N434S,

N434A, N434H

Modeéles d’animaux :
primates non humains et
souris transgéniques

Affinité des IgG a pH6 f et \ ou
absente a pH neutre =
amélioration de la demi-vie des Ac
de 2 a 4 fois plus

(Hinton et al. 2004;
Vaccaro et al. 2005;
Hinton et al. 2006;
Yeung et al. 2009; Deng
et al. 2010; Datta-
Mannan et al. 2007;
Datta-mannan et al.
2012; Datta-Mannan et
al. 2012)

Modification du motavizumab :

obtention d’un AcM avec la
modification
252Y/S254T/T256E

Sujets humains sains

/

De la demi-vie de I’AcM et

(Robbie et al. 2013)

Oxydation ou mutations des
résidus méthionine (M252,
M358 et M428, résidus qui
participent a I’interaction Fc-
FcRn) dans des AcM
thérapeutiques

Modg¢les in vitro

Modgéle in vivo : souris
transgéniques

Altération de la liaison au FcRn =»

De la demi-vie de I’AcM

(Bertolotti-Ciarlet et al.
2009; Pan et al. 2009)

(Wang, Vlasak, et al.
2011)

Effets a distance : effet du Fab
sur I’interaction du FcRn

Modgéle in vivo : souris
transgéniques

\

De la demi-vie de ’AcM

(Wang, Lu, et al. 2011;
Schoch et al. 2015)

Combinaison de modifications
au niveau de la partie Fc
(variants Fc) et de la
glycosylation des IgG

Modgéle in vivo : souris
transgéniques

De la demi-vie et de ’effet
cytotoxique de I’AcM

(Monnet et al. 2014,
2015)

Effets des allotypes d’IgG

Modéle in vivo :
patients traités par AcM
thérapeutique

Affinité et demi-vie différentes en
fonction de ’allotype d’IgG de
I’AcM et du type d’allotype des

IgG endogenes

(Ternant et al. 2016)

Tableau 7

pharmacocinétique des Ac.

Principaux travaux portant sur I’impact de [I’interaction IgG-FcRn sur Ila
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B. Role du FcRn dans la réponse immunitaire

De par son role dans le recyclage et la transcytose des IgG et de 1’albumine, le FcRn a été
considéré comme une protéine participant a 1I’immunité humorale et la protection des
muqueuses de manicre passive. Cependant, plus récemment, et graice au dévelopement des
AcM thérapeutiques, de nouvelles études ont montré que ce récepteur joue un role actif

insoupgonné dans la mise en place de la réponse immunitaire.

2.B.1 Role du FcRn dans la phagocytose

L’expression du FcRn par les phagocytes humains et murins (polynucléaires, monocytes, M®,
cellules dendritiques) a été a D'origine des études sur la participation du FcRn dans le
processus de phagocytose (X Zhu et al. 2001; Gestur Vidarsson et al. 2006). Ainsi, il a été
observé que la phagocytose de pneumocoques opsonisés par des IgG était diminuée d’un
facteur 4 dans des phagocytes issus de souris transgéniques (FcRn -/-) ou (f2M-/-). De fagon
similaire, 1’utilisation d’IgG mutée (H435A) ne présentant pas d’affinité pour le FcRn, induit
une diminution de la phagocytose des bactéries opsonisées. Il est important de noter que
méme si la phagocytose est diminuée, I’adhérence des bactéries a la surface des cellules n’est
pas affectée, suggerant que seuls les Fcy sont responsables de cette adhérence (Figure 17).
D’un point de vue fonctionnel, il a été suggéré que les motifs tryptophane et dileucine
présents dans la partie intracellulaire du FcRn pourraient interagir avec les protéines AP2 et
participer a l'endocytose et au transport actif de corps étrangers a partir des endosomes
précoces jusqu'aux endosomes de recyclage (Wernick, Haucke, and Simister 2005; Mahmoud
et al. 2017). D'ailleurs, les complexes protéiques AP2 sont connus pour participer au
recrutement de clathrines et de calmoduline afin de permettre la formation d’endosomes et
ainsi, contribuer aux mécanismes de phagocytose (Rodemer and Haucke 2008; Traub 2009).
Par ailleurs, ces résultats ont permis également d’expliquer pourquoi les agents pathogénes
opsonisés par les IgA activant les phagocytes via les FcaRlI, entrainaient un processus de
phagocytose moins efficace que celui qui passe par les IgG (G Vidarsson et al. 2001;

Stapleton et al. 2015).

55



Fcale*l

Figure 17 : Mode¢le potentiel du r6le du FcRn dans la phagocytose, d’aprés (Stapleton et al. 2015).

Les IgG (droite) et IgA (gauche) opsonisant les bactéries se fixent respectivement aux FcyR et FcaRI a la surface
du polynucléaire neutrophile (1). Fusion des granules avec ceux des molécules de FcRn (2). Suite a la fusion,
diminution du pH, les IgG perdent leur affinité pour les FcyR et se fixent au FcRn, ce qui facilite ’internalisation

des bactéries opsonisées (3).

Le niveau d’expression du FcRn pourrait étre impliqué dans le mécanisme de phagocytose.
En effet, I’expression du FcRn par les monocytes humains est fortement régulée a la hausse
lors de leur différenciation en cellules dendritiques immatures, puis régulée a la baisse quand
ces cellules deviennent matures. Ceci serait directement en corrélation avec la capacité de ces
cellules a endocyter et phagocyter les Ag (Stapleton et al. 2015).

L’ensemble de ces données indique que le FcRn est un acteur important dans le processus de

phagocytose.

2.B.2 Role du FcRn dans la présentation des antigénes

La prise en charge des complexes immuns (IgG-Ag) par le FcRn exprimé par les cellules
présentatrices d’Ag (CPA) telles que les cellules dendritiques, permet de mettre en place des
mécanismes spécifiques de trafic des complexes d’IgG-Ag. Ainsi, les complexes immuns
pourront intégrer les compartiments endo- et lysosomaux et a mesure que les vésicules
"murissent " elles deviennent acides. Cette acidification va permettre aux complexes de se
dissocier des FcyRs et favoriser la liaison au FcRn. Le FcRn ne permet pas la présentation de
peptides, mais participe a ’intégration des Ag dans les compartiments intracellulaires des
cellules dendritiques afin qu’ils puissent étre processés et apprétés par les molécules de
I’histocompatibilité de classe I et II. Ainsi, il a ét¢ démontré in vivo, que le FcRn au sein des

cellules dendritiques était primordial pour une présentation efficace des épitopes antigéniques
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(OV A323.339), complexés aux IgG, aux cellules T CD4 chez des souris transgéniques (OT-II)
(Qiao et al. 2008). Ces résultats sont soutenus par les expériences utilisant des IgG
" sauvages " ou des IgG portant une triple mutation IHH, qui suppriment la liaison au FcRn,
mais préservent I’interaction des IgG avec les autres FcyR (Spiekermann et al. 2002). La
présentation de 1’Ag est supérieure avec les IgG " sauvages " qui permettent ’intervention du
FcRn. Ces travaux ont également suggéré une amélioration de la présentation lorsque les
complexes immuns sont multimériques et non pas monomériques. Il s’est avéré que
I’adressage des complexes immuns est différent en fonction de la taille, ou seuls les
complexes multimériques semblent adressés au lysosome (Ward and Ober 2009). Il a été
observé que la demi-vie des complexes immuns multimériques est inférieure a celle des
complexes monomériques ou des IgG non complexées (Shreeram Akilesh et al. 2007).

En outre, le FcRn s’avere étre également nécessaire pour la présentation croisée de peptides
antigéniques. La présentation croisée étant le fait que des peptides antigéniques issus d’Ag
exogenes habituellement présentés par les molécules de CMH II soient présentés par le CMH
I (présentation de peptides endogenes) aux T CDS8 pour les activer (Figure 18). Baker et al.
ont décrit ce phénomene en 2011, en utilisant la présentation de faible concentration
d'ovalbumine par les cellules dendritiques (CD8-/CD11b+) aux cellules T CDS8 dans le
modele de souris transgéniques (OT-I) (Baker et al. 2011). Par ailleurs, 'utilisation de
complexes immuns formés d’ IgG portant la mutation N297A qui supprime la liaison aux
FcyR mais préserve la liaison au FcRn, a permis de montrer que la présentation croisée
dépendait aussi des FcyR en cohérence avec le role du FcRn dans la phagocytose (Gestur
Vidarsson et al. 2006). Des résultats confortant ces données ont été¢ publiés par la méme
équipe concernant la présentation croisée d’Ag tumoraux dans le cancer du colon et du

poumon a la fois chez la souris et ’'Homme (Baker et al 2013).
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Figure 18 : Représentation schématique de la présentation antigénique par les cellules dendritiques,
d'apres (Knudsen Sand et al. 2015).
Les cellules dendritiques expriment a la fois le FcRn et les récepteurs FcyR classiques. (1) La liaison d’un
complexe immun (IgG-CI) aux FcyR exprimés en surface conduit a leur internalisation dans les endosomes
précoces. (2) Apres internalisation, il y a maturation et acidification des endosomes ou les complexes immuns se

fixent au FcRn. (3) Le FcRn dirige les complexes immuns vers les " compartiments de chargement " pour le
traitement puis le chargement des peptides antigéniques sur le CMH I et le CMH II. (4) Par la suite, les
molécules de CMH I et II chargées vont étre dirigées vers la membrane plasmique pour la présentation des
peptides aux cellules T. (5) Les ligands du FcRn sous forme de monomeres peuvent étre quant a eux recyclés par

les cellules dendritiques.

2.B.3 Immunité des muqueuses et FcRn

Bien qu’il soit reconnu que les IgA sont les Ig majoritaires au niveau des muqueuses et
qu’elles ont un réle majeur dans I’immunité mucosale, il n’en demeure pas moins que les IgG
sont présentes dans ces tissus. Elles sont retrouvées a des concentrations de 300pg/ml dans les
sécrétions nasales ou de 800ug/ml dans la lumiére rectale (Kozlowski et al. 1997; Yoshida,
Masuda, et al. 2006). L’acheminement des IgG depuis la circulation sanguine vers les
mugqueuses est permis grace au FcRn. Le processus immunitaire mis en place repose sur la
capacité du FcRn a permettre d’une part, la rencontre entre les IgG et les agents pathogénes au
niveau des muqueuses et d’autre part, le transfert des complexes immuns au niveau de la

lamina propria. Dans la muqueuse intestinale, les complexes peuvent se lier aux FcyRs a la
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surface des cellules dendritiques et étre internalisés. Ces CPA chargés en Ag vont migrer vers
les ganglions lymphatiques drainants pour induire une réponse immunitaire. La liaison des
complexes immuns au FcRn des cellules dendritiques induit la production de cytokines (ex :
IL-12) par ces cellules. Les molécules de CMH chargées avec les Ag provenant des
complexes immuns vont permettre 1’activation de cellules T CD4 et/ou T CDS. L’II-12
sécrétée peut agir d’une part sur les lymphocytes T CD4 activés pour induire une réponse
TH1 et d’autre part sur les T CDS afin de favoriser leur activation et cytotoxicité (Figure 19)
(Yoshida, Kobayashi, et al. 2006; Rath et al. 2015). Ce processus d’immunité locale a été
observé dans bien d’autres muqueuses, ce qui confeére au FcRn un réle important dans

I’immunosurveillance des muqueuses (Bai et al. 2011; Li et al. 2011).
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Figure 19 : FcRn et immunité des muqueuses, cas de la muqueuse intestinale, d'aprés (Pyzik et al.
2015).

Apres la formation de complexes immuns constitués de bactéries et d'IgG anti-bactéries dans la lumiere
intestinale, le FcRn peut les retransférer dans la lamina propria ou ils sont délivrés a des CPA, telles que les
cellules dendritiques. Une fois les complexes immuns intégrés par les CPA, ces cellules vont migrer vers les

ganglions lymphatiques drainants, afin de permettre la mise en place d’une réponse immunitaire.

2.B.4 Réponse immunitaire humorale

L’utilisation de mode¢les animaux transgéniques surexprimant le FcRn a révélé que ce
récepteur était directement impliqué dans la réponse humorale. En effet, indépendamment de
la demi-vie des IgG augmentée chez les animaux transgéniques, lors d’expériences
d’immunisation, une augmentation significative des titres d’Ac et du nombre de cellules B

spécifiques de I’Ag injecté ont été observés (Bender et al. 2007; Catunda Lemos et al. 2012;
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Baranyi et al. 2013). De méme, dans un modé¢le murin surexprimant du FcRn bovin, il a été
constaté qu’une stimulation par des molécules faiblement antigéniques induisait une réponse
humorale plus forte contre ces Ag que chez les souris sauvages (Végh et al. 2012). Une étude
plus récente a permis de démontrer que cela était li¢ a une augmentation de la présentation des
Ag par les CPA dans les organes lymphoides secondaires, entralnant une augmentation du
nombre de cellules B spécifiques chez ces souris transgéniques (Schneider et al. 2015). Par
ailleurs, cette étude démontre d’une part, que les cellules B spléniques expriment le FcRn, ce
qui pourrait contribuer a une augmentation de 1’activité de ces cellules et d’autre part, que la
présentation des Ag par les cellules dendritiques impliquant le FcRn augmente
significativement le nombre de cellules T helper, permettant ainsi une réponse hautement

efficace contre une faible dose d’Ag.

2.B.5 Réponse immunitaire anti-tumorale

Plus récemment, les travaux de Baker et al. ont précisé le role du FcRn dans la réponse
immunitaire lors du développement tumoral (Baker et al. 2013). Sachant que le FcRn est
impliqué dans la présentation croisée des Ag et par conséquent dans I’activation des cellules T
CDS, les auteurs se sont intéressés a I’implication du FcRn dans le développement tumoral
dans différents modeles murins de cancer colorectal. Les résultats ont montré que les souris
dépourvues de FcRn (FcRn -/-) étaient plus susceptibles de développer des cancers
colorectaux que les souris sauvages (WT), que ce soit dans des modeles de cancer
génétiquement (modele de souris mutées pour le géne suppresseur de tumeurs APC,
Adenomatous Polyposis Coli) ou chimiquement (exposition a 1’azoxymethane associée ou non
au dextran sulfate de sodium) induit. L’analyse du tissu digestif des souris révéla que le
nombre de cellules T CD8 activées était plus important chez les souris sauvages que chez les
souris déficientes en FcRn. Grace aux expériences de transfert adoptif de cellules dendritiques
(CD8-/CD11b+) de souris WT a des souris FcRn -/- et inversement, ils ont décrit que le FcRn
participait a la mise en place d’une réponse anti-tumorale via les cellules dendritiques qui
activaient les T CDS. De plus, cette protection anti-tumorale FcRn-dépendante était également
liée a la capacité des cellules dendritiques de souris sauvages a synthétiser I’IL-12, par
comparaison aux cellules dendritiques de souris FcRn -/-, permettant 1’amplification de la
réponse cytotoxique des cellules T CD8. La sécrétion d’IL-12 par les cellules dendritiques
permet ¢galement ’activation des cellules T CD4 participant a 1’induction d’une réponse
humorale (Figure 20). Ces deux propriétés d’activation des T CDS8 et de production d’IL-12

ont été¢ confirmées sur des cellules dendritiques humaines obtenues a partir de monocytes.
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Figure 20 : Représentation schématique de I’implication du FcRn dans la réponse anti-tumorale,
d'aprés (Baker et al. 2013).

(1) Les cellules cancéreuses peuvent libérer dans ’environnement tumoral des corps apoptotiques et des Ag

DC

tumoraux. (2) Ces derniers peuvent étre reconnus par certaines IgG et former des complexes immuns. (3) Les
cellules dendritiques présentes dans la lamina propria au niveau de la muqueuse intestinale expriment a la fois le
FcRn et les récepteurs FcyR classiques. Ces cellules vont intégrer les Ag tumoraux. (4-6) La protection tumorale
médiée par FcRn est provoquée par l'activation des lymphocytes T CD8 réactifs aux tumeurs endogenes, via les
cellules dendritiques qui assurent la présentation croisée d'Ag complexés aux IgG, ainsi que par l'induction de la
sécrétion de cytokines (IL-12). (7) Dans un contexte cytokinique favorable, la sécrétion d’11-12 peut participer au
recrutement de cellules T CD4, qui vont a leur tour permettre une réponse humorale contre la tumeur et amplifier

I’activité des T CDS.

La participation du FcRn dans la tumorigenéese a été renforcée par les travaux de 1’équipe de
Sally Ward, rapportant une relation entre la perte de I’expression du FcRn et la hausse de la
consommation d’albumine par la tumeur (Swiercz et al. 2016). L albumine ne peut alors plus
étre recyclée par le FcRn, entrainant ainsi une augmentation de la croissance tumorale par son
utilisation comme " carburant " par la cellule tumorale. L'inactivation de ce gene permet la
digestion lysosomale de 1'albumine, ce qui augmente les niveaux de glutamate intracellulaire
et améliore la croissance des cellules tumorales. A l'inverse, les lignées de cellules tumorales
transfectées avec le géne FCGRT réduisaient a la fois les taux d'absorption de I'albumine et de
glutamate intracellulaire et, in fine, la croissance tumorale dans les modéeles de xénogreffes de
souris. Les auteurs sont allés jusqu’a identifier le FcRn comme un géne suppresseur de

tumeur.
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Contexte et objectifs de la these
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Le FcRn ou récepteur néonatal pour la portion Fc des IgG, est un récepteur « clé » qui
prolonge la demi-vie des IgG et des anticorps thérapeutiques et assure leur biodistribution
dans les tissus. Plus récemment, son role s’est étendu a la réponse immunitaire humorale et
cellulaire, soulevant de nouvelles questions concernant son implication dans la
physiopathologie de certaines maladies comme le cancer.

Les principaux travaux ont révélé, d'une part, que le FcRn exprimé par les cellules
présentatrices d’antigéne intervient dans la phagocytose et la présentation croisée des
complexes immuns aux lymphocytes T CD8 (Qiao et al. 2008; Baker et al. 2011; Xindong
Liu et al. 2011; Baker et al. 2014a). De facon intéressante, le nombre de cellules dendritiques
exprimant le FcRn est corrélé a la survie des patients atteints d’un cancer du c6lon (Baker et
al. 2013). D’autre part, la surexpression du FcRn chez des souris transgéniques améliore la
réponse immunitaire humorale et 1’expansion des lymphocytes B spécifiques de 1’antigéne.
Enfin, la perte de l'expression du FcRn induit la croissance des cellules tumorales, via la
consommation de l'albumine non recyclée par la tumeur (Swiercz et al. 2016). Ainsi, une
altération du niveau de I’expression du FcRn par les cellules néoplasiques et/ou par les
cellules du microenvironnement tumoral aurait des conséquences dans I’induction et le
développement tumoral.

Mon projet de thése a donc eu pour objectifs :
1) d’étudier I’expression du FcRn dans les tumeurs pulmonaires chez I’Homme.

Ce travail a été initié avant mon arrivé au laboratoire dans le cadre d’une collaboration entre
I’Inserm UMR1100 et I’'unité CNRS GICC/EA7501 de Tours et I’Université d’ Athénes. Nous
avons entrepris d’étudier 1’expression du FcRn dans les tissus cancéreux issus d’une cohorte
de patients atteints d’un cancer du poumon non a petites cellules (n® DC-2008-308 — cohorte
des hopitaux de Tours), car le poumon est un organe exprimant le FcRn et que ce cancer est
I’un des plus fréquents. L expression du FcRn a été évaluée au niveau de I’ARN messager par
RT-PCR quantitative et au niveau protéique par western blot et immunohistochimie. Les
données d’expression de cette étude et celles provenant de bases de données publiques
(Oncomine) ont été analysées avec les données cliniques et ont montré que le FcRn pourrait
étre utilis€ comme un marqueur pronostique du cancer du poumon. Ces résultats ont été
publiés dans Oncotarget :

Emilie Dalloneau, Nadine Baroukh, Konstantinos Mavridis, Agnés Maillet, Fabien
Gueugnon, Yves Courty, Agnes Petit, Thomas Kryza, Maguy Del Rio, Serge Guyetant, Diana

Carolina Cadena Castaneda, Christine Dhommée, Christophe Arnoult, Andreas Scorilas,
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Valérie Gouilleux-Gruart, and Nathalie Heuzé-Vourc'h. Downregulation of the neonatal Fc
receptor expression in non-small cell lung cancer tissue is associated with a poor prognosis.

Oncotarget, 2016.

2) d’¢étudier ’impact de I’expression du FcRn dans le microenvironnement tumoral sur la

tumorigeénese et la réponse immunitaire anti-tumorale.

Pour explorer I’'impact du niveau d’expression du FcRn dans la tumorigenese, nous avons
utilisé le modele murin syngénique de « métastases expérimentales pulmonaires » induites par
l'injection par voie intraveineuse des mélanocytes malins B16F10 (qui expriment le FcRn).
Les cellules ont été injectées chez des souris WT et des souris déficientes en FcRn (FcRn -/-)
pour mimer une répression du FcRn par le microenvironnement tumoral. L’effet du niveau
d’expression du FcRn sur la charge tumorale a été quantifi¢ macroscopiquement ; celui sur la
réponse immunitaire anti-tumorale par un immunophénotypage des cellules immunitaires par
cytométrie en flux au niveau du site tumoral (poumon) et en périphérie (rate). En accord avec
les résultats de Baker et al. (Baker et al. 2013) nous avons observé un impact de la répression
du FcRn sur la croissance tumorale dans ce modele et montré pour la premicre fois
I’implication du FcRn dans le développement et la maturation des cellules NK. Ces résultats
ont été publiés dans Frontiers in Immunology : Diana Cadena Castaneda, Christine
Dhommée, Thomas Baranek, Emilie Dalloneau, Laurie Lajoie, Alexandre Valayer,
Christophe Arnoult, Marie-Véronique Demattéi, Delphine Fouquenet, Christelle Parent,
Nathalie Heuzé-Vourc’h and Valérie Gouilleux-Gruart. Lack of FcRn impairs natural killer
cell development and functions in the tumor microenvironment. Frontiers in Immunology,
2018.

Les résultats de ces deux publications vont étre présentés successivement, puis commentés de

manicre globale dans la discussion générale.
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Résultats
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Premiere partie: La diminution du niveau
d’expression du FcRn dans les tumeurs de patients
atteints de cancer pulmonaire non a petites cellules est

associée a un mauvais pronostic. (Travail collaboratif)

Article n° 1

Downregulation of the neonatal Fc receptor expression in non- small cell lung

cancer tissue is associated with a poor prognosis.

Emilie Dalloneau, Nadine Baroukh, Konstantinos Mavridis, Agnés Maillet, Fabien
Gueugnon, Yves Courty, Agnes Petit, Thomas Kryza, Maguy Del Rio, Serge Guyetant,
Diana Carolina Cadena Castaneda, Christine Dhommée, Christophe Arnoult, Andreas

Scorilas, Valérie Gouilleux-Gruart”, Nathalie Heuzé-Vourc’h®. Oncotarget. 2016

* Contribution identique a 1’étude
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Introduction

Le cancer du poumon est la premiére cause de mortalité par cancer dans le monde et peut étre
divisé en deux types, les cancers non a petites cellules et les cancers a petites cellules,
représentant respectivement, 80% et 20% des cancers du poumon. En France, le cancer du
poumon se place a la quatrieme position derriere ceux de la prostate, du sein et du colon-
rectum, en terme d’incidence (“Cancer Du Poumon | Ligue Contre Le Cancer” n.d.). En
revanche, il constitue la premiére cause de déces chez I’Homme et la deuxiéme chez la
femme. Les traitements des cancers, dont le cancer du poumon, sont en général lourds et
présentent des variabilités interindividuelles quant a leur efficacité. C'est pourquoi il est
nécessaire d'effectuer une surveillance réguliére pour détecter les signes d'éventuelles rechutes
et prendre en charge les potentiels effets secondaires. Notamment, dans la littérature,
I'importance de la réponse immunitaire anti-tumorale dans le suivi du cancer pulmonaire est
bien décrite (Domagala-Kulawik 2015). Ainsi, la détection de certaines cellules immunitaires
infiltrant le tissu tumoral peut étre associée a une évolution clinique favorable (cellules
dendritiques, cellules TCDS8, TCD4, lymphocytes B, NK/NKT) ou alors a une évolution
défavorable (cellules Treg) dans la rémission du cancer (Jochems and Schlom 2011; Alifano
et al. 2014; Germain et al. 2014). Par ailleurs, l'expression de certains marqueurs peuvent
¢galement apporter une information sur I'évolution clinique positive ou négative du cancer
(Q1, Li, and Kang 2014; Fucikova et al. 2016). Le FcRn a la particularité d’étre exprimé dans
différents tissus et types cellulaires, comme les cellules hématopoiétiques. L'expression du
FcRn au niveau pulmonaire a été rapportée dans différentes études avec néanmoins certaines
divergences. Chez I’Homme, 1’é¢tude de Spiekerman et al. (Spiekermann et al. 2002) a décrit
I’expression du FcRn par Western-Blot et immunohistochimie dans 1’épithélium bronchique
(anticorps anti- FcRn: Ab 176/190-1). Alors que I’étude plus récente de Latvala et al.,
utilisant exclusivement la technique d’immunohistochimie, montre uniquement un marquage
du FcRn dans les M® alvéolaires et dans les cellules de 1’endothélium vasculaire (Latvala et
al. 2017). Les cellules épithéliales alvéolaires et bronchiques n’exprimeraient pas le FcRn
(anticorps anti-FcRn: Novus NBP 1-89128). Ces différences pourraient relever de
I’utilisation de différentes techniques et d’anticorps anti-FcRn n’ayant peut-étre pas la méme
sensibilité. Malgré cette divergence, les deux études concordent sur I’expression du FcRn au

niveau du tissu pulmonaire.
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Ce récepteur est connu pour participer au recyclage et a la transcytose des IgG au niveau des
muqueuses, permettant ainsi d'apporter une protection immunitaire contre certains agents
pathogenes. (Yoshida, Masuda, et al. 2006; Yoshida, Kobayashi, et al. 2006; Bai et al. 2011) .
Il est également impliqué dans certains processus importants de la réponse immunitaire
(Stapleton et al. 2015) . De ce fait, il pourrait étre considéré comme marqueur d’activité
tumorale.

Des études plus récentes ont permis d’attribuer des fonctions supplémentaires au FcRn.
Notamment, une implication dans la réponse anti-tumorale. D’aprés les travaux de Baker et
al., dans le cancer colique, le nombre de cellules dendritiques exprimant FcRn est diminué
dans le microenvironnement tumoral. Cette diminution affecte la présentation croisée des
complexes immuns dépendante du FcRn, par les cellules dendritiques aux lymphocytes T
CD8. Les auteurs ont démontré un lien entre le nombre de cellules dendritiques infiltrant le
tissu tumoral et exprimant FcRn et la survie des patients dans le cancer colorectal (Baker et al.
2013).

Sur la base de ces données, nous avons réalisé une €tude rétrospective sur une cohorte de
cancer pulmonaire non a petites cellules afin d’évaluer la valeur pronostique de I’expression
du FcRn dans ce type de cancer.

Nous avons (CEPR/Inserm U1100 et GICC/CNRS UMR7292) eu acceés a des échantillons
tumoraux et non tumoraux (adjacente a la tumeur) de 80 patients atteints de cancer
pulmonaire non a petites cellules (n° DC-2008-308, cohorte du CHU de Tours). L’expression
du FcRn a été explorée au niveau de I’ARNm par RT-PCR quantitative et au niveau protéique
par western-blot et immunohistochimie (Anti-FcRn Novus NBP 1-89128). L’analyse
statistiques des données cliniques et de I’expression du FcRn a été réalisée en collaboration
avec une équipe de recherche grecque de I'université d’Atheénes (Department of Biochemistry
and Molecular Biology, University of Athens, Panepistimiopolis, Greece) afin d’évaluer la
valeur pronostique et prédictive du FcRn dans le cancer pulmonaire. L’ensemble des analyses
a ¢été effectué¢ conformément aux normes d’éthique selon la déclaration d’Helsinki et des

autorités francaises de la bioéthique.
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Résultats principaux

Notre étude a montré pour la premicre fois que 1’expression du FcRn était dérégulée dans la
zone tumorale par comparaison a la zone « saine » entourant la tumeur d’un méme patient
dans le cas du cancer pulmonaire non a petites cellules (Figure 1). Ces résultats sont en lien
avec les données de Baker et al., qui ont montré une diminution de I’expression du FcRn dans
le microenvironnement tumoral dans le cas du cancer colorectal chez ’Homme (Baker et al.

2013).

Au sein des échantillons de cancer du poumon non a petites cellules, I’expression du FcRn a
¢été principalement détectée dans certaines cellules immunitaires (M® alvéolaires et cellules
dendritiques, Figure 2). Dans le tissu pulmonaire, on note une faible expression au niveau des
cellules épithéliales, qui n'est pas retrouvée dans les cellules cancéreuses pulmonaires. Ces
résultats sont cohérents avec les travaux de Lavtala et al., (Latvala et al. 2017) qui ont par
ailleurs utilisé le méme anticorps que dans notre étude et par ceux de I'équipe de S. Ward qui
a montré une diminution d'expression du FcRn dans des cellules tumorales (Swiercz et al.

2016).

Enfin, les études statistiques ont permis d’établir que I’expression du transcrit FcRn (ARNm
du FCGRT) pouvait étre utilis¢é comme marqueur pronostique favorable pour ce type de
cancer, indépendamment des autres parameétres cliniques (Figure 3, Tableau 1). Cette
observation est valable a la fois pour I’analyse des tissus cancéreux et non cancéreux. Ces
résultats ont été validés sur des données issues des bases de données publiques, ainsi que par
les méta-analyses pour d’autres cohortes du méme type de cancer (Figure 4, Tableau 2).
L’¢évaluation de la valeur pronostique de I’expression du transcrit FcRn en fonction du
classement des patients a également été effectuée. Deux sous-groupes de patients dits a
« faible risque » ont été concernés par cette analyse, ceux classés au stade précoce (I/II) de la
pathologie et ceux caractérisés pour ne pas présenter de métastases (Données supplémentaires
Tableau S2). Les résultats dans les différents sous-groupes ont révélé que la valeur
pronostique du FcRn continuait a étre valable, alors que les patients sont a des stades

différents de 1’évolution de la pathologie.

L’ensemble de ces résultats a permis de révéler I’intérét de 1’utilisation de I’expression du

FcRn comme marqueur pronostique dans le suivi des patients.
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ABSTRACT
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Lung cancer is the leading cause of cancer-related death worldwide. Although the

recommended tumor, node and metastasis (TNM) classification and stage determination
are important to select therapeutic options for patients with non-small cell lung
carcinoma (NSCLC), additional molecular markers are required to indicate the prognosis,
in particular within a specific stage, and help with the management of patients.

Because neonatal Fc receptor (FcRn) has recently been involved in colon cancer
immunosurveillance, we measured its expression in non-cancerous and NSCLC lung
tissues and evaluated its prognostic value in overall survival for patient with NSCLC.
FcRn expression was determined at both mRNA and protein levels on cancerous and
adjacent non-cancerous tissues from 80 NSCLC patients. In NSCLC, FcRn was mainly
found in resident and tumor infiltrating immune cells. The corresponding mRNA and
protein were significantly less abundant in lung tumor than non-cancerous tissue.
Moreover, analysis of our cohort and datasets from the public data bases show that
FCGRT mRNA down-regulation is a robust and independent, unfavorable predictive
factor of NSCLC patient survival. We conclude that FCGRT mRNA expression may be
a useful additional marker for immunoscoring, reflecting tumor immune system, and
help in the decision-making process for NSCLC patients.

INTRODUCTION

Lung carcinogenesis is complex, involving both
neoplastic cells and the tumor microenvironment. Today,
the complex interplay between the immune system and
lung tumor is well documented [1]. The quality of antitumor
immune responses relies on lymphocytes, macrophages
and granulocytes. Cytotoxic CD8* T lymphocytes (CTL),

CD4" T lymphocytes, B-lymphocytes and natural killer
(NK)/natural killer T (NKT) cells, are known to play a
major role in the cytotoxic attack against tumor cells.
The success of this attack depends partly on an effective
antigen presentation by tumor cells and antigen presenting
cells (APC), including macrophages and dendritic cells
(DC). As documented in various solid tumors, the nature,
the density and the location of immune cells correlate with
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cancer patient prognosis. In non-small cell lung cancer
(NSCLC), mature DC and follicular B-cell density, and
infiltration of CD8* T cells correlate with a better clinical
outcome [2, 3]. Interestingly, molecular changes, related to
antitumor immune response, may also constitute prognosis
biomarkers. For example, high expression of calreticulin,
which participates to the immunogenic cell death and
antigenicity of tumor cells, constitutes a favorable molecular
prognosis biomarker in NSCLC [4].

FcRn belongs to the family of receptors for the
Fc portion of IgG and is encoded by FCGRT. FcRn is
expressed in many cells and tissues throughout life. It is
found in endothelial and epithelial cells from various organs
(including placenta, lung, intestine and brain) where it
participates in the recycling and transcytosis of IgG [5, 6].
This contributes to the long half-life of IgGs in biological
fluids and their distribution in the human body [5, 7-9].
Aside from these well-known biological functions, FcRn
is also involved in the humoral immune response: present
in the epithelia of mucosa, FcRn is important for the host
immune response against both bacteria and viruses [10-13].
FcRn allows virus-specific IgG to bind with pathogens
in epithelial cell endosomes where it neutralizes virus
[13]. FcRn in immune cells, in particular dendritic cells,
macrophages, monocytes [14] and neutrophils [15], is
involved in antigen presentation and cross-presentation by
dendritic cells [16, 17]. Recently, FcRn has been shown
to play a pivotal role in anti-tumor immunity. Indeed,
FcRn mediated tumor protection through DC activation
of endogenous tumor-reactive CD8*-T cells via the cross-
presentation of IgG complexed antigens, in a colorectal
cancer model, using fcgrt knock-out mice [18]. Moreover,
the density of FcRn-expressing DC correlated with CD8" T
cell numbers and predicted improved prognosis in human
colorectal carcinoma.

Based on these results, we conducted a retrospective
study in several NSCLC cohorts, to evaluate the prognosis
value of FcRn expression in lung cancer: the lung is one
of the major organs expressing FcRn and lung cancer is
the leading cause of cancer-related mortality [19]. Herein,
we showed for the first time that FCGRT mRNA is down-
regulated in non-small cell lung carcinoma (NSCLC)
patients and that FCGRT mRNA levels in both NSCLC
and adjacent non-cancerous tissues are independently
positively correlated with prognosis. We found that FcRn
was mainly expressed by resident and tumor-infiltrating
immune cells, in the lung, indicating that FCGRT mRNA
level might reflect lung antitumor immune response.

RESULTS

FCGRT mRNA is down-regulated in NSCL.C
tissue

FCGRT mRNA was assayed by qRT-PCR in
cancerous and non-cancerous samples from patients with

NSCLC (Figure 1A). Mean FCGRT mRNA levels were
significantly lower in the cancerous (mean + SE = 0.727
+ (0.080) than non-cancerous (mean + SE =2.95 + 0.12)
tissue. FCGRT mRNA levels were lower in 95% (76/80) of
the NSCLC than paired non-cancerous tissues (P <0.001).
The median FCGRT mRNA values were 6-fold lower
in the cancerous than non-cancerous samples (median
tumor = 0.482, median adjacent normal tissue = 2.89; P <
0.001) (Figure 1B). Similarly, western blotting of pooled
protein extracts from different patients, chosen randomly,
showed that the amount of FcRn (normalized to a-tubulin)
was much lower in cancerous than non-cancerous tissue
(Figure 1C). Using a cut-off value of 1.66 expression
units, the relative FCGRT mRNA levels in cancerous
and non-cancerous tissues showed a sensitivity of 93.7%
and a specificity of 92.5%, (Figure 1D). ROC analysis of
FCGRT mRNA levels (Figure 1D) produced a notable
AUC of 0.934 (SE = 0.024, 95% CI = 0.884 — 0.967,
P < 0.001). At fixed sensitivities of 90.0% and 95.0%,
specificity values were 92.50% and 87.50%, respectively.
At fixed specificities of 80.0% and 90.0%, sensitivity
values were 97.50% and 93.75%, respectively. Findings
for stage I specimens were similar: the difference in
expression was 5-fold (P < 0.001), and the corresponding
ROC curve analysis generated an AUC of 0.947 (95%
CI = 0.905 — 0.989, P < 0.001) (Figure 1E). Similarly,
the discriminatory capacity of FcRn was also robust for
stage>I patients (AUC = 0.923, 95% CI = 0.862 — 0.983,
P <0.001). Using a cut-off value at 1.66 expression
units, we can distinguish cancerous tissues from non-
cancerous with a strong efficiency; this holds true even
for early stage (stage I) patients for whom FCGRT mRNA
expression analysis offers important differential diagnostic
information indicating that it could enhance the accuracy
of trans-bronchial needle aspirations or small biopsies. No
significant association was found between FCGRT mRNA
levels in cancerous tissues and clinic-pathological features
(Supplementary Table S1).

Expression of FcRn in NSCLC patients is mainly
attributed to immune cells

The distribution of FcRn protein has been studied
in the normal lungs of various species and is restricted
to bronchial epithelial cells and alveolar macrophages in
humans [20]. NSCLC originate mainly from epithelial
bronchial cells (and in some cases from epithelial
alveolar cells), so we tested for FcRn expression by
immunohistochemistry (see supplemental results for IHC
validation) in a small set of cancerous and non-cancerous
lung tissues. We detected FcRn in alveolar macrophages and
at very low levels in the bronchial epithelium of the non-
cancerous tissue (Figure 2). In tumor samples, it was very
low in neoplastic cells while mainly detected in large cells,
located in immune islets, in the stromal and peri-vascular
compartment (Figure 2). Staining for CD8 (CD8" T cells),
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Figure 1: A. Ratios of FCGRT mRNA in cancerous (C) / non-cancerous (NC) in paired tissues from the NSCLC patients
(n=80; P = 6. 27x10"%, Wilcoxon Signed Ranks test). B. Distribution of FCGRT mRNA levels in non-cancerous and cancerous tissues
(n=80; P =2.54x10?', Mann-Whitney test). C. Representative image of FcRn protein revealed by western blotting in a pool of 10 patients
with matched cancerous and adjacent non-cancerous tissue. Recombinant human FcRn protein was loaded as a positive control. Signals
were quantified with ImageJ and normalized to that for a-tubulin. D. ROC curve analysis for FCGRT mRNA level in cancerous and non-
cancerous lung tissue samples. n= 80, AUC = 0.934, SE = 0.024, 95% CI = 0.884 — 0.967, P < 0.0001, calculations according to DeLong
et al., 1988. Youden index J = 0.863 (95% CI = 0.775 — 0.925, BCa bootstrap interval, 1000 iterations). E. ROC curve analysis for FCGRT
mRNA levels in stage I cancerous and in non-cancerous tissues (n=37; AUC = 0.947, 95% CI = 0.905 — 0.989, P < 0.001, calculations
according to DeLong ef al., 1988. Youden index J = 0.871 (95% CI = 0.771 — 0.938, BCa bootstrap interval, 1000 iterations).
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CD163 (macrophages) or PS100 (dendritic cells) on serial
sections revealed that they were macrophages and dendritic
cells (Figure 2), as previously described by Baker ef al. in
human colorectal carcinomas [18].

Prognostic value of FCGRT mRNA in NSCLC
patients

FCGRT mRNA in cancerous tissues is associated with
a favorable prognosis

Baker et al. showed that the frequency of specific
FcRn-positive cells correlated with survival in colorectal

carcinoma [18], so we evaluated the predictive value of
testing for FcRn in cancerous and non-cancerous lung
tissues. The predictive value of FcRn for NSCLC patient
survival was evaluated by analyzing FCGRT mRNA
expression (high or low) in cancer tissues. The survival of
NSCLC patients classified as FCGRT-high (62.0 months
(SE = 6.9)) was better than that of FCGRT-low patients
(37.3 months (SE = 3.3); P = 0.046 Kaplan-Meir analysis)
(Figure 3A); this was also shown by univariate Cox
regression analysis (HR = 0.362, 95% CI=0.127 — 1.03,
P=0.057) (Table 1). Multivariate Cox regression analysis,
adjusted for significant clinicopathological variables,
identified FCGRT mRNA expression in the cancerous

A FcRn in non-cancerous lung

Bronchial epithelium

Alveoli

~anti-FcRn

]

anti-FcRn

anti-FcRn‘ anti-CD163

A\
142}
B FcRn in cancerous lung
Patient 1 Patient 2
anti-FcRn Anti-PS100 cRn Anti-PS100
O H : i
Dendritics cells 4
3 EESH 2
O o g N "10’on. : A 2 Jogum
Patient 1 Patient 3
anti-FcRn anti-CD163 i-FcRn anti-CD163
v JAS
Macrophages g ; ‘ -
3 4
J00um 75 Y oy . 500umi ¢
Patient 1 Patient 3
anti-FcRn ~ anti-CD8 N anti-FcRn anti-CD8
CD8* cells

500m

Figure 2: Expression of FcRn in non-cancerous A. and cancerous B. serial lung sections from a small set of patients
(n=8). (A) FcRn expression was very week in bronchial epithelial cells (left panel) and marked in alveolar macrophages (right panel) in the
non-cancerous lung. (B) In cancerous tissue, the staining revealed that FcRn is expressed in interstitial stromal cells including DCs (PS100),
macrophages (CD163) (arrowheads indicate areas of colocalization) but no CD8" T cells (CD8). A very weak staining was also observed in
carcinomatous cells. Pictures from 3 patients were selected as they are representative of the different staining.
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tissues as an independent indicator of favorable prognosis
for NSCLC patients (HR = 0.332, 95% CI=0.112 - 0.983,
P =0.047) (Table 1).

FCGRT mRNA in non-cancerous tissues is also an
independent predictor of survival for NSCLC patients

Taking into consideration the recently described
role of FcRn in the anti-tumor immune response [18],

A FCGRTmMRNA expressionin canceroustissues

and the prognostic gene expression signatures that can
be derived from tumor-adjacent tissue parts as previously
reported for several human malignancies [21, 22],
we sought to evaluate the predictive value of FCGRT
mRNA expression in non-cancerous tissues obtained
from NSCLC patients. High FCGRT mRNA levels
in the non-cancerous specimens were associated (P =
0.005) with favorable prognosis (Figure 3B), whereas

B FCGRTMRNA expressionin non-cancerous tissues
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Figure 3: A. Kaplan-Meier overall survival analyses for FCGRT mRNA level in cancerous tissue from NSCLC patients (n=71). Cut-off
value = 0.888 (74" percentile of FCGRT mRNA abundance in cancerous samples). B. Kaplan-Meier overall survival analysis for FCGRT
mRNA level in non-cancerous tissue from NSCLC patients (n=71). Cut-off value = 2.82 (43" percentile of FCGRT expression in normal
tissues). C-D. Kaplan-Meier overall survival analysis for NSCLC patients stratified according to FCGRT mRNA level in cancerous and
non-cancerous (n=71). (C) C"/ NC": Patients with high FCGRT mRNA levels in both tissue parts. C" / NC' or C' / NC": Patients with high
FCGRT mRNA expression only in the cancerous or the non-cancerous tissue, respectively. C' / NC" Patients with low FCGRT mRNA
levels in both tissue parts (n=71). (D) C" and/or NC": Patients with high FCGRT mRNA levels in at least one tissue part (cancer and/or non-
cancerous tissues n=71). C'/ NC': Patients with low FCGRT mRNA levels in both tissue parts. Cut-off values as described above.
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Table 1: Cox regression overall survival analyses at the univariate and multivariate levels (n=71)

Univariate Analysis Multivariate Analysis
Variable HR 95% CI P value | Bootstrap Variable HR 95% CI P value | Bootstrap
P value P value
FCGRT
FCGRT mRNA level mRNA level in
in cancerous tissue
cancerous
Low (1) (n=55) 1.00 Low 1.00
High (h) (n=16) 0.362 | 0.127-1.03 | 0.057 0.041 0.3322] 0.112-0.983 0.047 0.042
High
0.267° | 0.089 —0.806 0.019 0.013
FCGRT
.F CGRT mRNA level mRNA level in
in non-cancerous
N non-cancerous
tissue .
tissue
Low (n=30) 1.00 Low 1.00
High (n=41) 0.384 10.192 -0.769] 0.007 0.003 N 0.323*] 0.154 -0.678 0.003 0.002
Hig
0.339°| 0.162-0.709 0.004 0.008
FCGRT mRNA FCGRT
. . mRNA levels
levels in both tissue . .
tvpes in both tissue
yp types
C/NC' (n=23) 1.00 C'/NC' 1.00

Chand/or NC"(n=48) | 0.355 |0.177-0.714| 0.004 0.003

Chand/or NC" | 0.273* | 0.129 —0.577 0.001 0.001

0.263| 0.124-0.556 | <0.001 0.002

Stage (n=71) 122 | 1.04—-1.44 | 0.015 0.009
Histotype

SCC (n=29) 1.00

ADC (n=42) 1.23 ] 0.605-2.50 | 0.566 0.570
Age (n=71) 0.992 | 0.961-1.02 | 0.596 0.565
Metastasis

No (n=57) 1.00

Yes (n=12) 237 | 1.09-5.17 | 0.030 0.012

* Multivariate model adjusted for stage, histotype, age (model a).

® Multivariate model adjusted for metastasis status, histotype, age (model b).

patients with low FCGRT mRNA expression were 2.6
times more likely to die of the disease, as indicated by
univariate analysis (P=0.007; Table 1). Furthermore,
FCGRT mRNA expression in non-cancerous tissues was
found to constitute a strong independent predictor of
favorable overall survival outcome in NSCLC patients
(HR = 0.323, 95% CI = 0.154 — 0.678, P = 0.003
Table 1). Altogether those results showed that FCGRT
mRNA higher levels in cancerous and, intriguingly non-
cancerous tissue are associated with a favorable outcome
and provide prognosis information independently of
other clinic-pathological parameters.

Assessment of FCGRT mRNA in both the tumor and
non-cancerous tissues can stratify NSCLC patients
according to overall survival

We further stratified NSCLC patients, according
to FCGRT mRNA levels in both cancerous (C) and non-
cancerous (NC) tissue. Overall survival periods were
longer for high (h) than low (1) FCGRT mRNA levels
in both cancerous and non-cancerous tissues (P = 0.002)
(Figure 3C-3D). Strikingly, none of the “double high” (C"
/NCP") patients died during the follow-up period, whereas
the survival probabilities progressively worsened over
time for patients with one or both tissue types scored as
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FCGRT-low (Figure 3C). The findings were similar when
the patients were grouped into those with high FcRn
expression in at least one tissue type (C" and/or NC") and
those with low FCGRT expression in both tissue types
(C'/ NC": the latter group showed significantly worse
outcomes (P = 0.002) (Figure 3D).

Thus, analysis of FCGRT mRNA expression in both
tissues types can provide significant and robust prognostic
information about NSCLC patients as shown by
univariate Cox regression (HR = 0.355, 95% CI=0.177
—0.714, P = 0.004) (Table 1), which is independent of
the currently used conventional indicators and important
clinico-pathological variables as proven by multivariate
survival analysis (HR = 0.273, 95% CI =0.129 — 0.577,
P=0.001) (Table 1).

Prognostic value of FCGRT mRNA in early stage and
in metastasis-free NSCLC patients

We analyzed the prognostic performance of
FCGRT mRNA levels in subgroups of NSCLC patients
conventionally classified as “lower-risk”. Kaplan-Meier
survival analysis within the early stage (I/II) patient
subgroup indicated that high FCGRT mRNA levels
retained their association with favorable outcome; this
was statistically significant for non-cancerous tissue
(P = 0.035). Early stage patients with high levels of
FCGRT mRNA in at least one tissue (C" and/or NC")
survived longer than patients with low levels of FCGRT
mRNA in both tissues (C' / NC") (P= 0.055). Similar
observations were made for the non-metastatic patients,
as FCGRT mRNA expression again endowed NSCLC
patients with enhanced overall survival intervals; this
held true for the determination of FCGRT mRNA
expression in non-cancerous tissue parts (P =0.007) and
the comparisons between NSCLC patients with at least
one tissue part with a high expression versus patients with
both tissue having a low expression of FCGRT mRNA
(P=0.008) (see Supplementary Table S2).

Multivariate analysis confirmed the independent
prognostic information from FCGRT mRNA expression
levels in normal and cancerous tissues, further
demonstrating the similar yet discrete clinical significance
of these assessments (data not shown).

Prognostic value of FCGRT mRNA expression is
validated in others cohorts with NSCLC

In order to reinforce our findings regarding the
prognostic significance of FCGRT mRNA expression
in lung cancer, we performed in silico analysis of FcRn
expression. Firstly, we analyzed microarrays studies
extracted from the Oncomine database [23]. The results
showed that FCGRT mRNA down regulation was also
associated with poor survival of NSCLC patients in
several datasets, supporting the results of our qRT-PCR
study (Tables 2 and 3). Secondly, we used Affymetrix
microarray expression data from lung cancer patients
and analyzed FCGRT mRNA expression as determined

by probe set 218831 s_at, based on the online “Kaplan
Meier Plotter” tool [24]. The significant association
of FCGRT mRNA expression with favorable overall
survival of lung cancer patients that we observed, was
validated using this independent dataset of 1,926 lung
cancer samples (Figure 4A, see Supplementary Table S3)
at the univariate (HR = 0.69, 95% CI = 0.6 — 0.79, P =
8x10*), and multivariate levels after adjustment for stage
and tumor histotype (HR = 0.69, 95% CI = 0.55 - 086, P =
0.0009) (see Supplementary Table S3). Finally to validate
these results, we performed a meta-analysis on data from
publicly available expression analysis platforms: Kaplan
Meier Plotter [24] , PrognoScan [25], PROGgeneV2 [26]
and SurvExpress [27]. FCGRT mRNA expression was
strongly associated with favorable overall survival of
lung cancer patients as indicated by the pooled HR from
n=31 studies/databases HR= 0.70 (95% CI = 0.65-0.74),
P <0.0001. In 28/31 studies the HRs were <1 (indicating
association with favorable prognosis) and 12/31
were individually statistically significant, including
large cohorts from the Kaplan Meier plotter database
(N=1926), the SurvExpress platform (N=1044) and the
CAARAY, NCI (N=468) (Figure 4B, see Supplementray
Table S4). Moreover, no statistical heterogeneity was
observed (Cochran Q = 33.08, df =30, P=0.3191, > =
9.3%, 95% CI = 0-42%), neither statistically significant
bias (Begg-Mazumdar: Kendall’s tau = 0.0409 P =
0.7616, Egger: bias = -0.04965, 95% CI =-0.790-0.691,
P = 0.8918) (Figure 4C, see Supplementary Table S4).
The absence of statistically significant heterogeneity and
bias are indicators of the sufficient quality of the meta-
analyses and the validity of the deriving conclusions.

DISCUSSION

The lungs are one of the major organs expressing
FcRn and a common site of carcinogenesis. In this study,
we showed a significant decrease of FcRn expression, at
both the mRNA and protein levels, in the lung cancerous
compared to the lung non-cancerous tissues from NSCLC
patients. This discriminative value of FCGRT mRNA
expression between cancer lesions from non-cancerous
tissue parts is high, even for early stage patients (AUC
=0.947). This result is in line with the recent evidences
demonstrating a central role of FcRn in anti-tumor
immune-surveillance [18]. It also raises questions on
the role of FcRn in non-cancer lung diseases, since
lower levels of FCGRT mRNA were also described in
bronchiectasis and lung fibrosis, correlating with the
extent of lung abnormalities [28].

Herein, we also found that FCGRT mRNA levels
were associated with a favorable outcome and provided
prognostic information independently from important
clinic-pathological parameters, when it was assessed in
the cancer or, intriguingly, in the non-cancerous tissue
part. In fact, FCGRT mRNA expression, especially
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Table 2: Association between survival status and down-regulation of FCGRT mRNA expression in some human lung

cancer datasets extracted from Oncomine

Clinical parameters significantly associated to reduced n p-value Dataset Reference
FCGRT mRNA levels in human Lung cancer datasets

76 0.03 Beer Lung, Nat Med, 2002
Lung Adenocarcinoma, Dead at 1 Year Garber Lung, Proc Natl Acad Sci U

21 0.014

S A, 2001
Large Cell Lung Carcinoma, Dead at 3 Years 10 0.016 Zhu Lung, J Clin Oncol, 2010
) 12 0.012 Hou Lung, PLoS One, 2010

Large Cell Lung Carcinoma, Dead at 5 Years .

10 0.016 Zhu Lung, J Clin Oncol, 2010
Squamous Cell Lung Carcinoma, Dead at 5 Years 10 0.038 Hou Lung, PLoS One, 2010

Table 3: Associations between FCGRT mRNA expression and survival status of NSCLC patients at 1 year after

surgery (Tours’ hospital cohort)

FCGRT expression Number of patients (%) P’
1-year survival

Cancerous tissue Dead Alive

Low (1) 13 (100.0) 42 (72.4) 0.032

High (h) 0(0.0) 16 (27.6)

Non-cancerous tissue Dead Alive

Low 11 (84.6) 19 (32.8) 0.001

High 2 (15.4) 39 (67.2)

Combined Dead Alive

C'/NC' 11 (84.6) 12 (20.7) <0.001

C" and/or NC" 2(15.4) 46 (79.3)

* Fisher’s exact test

when assessed in the non-cancerous tissue part has
prognostic relevance even for the “lower-risk” early
stage (P = 0.035) and metastasis-free NSCLC patients
(P = 0.007). Interestingly, multivariate analysis also
corroborated the similar yet discrete clinical significance
of these assessments (data not shown). Overall our
findings are consistent with the accumulating evidences
showing molecular alterations of the normal-appearing
tissue adjacent to tumor lesions and their impact in the
stepwise progression to lung cancer [29]. Considering the
role of FcRn in immunosurveillance and tumorigenesis,
the decrease in FCGRT mRNA expression might be an
important biomarker of the molecular changes promoting
lung carcinogenesis and tumor progression. It may help
with decision-making for NSCLC management and
yield important advances for the development of novel
chemoprevention strategies.

When analyzing the combined non-cancerous
and cancerous expression of FCGRT mRNA, we
noticed a progressive deterioration of overall survival
periods with the decrease presence of FCGRT mRNA
in non-cancerous and cancerous tissue parts. None of
the patients classified as FCGRT mRNA -high for both
tissue parts died within the study’s follow-up period,
whereas the survival probabilities worsened when
moving to patients with one tissue part and both tissue
parts showing low expression. This observation extends
the tumor-protective role of FcRn in the lungs. The
combined analysis of FCGRT mRNA expression can
provide significant and robust prognostic information
regarding the overall survival of NSCLC patients. The
robustness of our findings is clearly reinforced by the
fact that same results were found in other independent
and international cohorts. It was found to be independent
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GSE4716-GPL36S6 —_————— 0.29 (0.09, 0.95)
GSE4573 = 0.83(0.57, 1.22)
GSE17710 0.74 (0.44, 1.24)
GSES843 0.89 (0.40, 1.96)
GSE11969 0.15(0.02, 1.91)
GSE26939 0.73 (0.49, 1.09)
GSE17710 0.65 (0.39, 1.07)
GSE15188 0.78 (0.4S, 1.23)
GSE41271 - 0.69 (0.56, 0.84)
KM Plotter database B 0.69 (0.60, 0.79)
CAARAY - 0.61(0.48, 0.79)
GSE2S013 1.48(0.57, 3.81)
GSE30219 - 0.75 (0.54, 1.04)
GSE31508 2.06 (0.41, 10.28)
GSE37745 —a— 0.50 (0.35, 0.70)
GSES0081 0.71(0.43,1.17)
TCGA 0.54 (0.24,1.21)
SurvExpress database -.- 0.74 (0.61, 0.88)
GSES5123 0.74 (0.34, 1.59)
GSE42127 0.85(0.52, 1.39)
combined = 0.70 (0.64, 0.75)
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Figure 4: A. Kaplan-Meier overall survival curves based on FCGRT expression (high vs low), as assessed by the KM
plotter expression analysis data. B. Forest plot (random effects method) of the hazard ratio for FCGRT expression and overall survival
in lung cancer based on data obtained by the PrognoScan, PROGgeneV2, Kaplan Meier Plotter and SurvExpress platforms. C. Bias
assessment plot for trials considered in the meta-analysis.
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of the currently used conventional indicators and
important clinic-pathological parameters. Moreover,
these results were confirmed by the meta-analysis
realized on data from publicly available microarray
databases. In fact, the absence of statistically significant
heterogeneity and bias in the meta-analysis are
indicators of the sufficient quality of the meta-analyses
and the validity of the deriving conclusions.

Description of FcRn expression in a small set of
patients, by IHC, revealed a marked expression by alveolar
macrophages and a faint signal from epithelial bronchial
cells in the normal lungs, as previously described [20].
In NSCLC, FcRn expression was mainly found in
infiltrating immune cells, in particular macrophages and
DCs. Further studies will be required to assess if FCGRT
mRNA reduction is attributed to a lower density of FcRn*-
cells or/and to molecular mechanisms underlying mRNA
down-regulation in these cells. In colorectal carcinoma,
Baker et a/. [18] found that FcRn-positive dendritic cells
(DCs) were strongly correlated with the presence of CD8*
T cells in the non-cancerous tissue and promote the anti-
tumor role of FcRn. In NSCLC, the global expression
of FCGRT mRNA might be a reflection of the density
of antigen presenting cells and antitumor immune
response in NSCLC. In that context, it will be interesting
to evaluate the predictive value of FcRn in response to
immunomodulatory monoclonal antibodies, targeting
immune checkpoints (anti-PD-1 or anti-CTLA-4) that
have raised great promises in the treatment of NSCLC
[30, 31].

Although the recommended tumor, node and
metastasis (TNM) classification and stage determination
are important to select therapeutic options for patients
with non-small cell lung carcinoma (NSCLC), additional
molecular markers are required to indicate better the
prognosis, in particular within a specific stage, and
determine the potential benefits of adapted therapy in
NSCLC [32]. We report the first demonstration of the
prognostic and predictive values of testing for FCGRT
mRNA in NSCLC patients. The prognostic value of
testing for FcRn in specific cell populations by double
IHC staining has already been described in colorectal
carcinoma [18]. Although our study suffers from the
common limitations of investigations with surgical
tumor samples, being mainly descriptive, as well as a
retrospective nature and a certain degree of heterogeneity
of the samples, our results identified FCGRT mRNA level
as a robust and independent marker of NSCLC patient
outcome and add to the existing evidences on the central
role of the tumor’s niche on carcinogenesis and disease
progression [33]. Future external validations, in one
or more independent, ideally multicentric, prospective
studies would be required to support our findings and help
transfer our results to a clinical application for NSCLC.

Testing for FCGRT mRNA is straightforward,
and can readily be applied in the clinic. This novel

marker could be combined with the recently described
Immunoscore® [34], a method measuring the beneficial
impact of the immune infiltrate on tumor outcome, which
has emerged in colorectal cancer and may be relevant
in other malignancies, such as lung cancer [35]. Taking
together, they may help with decision-making for NSCLC
management, contributing to the timely and appropriate
administration of adjuvant treatment.

MATERIALS AND METHODS

Lung tissue specimens

Specimens (2-3 cm?) of cancerous and non-
cancerous tissues (80 patients) were collected from
patients prior to any therapy, as described by Gueugnon
et al. [36] at the Trousseau Hospital, Tours, France,
between 2006 and 2011 (n° DC-2008-308 — also named in
the manuscript Tours” hospital cohort). The nonmalignant
tissue samples were taken from sites at least 3 cm away
from the edge of the tumor. Patient data were recorded
in a database for statistical analysis (See Tables 4
and 5). This study was conducted in accordance with
the ethical standards of the Helsinki Declaration and
French bioethical authorities. Frozen lung tissues were
embedded in Tissue-Tek OCT (Sakura Finetek Europe)
and 8um sections were cut on a cryotome (Thermo
SCIENTIFIC). Sections (up to 50 mg) were immediately
placed in lysis buffer (RLT Plus, Qiagen) containing 143
UM B-mercaptoethanol and vortexed thoroughly for 2
minutes. The lysates were then centrifuged in a microfuge
for 1 min at full speed. Aliquots of each supernatant were
collected and stored at -80°C. RNA was purified on a
QIAsymphony SP workstation using the RNA CT 400
protocol (QIAsymphony RNA kit, Qiagen), including
digestion of genomic DNA with DNAse I. Total RNA was
eluted RNAse-free water and quantified using a NanoDrop
2000c¢ spectrophotometer (Thermo SCIENTIFIC). RNA
integrity was assessed using an Agilent 2100 bioanalyzer.
Only samples with an RNA integrity number (RIN) >
6 were considered for RT-qPCR analysis (80 patients
matched for tumoral and non tumoral adjacent tissue).

Single-strand cDNA was synthesized from 2pg total
RNA from each sample with the High Capacity cDNA
Reverse Transcription kit (Applied Biosystems), according
to the manufacturer’s instructions.

Quantitative real-time PCR

Following RNA extraction from NSCL and
non-cancerous adjacent tissues, and cDNA synthesis,
quantitative-PCR was carried out on the LightCycler
480 (Roche Diagnostics GmbH) as described by
Gueugnon et al. [36]. The concentration of FCGRT
mRNA was normalized to the geometric mean of
mRNAs of two reference genes: TATA-binding protein
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Table 4: Patient characteristics (n=80)

Characteristics N (%)
Gender
Male 64 (80)
Female 16 (20)
Smoking history
Never 9 (11.25)
Former/Current 68 (85)
Unknown 3(3.75)
Histologic type
(qucliamous cell carcinoma 35 (43.75)
Adenocarcinoma (ADC) 45 (56.25)
T- primary tumor size
<3em 27 (33.75)
>3cm 48 (60)
Unknown 5(6.25)
N- lymph node status
Yes 47 (58.75)
No 31 (38.75)
Unknown 2(2.5)
M- distant metastasis
Yes 13 (16.25)
No 05 (81.25)
Unknown 2(2.5)
pTNM Stage
1A 11 (13.75)
IB 26 (32.5)
1A 5(6.25)
1B 8 (10)
A 13 (16.25)
1B 3(3.75)
v 13 (16.25)
Unknown 1(1.25)

(TBP) and hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
(HPRTTI). This gives more reliable results than using a
single reference gene [37]. Gene-specific primer pairs
were designed according published mRNA sequences
so that the amplicons generated spanned two exons.
The sequences of the primers used in this study are:

FCGRT F 5-CCCTGGCTTTTCCGTGCTT-3'; R
5'-TGACGATTCCCACCACGAG-3"; HPRTI F 5'-CAT
TATGCTGAGGATTTGGAAGG-3"; R 5'-CTTGAGCAC
ACAGAGGGCTACA-3"; TBP F 5-TGTATCCACAG
TGAATCTTGGT TG-3"; R 5-GGTTCGTGGCTCTCT
TATCCTC-3'. PCR reactions were carried out using 20ng
cDNA as template, 0.2uM each of forward and reverse
primer and 1x SYBR Premix Ex Taq (Takara Bio Inc).
Each reaction was performed in triplicate. The thermal
protocol consisted of an initial denaturation step at 95°C
for 30 sec followed by 40 cycles of denaturation at 95°C
for 5 sec and primer annealing and extension at 60°C for
20 sec. Melting curves were generated for each amplified
cDNA to check the specificity of the reactions. In the
standard protocol, fluorescence was read at 60°C during
the annealing and extension step. However, we included
an additional step (heating at 82°C for 15sec) to record
the fluorescence. This increased the specificity of FCGRT
measurement by eliminating all non-specific signals. Each
PCR run included a no-template control and a calibrator
AV090211 (a pool of cDNA from many lung tumors) to
evaluate inter-assay variability.

Serial dilutions of the AV090211 calibrator (a pool
of 10 cDNA from tumoral and non tumoral samples) (80ng
cDNA to 0.625ng cDNA) were used to create a standard
curve for each gene. These curves were constructed by
plotting the crossing point (Cp) values against the initial
quantity of the AV090211 calibrator. The Cp of a sample,
defined as the point where the fluorescence curve of the
sample was above the background fluorescence, was
calculated according to the second derivative maximum
method by the LightCycler 480 software. The efficiencies
of PCR for t FCGRTand reference genes were calculated
from the formula E = 10-"%"°re; they were close to 100%
(i.e. efficiency E = 2): FCGRT: E = 1.986; TBP: E =
2.041; HPRTI: E = 1.979. Thus, the software converted
Cp data from the samples into a concentration for each
gene using the PCR efficiency and the initial amount of
AV090211 calibrator. Finally, the results for each sample
were normalized by dividing the FCGRT value by the
geometric mean of HPRT] and TBP reference genes.

Western blot

Protein extracts (40pg) of a pool of 10 cancerous
tissues and 10 matched non-cancerous tissues from
NSCLC patients, chosen blindly and human recombinant
FcRn protein were separated on a NUPAGE 4-12%
Bis-Tris gel (Life Technologies) and then transferred
onto PVDF (polyvinyldenedifluoride) membranes by
electroblotting. Membranes were blocked and then
incubated with anti-FcRn (1/500) (Novus Biologicals cat.
number NBP1-89128) or anti-alpha tubulin (1/20000) as
a loading control antibody (Abcam cat. number ab7291)
under the conditions recommended by the manufacturers.
After incubation with the appropriate conjugated-HRP
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Table 5: Descriptive statistics of the continuous variables (n=80)

Percentiles

N Mean S.E. Min

Max 10 25 50 75 90
(median)

Age 80 65.2 1.2 36.0
Tumor size (cm) 75 3.75 0.18 1.20
Packs per year 66 42.8 2.4 5.0
Smoking cessation 57 7.32 1.50 0.0
(years)

OS (months) 71 30.0 2.14 3.0

83.0 50.2 59.0 66.5 73.0 78.0
10.0 2.00 2.50 3.50 4.50 6.00
100 20.0 30.0 40.0 50.0 75.0
60.0 0.0 0.0 0.0 11.5 224

78.0 7.0 17.0 27.0 42.0 58.6

secondary antibody, membranes were developed using an
enhanced chemiluminescence western blotting detection
reagent (Amersham Biosciences). Densitometry of the
FcRn spots was quantified using ImageJ and normalized
with a-tubulin. The experiments were done three times
with two different pools of proteins from 10 patients.
The FcRn human recombinant protein used as a positive
control is homologous over its entire region to the amino
acid sequence PAKS, from there it is deleted on the entire
Ct final region and the original sequence was replaced by
a synthetic sequence which corresponds to the sequence
factor X, followed by the V5 epitope and a polyhistidine.
The construction has been obtained by a 2-step cloning 1) a
deletion from PAKS (since the beginning of exon 6) then 2)
an insertion of the synthetic sequence at BamHI-NotI site.

Immunohistochemical analysis

Staining of FcRn*- cells, dendritic cells, macrophages
and CD8™-T cells was assessed on both cancerous (C) and
non-cancerous (NC) 3um-thick serial lung tissue sections
from a small set of patients (n=8), using anti-FcRn (Abcam
cat. number ab4360), anti-PS100 (Dako, cat. number
Z0311), anti-CD163 (LEICA, cat. number NCL-CD163)
and anti-CD8 (Dako, cat. number M7103) antibodies,
respectively. Briefly, tissues were deparaffinized, rehydrated
and subjected to heat antigen retrieval in a citrate buffer
(pH 6.0). FcRn staining was done as followed: samples
were washed twice in TBS-Tween 0.1% before being
blocked for endogenous peroxidase activity in 3% hydrogen
peroxide-methanol. After 2 washes, the VECTASTAIN
Elite ABC Kit (Goat IgG, VECTOR Laboratories) was
used for immunostaining following the manufacturer’s
instructions. Tissues sections were blocked 1h in blocking
bufter (PBS-triton 0.4% + 3 drops of goat sera (from the
VECTASTAIN Elite ABC kit) + 5% BSA + 3% normal human
sera buffer). Tissue sections were incubated with anti-FcRn
(diluted 1/500) polyclonal antibody (Novus Biologicals
cat. number NBP1-89128) overnight at 4°C in blocking
buffer. A standard avidin—biotin immunoperoxidase method
and diaminobenzidine as chromogen (DakoCytomation)
were used for visualization. Tissues slides were colored

using Harris” hematoxylin. Rabbit IgG (1/28,000), whole
molecule (Jackson ImmunoResearch), was used as both
isotype and negative control. Positive and negative controls
were realized on human placenta section with FcRn
antibody. PS100, CD163 and CDS staining were done using
a benchmark XT automated stainer (Roche) following the
manufacturer’s instructions; tissues sections were colored
with Gill’s hematoxylin.

Statistical analyses

Differences between FCGRT expression values
between groups of cancerous samples were assessed using
the non-parametric Mann-Whitney U and Jonckheere-
Terpstra tests. FCGRT mRNA levels in paired NSCLC
samples were compared with the non-parametric Wilcoxon
signed-rank test. The DeLong et al. [38] method was used
for ROC curve analyses. The optimal cut-off that derived
from the ROC curve analysis corresponded to the highest
accuracy as calculated by the Youden index J.

Kaplan-Meier survival curves were analyzed
for the overall survival of the 71 NSCLC patients with
available follow-up data; the log-rank test was used for
evaluation of statistical significance. Cox regression
models were used to evaluate the prognostic potential of
FCGRT mRNA levels for overall survival (OS) of NSCLC
patients through the calculation of hazard ratios (HR) at
the univariate and multivariate levels. Multivariate models
were adjusted for tumor stage, tumor histotype and patient
age (model a) or metastasis status, tumor histotype and
patient age (model b). For survival analyses, optimal cut-
off points were established using the X-tile algorithm and
the minimal p-value approach for cutoff optimization.
All regression models were validated by the bootstrap
resampling (n=1,000 bootstrap samples) using the bias
corrected and accelerated approach. The selected cut-off
for FcRn expression in the cancerous tissue parts was
additionally validated (P=0.0197) in the Kaplan-Meier
Plotter (KM Plotter) database, indicating that it can be
applied in an independent dataset. SPSS Statistics (version
17.0), MedCalc software (version 12.5) and GraphPad
Prism (version 5.00) were used.
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Publicly available databases, online survival
analysis tools and meta-analysis

The Oncomine database and gene microarray
analysis tool, a repository for published cDNA microarray
data (www.oncomine.org) [23] was used (January 2015)
to analyze the FCGRT mRNA expression in public Lung
cancer datasets [39—42]. Oncomine algorithms were used
for the statistical analysis of the differences in FCGRT
mRNA expression and association with patient survival
status (Student’s t-test).

The Kaplan Meier-Plotter (KM Plotter) online
survival analysis tool was used in order to confirm the
prognostic potential of FcRn in a large cohort of lung
cancer patients. Briefly, gene expression data and overall
survival information are downloaded from GEO, EGA
and TCGA and a database is created. To analyze the
prognostic value of a particular gene, in our case FCGRT,
the patient samples are split into two groups according
to various quantile expressions and are compared by a
Kaplan-Meier survival plot. KM plotter was used both at
the univariate and multivariate level [24].

Meta-analysis on FcRn prognostic significance
was performed by gathering all available Hazard Ratios
and 95% Confidence Intervals for FcRn in lung cancer
from different individual microarray-based studies using
the publicly available biomarker analysis and validation
tools: Prognoscan [25], ProgGene V2 [26], SurvExpress
[27] and KM Plotter [24]. Subsequently we analyzed this
information with the StatsDirect v3.0 [StatsDirect Ltd.
StatsDirect statistical software. http://www.statsdirect.
com. England: StatsDirect Ltd. 2013]. Statistical software
in order to calculate the pooled Hazard Ratio, Cochran Q
and I? values, as well as and to produce Forest plots and
Bias-assessment plots.
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Downregulation of the neonatal Fc receptor expression in non-
small cell lung cancer tissue is associated with a poor prognosis

SUPPLEMENTARY MATERIALS AND METHODS

Total RNA isolation and ¢cDNA synthesis

NSCLC and non tumoral adjacent tissues

Frozen lung tissues were embedded in Tissue-Tek
OCT (Sakura Finetek Europe) and 8pum sections were cut
on a cryotome (Thermo SCIENTIFIC). Sections (up to 50
mg) were immediately placed in lysis buffer (RLT Plus,
Qiagen) containing 143 uM B-mercaptoethanol and vortexed
thoroughly for 2 minutes. The lysates were then centrifuged
in a microfuge for 1 min at full speed. Aliquots of each
supernatant were collected and stored at -80°C. RNA was
purified on a QIAsymphony SP workstation using the RNA
CT 400 protocol (QIAsymphony RNA kit, Qiagen), including
digestion of genomic DNA with DNAse I. Total RNA was
eluted RNAse-free water and quantified using a NanoDrop
2000c spectrophotometer (Thermo SCIENTIFIC). RNA
integrity was assessed using an Agilent 2100 bioanalyzer.
Only samples with an RNA integrity number (RIN) > 6 were
considered for RT-qPCR analysis (80 patients matched for
tumoral and non tumoral adjacent tissue).

Single-strand cDNA was synthesized from 2pg total
RNA from each sample with the High Capacity cDNA
Reverse Transcription kit (Applied Biosystems), according
to the manufacturer’s instructions.

CRC and non tumoral adjacent tissues

All tissue samples were maintained at 180°C (liquid
nitrogen) until RNA extraction and were weighed before

homogenization. Tissue samples were then disrupted directly
into a lysis buffer using Mixer Mill MM 300 (Qiagen). Total
RNA was isolated from tissue lysates using the RNeasy Mini
Kit (Qiagen), and additional DN Asedigestion was performed
on all samples during the extraction process (RNase-Free
DNase Set Protocol for DNase treatment on RNeasy Mini
Spin Columns; Qiagen). After each extraction, a small
fraction of the total RNA preparation was taken to determine
the quality of the sample and the yield of total RNA.
Controls analyses were performed by UV spectroscopy
and analysis of total RNA profile using the Agilent RNA
6000 Nano LabChip Kit with the Agilent 2100 Bioanalyser
(Agilent Technologies) to determine RNA purity, quantity,
and integrity.

Quantitative real-time PCR

The FCGRT mRNA expression in lung samples
was determined by quantitative real-time PCR in a
LightCycler 480 (Roche Diagnostics GmbH). The
concentration of FCGRT mRNA was normalized
to the geometric mean of mRNAs of two reference
genes. TATA-binding protein (7BP) and hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1). This gives more
reliable results than using a single reference gene
(Vandesompele et al. 2002). Gene-specific primer pairs
were designed according published mRNA sequences
so that the amplicons generated spanned two exons. The
sequences of the primers used in this study are:

Gene Forward Reverse

FCGRT 5’-CCCTGGCTTTTCCGTGCTT-3" 5’-TGACGATTCCCACCACGAG-3’
HPRT1 5’-CATTATGCTGAGGATTTGGA AGG-3’ 5’-CTTGAGCACACAGAGGGCT ACA-3’
TBP 5’-TGTATCCACAGTGAATCTTGG TTG-3’ 5’-GGTTCGTGGCTCTCTTATC CTC-3”

PCR reactions were carried out using 20ng cDNA
as template, 0.2puM each of forward and reverse primer
and 1x SYBR Premix Ex Taq (Takara Bio Inc). Each
reaction was performed in triplicate. The thermal protocol
consisted of an initial denaturation step at 95°C for 30
sec followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 5
sec and primer annealing and extension at 60°C for 20
sec. Melting curves were generated for each amplified
cDNA to check the specificity of the reactions. In the
standard protocol, fluorescence was read at 60°C during
the annealing and extension step. However, we included
an additional step (heating at 82°C for 15sec) to record

the fluorescence. This increased the specificity of FCGRT
measurement by eliminating all non-specific signals. Each
PCR run included a no-template control and a calibrator
AV090211 (a pool of cDNA from many lung tumors) to
evaluate inter-assay variability.

Serial dilutions of the AV090211 calibrator (a pool
of 10 cDNA from tumoral and non tumoral samples) (80ng
cDNA to 0.625ng cDNA) were used to create a standard
curve for each gene. These curves were constructed by
plotting the crossing point (Cp) values against the initial
quantity of the AV090211 calibrator. The Cp of a sample,
defined as the point where the fluorescence curve of the
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sample was above the background fluorescence, was
calculated according to the second derivative maximum
method by the LightCycler 480 software. The efficiencies
of PCR for the target and reference genes were calculated
from the formula E = 10"5°¢; they were close to 100%
(i.e. efficiency E =2): FCGRT: E = 1.986; TBP: E =2.041;
HPRTI: E = 1.979. Thus, the software converted Cp data
from the samples into a concentration for each gene using
the PCR efficiency and the initial amount of AV090211
calibrator. Finally, the results for each sample were
normalized by dividing the FCGRT value by the geometric
mean of HPRTI and TBP reference genes.

Western blot

Protein extracts (40pg) of a pool of 10 cancerous
tissues and 10 matched non-cancerous tissues from
NSCLC patients, chosen blindly and human recombinant
FcRn protein were separated on a NUPAGE 4-12%
Bis-Tris gel (Life Technologies) and then transferred
onto PVDF (polyvinyldenedifluoride) membranes by
electroblotting. Membranes were blocked and then
incubated with anti-FcRn (Novus Biologicals) or anti-
alpha tubulin as a loading control antibody (Abcam)
under the conditions recommended by the manufacturers.
After incubation with the appropriate conjugated-HRP
secondary antibody, membranes were developed using
an enhanced chemiluminescence western blotting

detection reagent (Amersham Biosciences). The FcRn
human recombinant protein used as a positive control
is homologous over its entire region to the amino acid
sequence PAKS, from there it is deleted on the entire Ct
final region and the original sequence was replaced by a
synthetic sequence which corresponds to the sequence
factor X, followed by the V5 epitope and a polyhistidine
(10). The construction has been obtained by a 2-step
cloning 1) a deletion from PAKS (since the beginning of
exon 6) then 2) an insertion of the synthetic sequence at
BamHI-NotlI site.

Immunohistochemical analysis

10pm-thick tissue sections from both NSCLC and
non-cancerous tissues were deparaffinized, rehydrated
and subjected to heat antigen retrieval in a citrate
buffer (pH 6.0). Samples were blocked for endogenous
peroxidase activity in 3% hydrogen peroxide-methanol.
The VECTASTAIN Elite ABC Kit (Goat 1gG,VECTOR
Laboratories) was used for immunostaining following
the manufacturer’s instructions. Tissue sections were
incubated with anti-FcRn polyclonal antibody (Novus
Biologicals) overnight at 4°C. A standard avidin—
biotinimmunoperoxidase method and diaminobenzine as
chromogen (DakoCytomation) were used for visualization.
Rabbit IgG, whole molecule (Jackson ImmunoResearch),
was used as a negative control.
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Supplementary Figure S1: Negative (Isotype: Rabbit IgG whole molecule) and positive controls of FcRnimmunostaining
were realized on commercial human placenta slides. No staining was observed with isotype whereas arrowheads indicate FcRn
staining (in brown).

Supplementary Table S1: Associations between FGRT mRNA levels and clinicopathological characteristics of
NSCLC patients

N Median FCRN expression in P value
NSCLC
Gender
Male 64 0.449 0.085*
Female 16 0.698
Histotype
Squamous cell carcinoma 35 0.380 0.091°
Adenocarcinoma 45 0.556
Differentiation status
Moderately or well 34 0.387 0.501*
Poorly 15 0.470
Unknown 31
Tumor size
<3 cm 27 0.487 0.843¢
>3 cm 48 0.496
Unknown 5
Lymph node status
Negative 47 0.532 0.755*
Positive 31 0.451
Unknown 2

(Continued)
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N Median FCRN expression in P value
NSCLC
Metastasis
No 65 0.522 0.507*
Yes 13 0.382
Unknown 2
Stage
LI 50 0.496 0.692°
11, IV 29 0.477
Unknown 1
Chronic Obstructive Pulmonary Disease
No 44 0.558 0.246*
Yes 36 0.409
Smoking status
Never 9 0.810 0.2342
Currently or former 68 0.455
Unknown 3
Pack-years
<21 9 0.579 0.179*
21-49 34 0.464
>49 23 0.407
Unknown 14
Stage (ordinal)
Ia 11 0.823¢ 0.144°
Ib 26 0.432¢
Ila 5 0.314¢
ITb 8 0.382¢
Ila 13 0.487¢
1Ib 3 0.810¢
v 13 0.382¢
Unknown 1

2 P value calculated by Mann-Whitney test

® P value calculated by Jonckheere-Terpstra test

‘P =0.043 (for Stage Ia vs Stage Ib, Mann-Whitney test)

4P = 0.380 for (for Stage Ila vs Stage IIb, Mann-Whitney test)
P =0.726 for (for Stage III vs Stage IV, Mann-Whitney test)
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Supplementary Table S2: The prognostic value of FCGRT mRNA levels for early stage and metastasis-free NSCLC

patients (Kaplan-Meier analysis)

Variable

Mean overall survival time in

months (95% CI)

P*

Early stage (I/II) patients (n=45)

FCGRT mRNA level in cancerous tissue parts
Low (1) (n=34)

High (h) (n=11)

FCGRT mRNA level in non-cancerous tissue parts
Low (n=20)

High (n=25)

Combined FCGRT mRNA levels

C'/NC' (n=15)

C" and/or NC" (n=30)

Non-metastatic patients (n=57)

FCGRT mRNA level in cancerous tissue parts
Low (n=44)

High (n=13)

FCGRT mRNA level in non-cancerous tissue parts
Low (n=23)

High (n=34)

Combined FCGRT mRNA levels

C'/NC' (n=18)

C" and/or NC" (n=39)

Late stage (III/IV) patients (n=26)

FCGRT mRNA level in cancerous tissue parts
Low (1) (n=21)

High (h) (n=5)

FCGRT mRNA level in non-cancerous tissue parts
Low (n=10)

High (n=16)

Combined FCGRT mRNA levels

C'/NC' (n=8)

C" and/or NC" (n=18)

Metastatic patients (n=12)

FCGRT mRNA level in cancerous tissue parts
Low (1) (n=9)

High (h) (n=3)

41.3 (32.7 - 49.8)
61.1 (44.8 — 77.4)

41.1 (26.4 - 55.8)
50.5 (42.3 — 58.8)

31.1 (18.8 - 43.5)

55.8 (4.8 — 66.7)

40.0 (32.7 - 47.3)

63.8 (49.7 — 77.9)

36.8 (23.6 -50.0)
54.1(45.6 — 62.6)

29.9 (18.9 — 41.0)

56.1 (46.6 — 65.6)

31.0 (22.0 — 40.0)

58.3 (38.1 - 78.6)

25.8 (11.7 - 39.9)
45.1 (31.8-58.4)

21.1 (5.8-36.5)

44.7 (32.3 - 57.1)

20.4 (10.5 - 30.4)
34.5 (32.4 - 36.6)

0.339

0.035

0.055

0.108

0.007

0.008

0.080

0.076

0.024

0.110

(Continued)
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Variable Mean overall survival time in P*
months (95% CI)

FCGRT mRNA level in non-cancerous tissue parts

Low (n=6) 18.2 (8.2 -28.1) 0.272
High (n=6) 31.5(18.8-44.2)

Combined FCGRT mRNA levels

C'/NC' (n=4) 10.0 (3.7 16.4) 0.003
C" and/or NC! (n=8) 324 (22.5-42.3)

*P value calculated by the log-rank test (Kaplan-Meier survival analysis).

Supplementary Table S3: Multivariate analysis for the association of FCGRT mRNA expression and overall survival
(adjusted for Stage and Histology), based on the KM-plotter platform (n=890 available patients).

P value Hazard Ratio
Histology 0.0002 1.38 (1.17 - 1.64)
Stage 0 149 (1.3-1.7)
FCGRT 0.0009 0.69 (0.55 - 0.86)

Supplementary Table S4: Data used for the meta-analysis and construction of Forest Plot for NSCLC (Figure 4 B-C)

Study HR Low High P value SE Weights (fixed) Weights (random)
Jjacob-00182- 0.56 0.35 0.88 0.0129397  0.235 2.083 2.499
CANDF

HARVARD-LC 0.46 0.29 0.74 0.00120089  0.239 2.018 2.425
Jjacob-00182-HLM  0.56 0.36 0.87 0.0105452  0.225 2.274 2.711
MICHIGAN-LC 0.25 0.09 0.7 0.00826201  0.523 0.421 0.533
Jjacob-00182-MSK  0.77 0.45 1.35 0.364188 0.280 1.467 1.795
GSE13213 0.63 0.41 0.98 0.0394138  0.222 2.332 2.775
GSE31210 1.22 0.45 3.31 0.702288 0.509 0.445 0.563
Jjacob-00182-UM 0.79 0.5 1.26 0.325736 0.236 2.073 2.487
GSE11117 0.6 0.37 0.98 0.0405953  0.248 1.866 2.254
GSE3141 1.07 0.74 1.55 0.71182 0.189 3.239 3.747
GSE14814 0.95 0.54 1.67 0.868149 0.288 1.389 1.704
GSE4716- 0.29 0.09 0.95 0.0408259  0.601 0.319 0.405
GPL3696

GSE4573 0.83 0.57 1.22 0.353167 0.194 3.058 3.557
GSE17710 0.74 0.44 1.24 0.252865 0.264 1.650 2.006

(Continued)
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Study HR Low High P value SE Weights (fixed) Weights (random)
GSE5843 0.89 0.4 1.96 0.7728 0.405 0.701 0.880
GSE11969 0.15 0.02 1.91 0.1456 1.163 0.085 0.109
GSE26939 0.73 0.49 1.09 0.1285 0.204 2.770 3.251
GSE17710 0.65 0.39 1.07 0.0919 0.257 1.738 2.108
GSE19188 0.78 0.49 1.23 0.2813 0.235 2.091 2.507
GSE41271 0.69 0.56 0.84 0.0003 0.103 10.771 10.114
KM Plotter 0.69 0.6 0.79 0.00000008  0.070 23.399 16.700
database

CAARAY 0.61 0.48 0.79 0.0001 0.127 7.133 7.368
GSE29013 1.48 0.57 3.81 0.419 0.485 0.491 0.620
GSE30219 0.75 0.54 1.04 0.084 0.167 4.122 4.642
GSE31908 2.06 0.41 10.28 0.3672 0.822 0.171 0.218
GSE37745 0.5 0.35 0.7 0.00004 0.177 3.686 4.206
GSE50081 0.71 0.43 1.17 0.17 0.255 1.767 2.141
TCGA 0.54 0.24 1.21 0.13 0.413 0.677 0.850
SurvExpress 0.74 0.61 0.88 0.001096 0.093 13.186 11.677
database

GSE5123 0.74 0.34 1.59 0.4374 0.394 0.744 0.932

GSE42127 0.85 0.52 1.39 0.5014 0.251 1.832 2.215




Deuxieme partie : L’absence d’expression du FcRn
dans le microenvironnement tumoral influence le

développement et les fonctions des cellules NK.
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Lack of FcRn impairs natural killer cell development and functions in the

tumor microenvironment.
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Introduction

Depuis la description initiale des fonctions du FcRn dans la demi-vie et la biodistribution des
immunoglobulines, les connaissances concernant les fonctions du FcRn n’ont pas cessé de
s’étendre. Ceci est illustré par son implication récente et jusqu’alors insoupgonnée dans la
réponse anti-tumorale, révélée dans trois articles originaux dont le notre décrit précédemment
(Baker et al. 2013; Dalloneau et al. 2016; Swiercz et al. 2016). Ils apportent certains indices
sur le fonctionnement de ce récepteur dans la réponse anti-tumorale, en particulier la premiére
é¢tude de Baker et al. en 2013. Cette ¢tude a révélé que le FcRn était impliqué dans la
présentation croisée des complexes immuns spécifiques de tumeur, au sein des cellules
dendritiques permettant 1’activation des cellules T CD8 cytotoxiques (Baker et al. 2013). Puis,
au sein de notre laboratoire nous avons démontré que I’expression du FcRn était dérégulée
dans les tissus cancéreux de patients atteints de cancer pulmonaire (voir article N°1). Enfin,
plus récemment, 1’équipe de Sally Ward a suggéré que la diminution d’expression du FcRn
par les cellules tumorales elles-mémes constituait un avantage dans la promotion du
développement tumoral. Ceci serait conséquent a 1’augmentation de la consommation de
I’albumine qui n’est plus recyclée par le FcRn, mais utilisée comme source d’énergie par les
cellules tumorales (Swiercz et al. 2016).

Ainsi, le niveau d’expression du FcRn influence la tumorigenese, mais les effets sur les
différents acteurs de la réponse anti-tumorale, en dehors des cellules dendritiques et des
cellules T CDS, restent encore peu clairs. Ces derniéres sont importantes dans la réponse anti-
tumorale, néanmoins ce ne sont pas les seuls acteurs de I’immunosurveillance tumorale. C’est
dans ce contexte que nous avons entrepris de décortiquer comment 1’absence du FcRn
influence la tumorigenése et la réponse anti-tumorale. Pour cela, nous nous sommes tournés
vers un modele murin syngénique de « métastases » pulmonaires, le modele B16F10
(Overwijk and Restifo 2001). Ce modele est tres largement utilisé dans 1’exploration de la
réponse anti-tumorale, notamment dans celle de I’implication du récepteur FcyRI, des
lymphocytes T CDS8 cytotoxiques et des cellules NK. Ainsi, I’importance du récepteur FcyRI
dans I’efficacité du traitement par anticorps a été décrite avec 1’anticorps TA99, dirigé contre
I’antigéne tyrosinase TYRP-1/gp75 exprimé par les B16F10 (Bevaart et al. 2006). D’autre
part, les acteurs (cellules T CD4 et TCD8) impliqués dans la réponse immunitaire spécifique
d’antigenes ont été également évalués (Ramirez-Montagut et al. 2003). Enfin, ce mode¢le a été

utilis¢ dans de nombreuses études concernant le réle des cellules NK, en particulier leur
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importance dans la résistance au développement des métastases pulmonaires, puisque leur
¢limination induisait une augmentation encore plus importante du nombre de métastases

pulmonaires (Grundy, Zhang, and Sentman 2007).

Dans notre étude, nous avons réalisé des injections de cellules BI6F10 a des souris WT et des
souris FcRn -/-, aboutissant a la formation de nodules tumoraux bien distincts au niveau des
poumons. Une analyse macroscopique des poumons a permis de confirmer que 1’absence de
FcRn dans le microenvironnement tumoral facilitait le développement des « métastases ».
Afin d’explorer le role du FcRn sur les acteurs cellulaires du systéme immunitaire autres que
les cellules dendritiques et les cellules T CDS, nous avons réalis¢ un immunophénotypage des
cellules infiltrant les poumons tumoraux et un organe lymphoide secondaire (la rate). Nous
avons démontré pour la premiére fois que I’absence du FcRn influencait la réponse anti-

tumorale via les cellules NK.

Ce travail a révélé I’implication des cellules NK comme relais important de 1’activité du FcRn
dans la réponse anti-tumorale. Je vais donc introduire ici les éléments concernant la biologie

des cellules NK se rapportant a notre sujet.

A.Les cellules NK

Les cellules NK sont des cellules lymphoides innées (ILC) qui, contrairement aux
lymphocytes de I'immunité adaptative, n’expriment pas de récepteurs spécifiques de
I’antigéne (Crinier et al. 2017). Les ILC dérivent d’un précurseur commun et se répartissent
en trois classes de cellules matures : les ILC1 cytotoxiques, les ILC auxiliaires ILC2 et ILC3.

Les cellules NK appartiennent aux ILC de type 1 qui se caractérisent par 1’expression des
facteurs de transcription T-bet et EOMES, par la sécrétion de cytokines en particulier I’'ITFNy
et une variét¢é de chimiokines, ainsi que par ses fonction cytotoxiques (cytotoxicité
"naturelle " et ’ADCC). Les cellules NK possedent un large éventail de récepteurs
inhibiteurs et activateurs qui ont pour fonction de différencier le " soi " du " non soi " (ou soi
altéré, ex. cellules cancéreuses) et de reconnaitre différents signaux de danger. Ces attributs
fonctionnels font des cellules NK la premicre ligne de défense de I’organisme contre les
cellules tumorales ou infectées par des agents pathogénes, tout en sécrétant des
cytokines/chimiokines qui peuvent participer a la stimulation et orientation de la réponse
immunitaire adaptative (Gasteiger et al. 2013; Ferlazzo and Morandi 2014). Ces cellules ont

¢galement d’autres réles importants en transplantation d’organes et greffes de cellules souches
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hématopoiétiques, ain qu’en reproduction (Villard 2011; Tsirigotis, Resnick, and Shapira
2012; Moffett and Colucci 2014).

Les cellules NK sont retrouvées dans différents compartiments de 1’organisme en proportion
variable (poumons, endometre ...etc). Elles sont localisées dans le sang périphérique ainsi que
dans divers organes spécialisés qui assurent soit leur développement (organes lymphoides
primaires, comme la moelle osseuse et le thymus), soit leur maintien et leur rencontre avec les
agents pathogenes (organes lymphoides secondaires). Les cellules NK se développent en
plusieurs étapes dans la moelle osseuse et sont identifiées par I’expression de récepteurs de
surface, de facteurs de transcription et de certaines combinaisons de cytokines. Cette
population cellulaire est trés hétérogene (Freud and Caligiuri 2006; Di Santo and Vosshenrich
2006).

Bien qu’il existe des différences claires entre I’Homme et la souris, notamment au niveau des
récepteurs, diverses études ont révélé une certaine conservation des mécanismes de régulation
du développement, des mécanismes d’activation et des fonctions des NK chez ces deux
especes (Colucci, Di Santo, and Leibson 2002; N. D. Huntington et al. 2007; Vivier et al.

2008). Nous décrirons en priorité les connaissances relatives aux cellules NK murines.

a. Le développement et la maturation des cellules NK

Les différentes études effectuées dans les modeles murins et dans les modeles in vitro ont
beaucoup contribué a la compréhension du processus de développement et maturation des NK
(J. Yu, Freud, and Caligiuri 2013). Les premieres étapes du développement se produisent dans
la moelle osseuse a partir d’un progéniteur hématopoiétique commun. Plus particuliérement, a
partir de la famille des cellules Lymphoides Innées, qui en présence d’une combinaison de
cytokines et chimiokines différentes, ainsi qu’en présence d’autres facteurs produits
localement (ex : les interleukines 15 et 2 ou IL-15, IL-2, facteurs de croissance comme c-Kit
ligand, FLt-3 ...etc.) par les cellules stromales de la moelle osseuse, sont nécessaires pour
orchestrer le développement des cellules NK(Mrézek, Anderson, and Caligiuri 1996; H. Yu et
al. 1998; lizuka et al. 1999). Ces études ont permis de proposer un modele de développement
des cellules NK chez la souris au niveau de la moelle osseuse, qui se ferait a travers la perte et
I’acquisition séquentielle de marqueurs proposés (Figure 21) (Nicholas D Huntington,

Vosshenrich, and Di Santo 2007; J. Yu, Freud, and Caligiuri 2013).
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Figure 21: Représentation schématique du développement des cellules NK chez la souris

Ici sont représentés en particulier les marqueurs ayant fait 1’objet de notre ¢tude. En résumé, le développement
des cellules NK chez la souris démarre dans la moelle osseuse a partir des cellules souches hématopoiétiques
(CSH). Ensuite, ces cellules souches se différencient en progéniteurs lymphoides communs (CLP) pour
successivement perdre/acquérir des marqueurs nécessaires jusqu’a 1’obtention de cellules NK matures prétes a
sortir de la moelle osseuse CD11b*/CD49b" (ou DX5). Pour chaque stade de développement, ’acquisition de
l'expression de chaque antigéne de surface permet de distinguer les populations d'intermédiaires du

développement des NK. "+" (expression), "-" (aucune expression) ou "lo" (expression faible).

Chez la souris, 1’acquisition de I’expression du CD122 (chaine o du récepteur commun a 1’IL-
2 et I’IL-15) est un évenement important pour que les précurseurs s’engagent dans le
développement des NK (Freud and Caligiuri 2006; J. Yu, Freud, and Caligiuri 2013; Mrdézek,
Anderson, and Caligiuri 1996). Remarquons que cela est également vrai pour ’Homme (J.
Yu, Freud, and Caligiuri 2013). Ainsi, les précurseurs de cellules NK qui expriment le CD122
répondent a I’effet de I’IL-15, montrant ainsi un role central de cette cytokine chez les deux
especes (Lodolce et al. 1998; Kennedy et al. 2000). Le passage des précurseurs de NK (NKP)
qui se différencient en NK immatures (iNK) est un point de non-retour dans la lignée NK
(Freud et al. 2006). Ces cellules se caractérisent par de nombreux marqueurs (voir figure 1),
mais n’expriment pas encore les protéines effectrices (IFN-y, perforine, granzyme)
caractéristiques des NK matures. Néanmoins, certaines ¢tudes ont révélé qu’une sous-
population de iNK pouvait exercer une activité lytique par I’intermédiaire de TRAIL (Takeda
et al. 2005). Cette population iNK se trouve étre également présente dans les organes
lymphoides secondaires et peuvent constituer une population progénitrice des NK en dehors
de la moelle osseuse (Freud et al. 2006; Goh and Huntington 2017). Enfin, une fois que les
cellules NK ont acquis les récepteurs nécessaires et qu’elle sont aptes a faire la différence

entre le « soi » et « non soi » elles vont pouvoir sortir de la moelle osseuse (Orr and Lanier
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2010). La population des iNK qui servent de progéniteurs en dehors de la moelle osseuse
peuvent également étre « rééduqués » (Y. He and Tian 2017).

En dehors de cette hétérogénéité, il a été¢ démontré que les NK sorties de la moelle osseuse
peuvent continuer leur « maturation » en périphérie. D’apres les travaux de Chiossone et al.
cette maturation se caractérise par une variation de 1’expression des marqueurs CDI11b et
CD27 selon 4 étapes successives : Double négatives (DN : CD11b/CD27 ) = (CDI11b
/CD27") =» Double positives (DP: CDI11b"/CD27") =» (CD11b"/CD27") étant la sous
population de NK qui va pouvoir acquérir des fonctions effectrices (cytotoxiques et
productrices de cytokines) (Chiossone et al. 2009). Les proportions de chaque sous-
population vont étre différentes et caractéristiques de chaque tissu (Holmes et al. 2014).

Ainsi, I’ensemble de ces données montre que les étapes de développement/maturation et
d’acquisition des fonctions effectrices des NK constituent un processus complexe aboutissant
a une population hétérogéne de cellules NK. Cela s’avére étre vrai non seulement pour la
souris, mais aussi pour I’Homme (Shi et al. 2011; Peng et al. 2013; Daussy et al. 2014).

Enfin, l'existence des cellules NK mémoire a longue durée de vie avec une réponse secondaire
spécifique amplifiée a été suggérée, bien que les cellules NK appartiennent a I’immunité
innée (Marcus and Raulet 2013; Peng and Tian 2017). Cette population de NK mémoires
constituerait un stade avancé dans le développement/maturation des cellules NK avec des
criteres fonctionnels particuliers.

Ainsi, plusieurs facteurs interviennent dans le développement/maturation des cellules NK.
Nous distinguons les facteurs intrinseéques qui englobement principalement les facteurs de
transcription et les facteurs extrinséques qui correspondent majoritairement a des

cytokines/chimiokines.

b. Facteurs intrinséques : les facteurs de transcription

Plusieurs facteurs de transcription sont essentiels a la génération des cellules NK, leur
intervention est complexe et séquentielle dans la moelle osseuse et en dehors de la moelle
osseuse (Figure 22) (Hesslein and Lanier 2011; Sun 2015; Geiger and Sun 2016; Goh and
Huntington 2017).
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Figure 22: Principaux facteurs de transcription impliqués dans le développement/maturation des NK

chez la souris.

La coordination et régulation spatio-temporelle de 1’expression des facteurs de transcription
assure le choix du lignage et la régulation des fonctions effectrices des cellules NK, (Luevano,
Madrigal, and Saudemont 2012; Bernardini et al. 2014). Leur intervention au cours du
développement des cellules NK est schématisée dans la figure ci-dessus, celle-ci est commune
a 'Homme et la souris. Certains facteurs de transcription tels que 1d2, TOX ou NFIL3 (ou
E4BP4) interviennent dans la progression des cellules souches hématopoiétiques vers les
différents stades, dont les progéniteurs communs lymphoides. D'autres facteurs comme T-bet
et Eomes agissent ensemble pour promouvoir la maturation et fonctions des NK a partir du
stade NKP (Gordon et al. 2012) en agissant par exemple sur I’expression de génes qui codent
pour la perforine, les granzymes, I’I[FN-y et le TNF-a (Freud and Caligiuri 2006; Gill et al.
2012). Enfin des facteurs tels que ETS-1 (Ramirez et al. 2012), Aiolos (Holmes et al. 2014),
ou encore GATA3 (Freud et al. 2006; Ali et al. 2016) interviennent dans le contrdle de la

différentiation, des fonctions effectrices ou encore de I’homéostasie des NK.
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c. Facteurs extrinséques : signhaux du microenvironnement

Des signaux avec des roles complémentaires et chevauchants sont requis dans le processus de
développement/maturation des cellules NK (Figure 23). Notamment, I’IL-12, IL-15 et I’'IL-18
sont des facteurs jouant un réle a la fois dans ’engagement des CSH vers la lignée NK, dans
leur maturation et I’activation de leurs fonctions effectrices. Les effets et voies de
signalisation de ces cytokines sont par ailleurs bien conservés entre I’Homme et la souris

(Margais et al. 2013; Stabile et al. 2018).

Souris
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Figure 23: Facteurs extrinséques impliqués dans le développement/maturation des cellules NK,
d'aprés (Stabile et al. 2018).

Les cytokines (IL-15, IL-21, TGF-B), les chimiokines (CXCL12) et divers systémes de récepteurs-ligand
(TAML, Notchl, NKG2DL ...etc.) guident le développement des CSH vers les cellules mNK. SCF : " stem cell
factor " ; LT : lymphotoxines (appartiennent a la famille des ligands TNF).

d. Homéostasie et circulation des NK

Une fois les cellules NK matures et aptes a pouvoir assurer leur role en périphérie, elles vont
sortir de la moelle osseuse. Ce processus fait intervenir différents récepteurs et protéines
circulantes, notamment la Sphingosine-1 phosphate receptor 5 (S1P5) et le récepteur CXCR4,
qui sont par ailleurs communes a 'Homme et la souris (Walzer et al. 2007; Mayol et al. 2011;
Rouzaire et al. 2012). Les ligands de ces récepteurs sont respectivement S1P (lipoprotéine
transportée par l'albumine) et CXCL12 (chimiokine sécrétée par les cellules stromales). Ils se
répartissent selon un gradient de concentration entre la moelle osseuse et la périphérie,

(Mayol et al. 2011). En paralléle a ce gradient, l'expression des récepteurs varie, i.e. que
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l'expression de S1P5 augmente tandis que I'expression de CXCR4 diminue pour permettre le

processus de sortie des cellules NK entre la moelle osseuse et la périphérie (Figure 24).

Moelle osseuse
I

Sinusoide

¢oSIP
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> (XCLI2
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Cellule stromale  Cellule NK CD11b Cellule NK CD27-
(immature) (mature)

Figure 24: Sortie des cellules NK de la MO vers la périphérie, d'apres (Rouzaire et al. 2012).

Dans le stroma de la moelle osseuse, les cellules NK CD11b™ immatures sont dans un environnement riche en
CXCL12, et expriment faiblement S1P5 et fortement CXCR4 a leur surface. Lors de la maturation des
précurseurs en NK CD27° matures, 1’expression de S1P5 augmente alors que celle de CXCR4 diminue,

permettant a ces NK matures de suivre le gradient de SIP et de sortir de la moelle osseuse via les sinusoides.

En périphérie, les cellules NK matures immunocompétentes ont une demi-vie estimée a 17
jours environ chez la souris, rappelons qu'elle est de 7-10 jours chez I'Homme (Rouzaire et al.
2012). La maintenance des cellules NK en périphérie aprés leur sortie de la moelle osseuse
nécessite des interactions cellulaires entre les cellules NK et les cellules environnantes ainsi
que des signaux provenant de facteurs solubles (Sun and Lanier 2011; Margais et al. 2013).
Les cellules NK peuvent interagir avec les cellules dendritiques et les monocytes (Walzer et
al. 2005; Michel, Hentges, and Zimmer 2012). Ces interactions sont nécessaires a
I'homéostasie des cellules NK aux derniers stades de leur développement, notamment par
apport d'IL-15 (Guimond et al. 2010; Soderquest et al. 2011). Ce dialogue entre les cellules se
fait dans les deux sens, ainsi les NK et cellules dendritiques ou monocytes peuvent s'activer
réciproquement a travers la sécrétion de plusieurs facteurs solubles (Vivier et al. 2008). A cela
s'ajoutent les études récentes qui ont montré la nécessité d'une interaction avec les
neutrophiles au cours du développement afin d'obtenir des NK fonctionnelles (Costantini and
Cassatella 2011; Jaeger et al. 2012). Enfin, en fonction des conditions physiologiques ou
pathologiques, les NK vont étre capables d'étre mobilisées dans les différents organes grace

aux différents signaux environnementaux (Sun and Lanier 2011).
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e. Les ¢éléments de la reconnaissance des cellules NK

Afin d'assurer la protection de I'héte, les cellules NK doivent étre immunocompétentes. Pour
cela elles doivent auparavant acquérir le "permis de tuer" et la capacité de réagir aux stimuli
ultérieurs sans attaquer "le soi" (B. Jaeger. E. Vivier 2012). Cette éducation repose
principalement sur les interactions entre les cellules NK, via les récepteurs d'activation, les
récepteurs inhibiteurs et les cellules éducatrices via des molécules du CMH-I, des molécules
non classiques du CMH-I et des molécules non-CMH-I (Tu, Mahmoud, and Makrigiannis
2016; Y. He and Tian 2017). Les cellules NK sont capables d'éliminer rapidement les cellules
anormales (ex: tumorales) tout en respectant les cellules saines. Cette capacité résulte d'un
équilibre dynamique entre signaux activateurs et inhibiteurs transmis par des récepteurs
membranaires. Ces signaux reposent sur des molécules qui peuvent étre différentes entre
I’Homme et la souris. La majorité des récepteurs inhibiteurs et activateurs appartiennent a
deux types: Les glycoprotéines de la superfamille des immunoglobulines (les KIR chez
I’Homme et les LIR/ILT communs aux deux especes) et des glycoprotéines de type lectine
(CD94/NKG2 communs aux deux espéces) (Inngjerdingen et al. 2011; Pegram et al. 2011).

Les principaux récepteurs sont résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau 8).
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o 5 . Activation (Act)/
Récepteurs Espece Ligands Inhibition (Inhib)
Famille Ly49 Souris (S) Molécules du CMH-I Act/Inhib
Ly49A H-2Ddkp Inhib
Ly49C H-2K®4, H-2DP4k Inhib
Ly49D H-2D¢ Act
Ly49H M157 Act
Ly491 H-2K/Dbds4 v Inhib
Ly49P H-2D¢ Inhib
KIR Homme (H) Molécules HLA-A/-B/-C Act/Inhib
KIR2DL1 HLA-C2 Inhib
KIR2DL2/3 HLA-C1 Inhib
KIR2DLA4 HLA-G Act
KIR2DLS ? Inhib
KIR3DL1 HLA-Bw4 Inhib
KIR3DL2 HLA-A3, -Al1 Inhib
KIR2DS1 HLA-C2 Act
KIR2DS2 HLA-C1 Act
KIR2DS3 ? Act
KIR2DS4 ? Act
KIR2DS5 ? Act
KIR3DS1 HLA-Bw4 Act
CD94-NKG2 H/S H : HLA-E/ S :Qalb Act/Inhib
NKG2A Inhib
NKG2C Act
NKG2E Act
H : MIC-A/-B, ULBP1-4
NKG2D H/S S : RAE-1, MULT-1, H60 Act
NCRs H/S Hémagglutinine viral Act/Inhib
NKp30 BAT-3, HSPG, B7-H6 Act
NKp44 Viral HA Act
NKp46 Viral HA, HSPG Act
NKp80 AICL Act
LILR H/S CMH-I, UL18 Inhib
2B4 H/S CD48 Act/Inhib
KLRGI H/S Cadherines Inhib
NKR-P1 S M Ocil/Clr-b Act/Inhib
DNAM-1 H/S PVR, CD122 Act
PILR M CD99 ACT S CD99 Act

Tableau 8 : Principaux récepteurs NK chez I’Homme et la souris d’aprés de (Pegram et al. 2011).

Abréviations: HA: hémagglutinine; HLA: "human leukocyte antigen"; HSPG: "heparan sulfate proteoglycan";
Inhib: inhibition; KIR: "killer immunoglobuline receptor"; KLRG1: "killer cell lectin-like receptor G1"; LILR:
"Leukocyte immunoglobulin-like receptor"; CMH: complexe majeur d'histocompatibilité; MULT-1: "mouse
UL16-binding-like transcript-"1; NCR: "natural cytotoxicity receptor"; PVR: "polio virus receptor"; RAE-1:"

retinoic acid early transcript-1".
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f. Les fonctions effectrices des cellules NK

Les cellules NK sont des cellules "sentinelles" capables d'éliminer rapidement les cellules
anormales (tumorales ou infectées). Mais en plus, en faisant partie du systéme immunitaire
inng¢, les cellules NK participent a la mise en place d'une réponse adaptative efficace a travers
la sécrétion de différents médiateurs solubles et le dialogue bidirectionnel avec d'autres

cellules immunitaires (Figure 25).

IFN de type |,
IL-15, IL-12, IL-18 Macrophage
active

Macrophage

Figure 25: Régulation de la réponse immunitaire par les cellules NK, d'apres (Vivier et al. 2008).

L’activation des cellules NK par divers facteurs solubles (ex : I'IFN) stimule (fleches rouges) la maturation et
l'activation des cellules dndritiques, M® et cellules T. Les cellules NK peuvent également induire la mort
cellulaire (fleches bleues) des cellules dendritiques immatures, des cellules T CD4 activées et des M®
hyperfonctionnels. Ces fonctions régulatrices de la part des cellules NK sont sous le contrdle de la
reconnaissance de molécules du soi exprimées de maniére constitutive (ex : CMH de classe 1) au moyen de

récepteurs inhibiteurs (ex : molécules Ly49 chez la souris).

Les cellules NK ont un role complémentaire a celui des lymphocytes T CDS8 lorsque les
cellules tumorales n’expriment plus de molécules du CMH de classe 1. Ainsi, les cellules NK
on deux principales fonctions : la fonction cytotoxique contre les cellules infectées ou
transformées, et la sécrétion de facteurs solubles, cytokines et chimiokines aprés stimulation.
Le déclenchement et le contrdle de ces fonctions passe a travers les récepteurs que ces cellules

expriment (Vivier et al. 2008).
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g. La cytotoxicité

Suite a la reconnaissance de la cellule cible par I'engagement de la bonne combinaison de
récepteurs, il va y avoir formation d'une synapse immunologique, au niveau de laquelle les

cellules NK vont exercer leur fonction cytotoxique (Figure 26).
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Figure 26: Représentation schématique de la fonction cytotoxique des cellules NK contre la cellule
tumorale, adapté de (Morvan and Lanier 2015).

A) Un équilibre des signaux délivrés par les récepteurs activateurs et inhibiteurs régule la reconnaissance des
cellules normales ou «saines » par les cellules NK. B) Les cellules tumorales qui régulent en général

négativement les molécules CMH de classe I sont détectées en tant que du « soi manquant » et sont lysées par les

cellules NK.

Deux mécanismes principaux sont impliqués : la libération de granules cytotoxiques
perforine/granzyme et I'implication de « récepteurs de mort » (Fas-L sur NK, Fas sur la cible ;
Trail-Trail récepteur. TNF-a-TNF-R). Actuellement, le réle et I’importance relative de chacun
de ces systemes dans la lyse médiée par les cellules NK n’est pas clairement établi,
néanmoins la voie perforine / granzyme semble étre prédominante. Ceci est commun aux NK
chez 'Homme et la souris. Enfin, parmi les différences entre I'Homme et la souris, il est
important de noter leur différence par rapport au récepteur FcyRIII/CD16 et sa relation avec la
fonction ADCC. Chez I'Homme, la fonction d'ADCC peut étre induite par le seul engagement
du CDI16A (récepteur Fcy activateur) avec a la fois la production de cytokines et le
déclenchement de la cytotoxicité (Vivier et al. 2008; Vivier and Ugolini 2010). En revanche,
chez la souris, le CD16 n'est pas équivalent au CD16A humain (Bruhns 2015). La fonction
d'ADCC chez la souris est assurée par les cellules myéloides (M®) et non par les cellules NK

(Nimmerjahn and Ravetch 2010).
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h. La production de cytokines et chimiokines

Les cellules NK produisent en particulier de I’'IFN-y, mais aussi du TNF-a, de I’IL-10, du
GM-CSF et les chimiokines, CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1P) et CCL5 (RANTES). Ce large
panel de cytokines produites par les cellules NK peut participer a la régulation de la réponse
inflammatoire, par exemple par le recrutement de M® et de cellules dendritiques, au contrdle
direct de la réplication virale par la production d’IFN-y ou au contrdle du type de la réponse
adaptative (orientation TH1/TH2/Treg). Il est important de noter qu’il y a des différences
entre ’Homme et la souris quant a I’induction de la synthése des cytokines/chimiokines.
Notamment chez la souris, la production d’IL-10 requiert STAT4 en aval de I’interaction
entre I’IL-12 et son récepteur (Grant et al. 2008). Dans les deux espéces, c’est la synthése
d’IFN-y qui caractérise le mieux les cellules NK. L’IFN-y a un role pléiotropique puisque
plusieurs types cellulaires expriment son récepteur (Scharton and Scott 1993; Dunn, Koebel,
and Schreiber 2006; Lion et al. 2009; Aquino-Lopez et al. 2017).

La présentation synthétique des connaissances concernant le développement, la maturation et
I’activation des cellules NK va permettre d’appréhender nos résultats concernant 1’impact de
I’absence du FcRn. Dans notre modéle animal de souris WT ou FcRn KO, l'injection par voie
intraveineuse des cellules B16F10 conduit a la formation de métastases pulmonaires,

processus décrit dans ’article suivant.
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Résultats principaux

Dans ce travail, nous avons évalué¢ I’influence de 1’absence d’expression du FcRn
(dans le microenvironnement tumoral) sur le développement tumoral et la réponse anti-
tumorale. Pour cela nous avons utilisé le modele syngénique de métastases pulmonaires issues
de cellules de mélanome B16F10, bien décrit dans la littérature. Les cellules B16F10 sont
positives pour l'expression du FcRn (western- blot; données non présentées). Ainsi, nous
avons observé que le nombre de nodules tumoraux était significativement plus important chez
les souris déficientes pour le FcRn, par comparaison aux souris sauvages (Figure 1).

L’analyse de nos résultats concernant I’intervention des cellules du systéme
immunitaire dans le role du FcRn sur la réponse anti-tumorale, concorde avec I’implication
des cellules dendritiques et des lymphocytes T CD8 décrite par Baker et al (Baker et al. 2013)
(Figure 2 A et G). De fagon tout a fait inattendue, nous avons identifié la participation des
cellules NK dans ce phénoméne. Ainsi, dans ce modéle tumoral, nous avons observe :
- un défaut du pourcentage des cellules NK chez les souris FcRn -/- par comparaison
aux souris sauvages (Figure 2 H), associ¢ a un pourcentage élevé de neutrophiles chez les
souris FcRn -/- (Figure 2 C,K)
- un défaut de la maturation des cellules NK dans les poumons et la rate des souris
FcRn™" (Figure 4), mis en évidence par I’utilisation des marqueurs de maturation CD11b et
CD27 décrits par Chiossone et al (Chiossone et al. 2009)
- une réduction de la capacité des cellules NK de souris FcRn”" a produire de 1'l[FN-y et
a exprimer le CD107a par rapport a celle des souris WT

Ces résultats obtenus dans un contexte de développement tumoral, révélant un défaut
de maturation et d’activation fonctionnelle des cellules NK en absence d’expression de FcRn,
nous ont amené a évaluer I'état de maturation et développement des cellules NK chez des
souris FcRn -/- naives (Figure 5 et 6). Nous avons mis en évidence que le défaut de
développement et de maturation des cellules NK préexistait chez les souris FcRn”" naives et
cela précocement, depuis la moelle osseuse jusqu'en périphérie (poumons et rate). De plus, les
fonctions (production d'TFNy et dégranulation (CD107a") des cellules NK de rate issues de
souris FcRn”" étaient également altérées. Ceci que ce soit aprés une stimulation par
PMA/ionomycine ou aprées une stimulation plus physiologique par des cytokines comme 1’IL-

12, IL-15 et IL-18 (Figure 7 A-D).
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Nous avons également montré que l'absence de FcRn n’affectait pas les capacités de lyse
spécifique a I’état basal (Figure 7 E). En revanche, 1’étude de la prolifération et de la mort
cellulaire en présence d’IL-2 a mis en évidence une sensibilité a la mort cellulaire in vitro
(Figure 7 F et G). Les résultats fonctionnels impliquant 1’activation par des cytokines

semblent €tre en faveur d’un défaut cellulaire impliquant 1’activation via les cytokines.

Ainsi, l'ensemble des résultats décrit dans [D’article n°2 démontre que Il'absence
d’expression du FcRn affecte la réponse anti-tumorale. Cette absence pourrait altérer la
signalisation (via des cytokines) entre les cellules immunitaires, affectant alors l'efficacité de
la réponse anti-tumorale. De plus, les résultats chez les souris FcRn -/- naives rapportent pour
la premiére fois I’'implication du FcRn dans le développement/maturation des cellules NK.

L’ensemble de ces résultats est repris dans la discussion générale englobant les deux articles.
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Lack of FcRn Impairs Natural Killer
Cell Development and Functions in
the Tumor Microenvironment
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Emilie Dalloneau '3, Laurie Lajoie "2, Alexandre Valayer ', Christophe Arnoult’?,
Marie-Véronique Demattéi’?, Delphine Fouquenet ', Christelle Parent™?,
Nathalie Heuzé-Vourc’h "3 and Valérie Gouilleux-Gruart "%+

" Université Frangois Rabelais de Tours, Tours, France, 2 CNRS, GICC UMR 7292, Tours, France, °INSERM, Centre d’Etude
des Pathologies Respiratoires, U1100, Tours, France

The neonatal Fc receptor (FCRn) is responsible for the recycling and transcytosis of IgG
and albumin. FcRn level was found altered in cancer tissues and implicated in tumor
immunosurveillance and neoplastic cell growth. However, the consequences of FCRn
down-regulation in the anti-tumor immune response are not fully elucidated. By using
the B16F10 experimental lung metastasis model in an FcRn-deficient microenvironment
(FcRn—/~ mice), we found lung metastasis associated with an abnormal natural killer (NK)
cell phenotype. In FcRn—/~ mice, NK cells were immature, as shown by their surface
marker profile and their decreased ability to degranulate and synthesize interferon vy after
chemical and IL-2 or IL-12, IL-15 and IL-18 activation. These new findings support
the critical role of FCRn downregulation in the tumor microenvironment in anti-tumor
immunity, via NK cell maturation and activation.

Keywords: FcRn, anti-tumor immunity, NK cells, IFN-y, CD107a, fcgrt knock-out

INTRODUCTION

The neonatal Fc receptor (FcRn) is a member of the IgG-Fc receptor family comprising type
I (e.g., “classical” FcyRs) and type II (e.g., non-classical FcR: FcRn, TRIM21) receptors (1-3).
The structure, expression and functions of this IgG-Fc receptors have been extensively rewiewed
regarding their major role in the regulation of immune responses (4). FcRn is an MHC class
I-related molecule consisting of a heavy chain associated with f2-microglobulin molecule, well-
known for its role in regulating IgG and albumin homeostasis (5). Indeed, FcRn-dependent IgG
and albumin recycling leads to an extended half -life of these two molecules (6, 7). FcRn is also
a main actor in the biodistribution of IgG and albumin throughout the body, via transcytosis
(3, 8). Accordingly, FcRn expression is ubiquitous within organs and tissues, with high expression
in endothelial and epithelial cells (9). It is also expressed by hematopoietic cells, in particular
macrophages/monocytes and dendritic cells (DCs) (10). The expression of FcRn in antigen-
presenting cells is connected to its implication in the humoral immune response, via an immune
complex presentation (11).

Besides these functions, FcRn was recently found an important player in anti-tumor immunity.
First, FcRn in immune cells was shown to be critical for the activation of tumor-reactive
CD8™ T cells in colorectal cancer (12). The density of FcRn-expressed DCs was correlated with
CD8™ T-cell number and predicted improved prognosis in human colorectal carcinoma. Second,
we reported FcRn mRNA and protein levels in both lung cancerous tissue and non-cancerous tissue
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associated with favorable prognosis in non-small cell lung cancer
(13). Third, studies involving neoplastic cells expressing different
levels of FcRn showed that FcRn-mediated recycling of albumin
reduced tumor cell growth and proliferation (14).

Because FcRn may shape additional anti-tumor properties,
here we further investigated the consequences of its
downregulation. We used the B16F10 experimental lung
metastasis model (15, 16) in an FcRn-depleted environment
(FcRn~/~ mice) and compared the different cellular components
of the anti-tumor immune response in wild-type (WT) and
FcRn™/~ mice. We explored natural killer (NK) cells as relaying
FcRn-dependent anti-tumor immunity. These cells are important
in the host and therapy-induced immune response against cancer
(17, 18) and their efficacy in vivo is compromised by suppressive
signals delivered by tumor or tumor-associated cells (19, 20).

MATERIALS AND METHODS
Cell Line

The murine melanoma cell line BI6F10 Luc™ was a kind gift from
Dr Laurent Gros (Institute of Cancer Research of Montpellier,
Montpellier, France). The murine lymphoma cell line YAC-
1 was purchased from the American Type Culture Collection
(ATCC). B16F10 Luct and YAC-1 cells were maintained in
RPMI 1640 culture medium (Sigma-Aldrich) supplemented with
10% heat-inactivated FBS (Lonza), 2 mM L-glutamine, 100 U/ml
penicillin and 100 pg/ml streptomycin (Sigma-Aldrich) referred
as complete medium.

B16F10 Experimental Lung Metastasis

Model

WT C57BL/6] mice were obtained from Charles River
Laboratories. FcRn™/~ C57BL/6] mice, deficient in fegrt
gene (B6.129X1-Fcgrt tm1 Dcr/Der] (fegrt™/~)], were originally
purchased from The Jackson Laboratory. A targeting vector was
designed to replace 1,588 nucleotide fragments (encoding the
promoter sequence 5 end of the transcriptional start site, exon
1, intron 2, and most of exon 2) with a PGK-NeoR cassette. The
vector was electroporated into 129X1/Sv]-derived ESV/J-1182
embryonic stem (ES) cells. Correctly targeted ES cells were
injected into recipient C57BL/6] blastocysts. The resulting
chimeric animals were crossed to C57BL/6] mice. The mice
were then backcrossed to C57BL/6] for 11 generations. All mice
were maintained in a dedicated pathogen-free environment
in our animal facility and were used at age 7-12 weeks. All
animal studies were performed according to French national
regulations (EC directive 86/609/CEE, French decree no. 87-848)
after approval was received from the Committee on the Ethics
of Animal Experiments of the Val-de-Loire, CEEA VdL (referral
no. 2015070117414040).

Syngeneic experimental lung metastases were induced by
intravenously injecting 10° B16F10 Luc™ melanoma cells in 100
wl RPMI 1640 medium in the tail vein of WT and FcRn~/~
mice. The cells colonized lungs and formed well-defined black
melanocytic nodules in the lung (15, 21). After 18 days, mice
were euthanized. Lungs and spleens were harvested for further
analysis. Lungs were scored for number of tumor nodules.

Cell Preparation for Flow Cytometry

Lungs were dissociated into single-cell suspensions by combining
mechanical dissociation (gentleMACS Dissociators, Miltenyi)
with enzymatic degradation of the extracellular matrix. The
enzymatic degradation involved use of a digestion buffer:
RPMI 1640 containing 5% FBS, 125 .g/ml Liberase LT (Roche
Diagnostics) and 100 p.g/ml DNAse corresponding to 200 Kuntz
units/ml DNAse (Roche Diagnostics). Spleens were flushed with
a 25G needle and syringe containing the digestion buffer, then
incubated for 30 min at 37°C. Bone-marrow cells were isolated
from the femur and tibia by flushing with a 25G needle and
syringe containing 1X PBS. Red blood cells in the resulting cell
suspensions were lysed by using an ammonium chloride buffer,
then filtered (70 pm, MACS SmartStrainers) and resuspended
at 107 cells/ml in 1X PBS containing 5% FBS and 2mM
EDTA.

Murine NK-Cell Isolation And ex vivo

Expansion and Stimulation

NK cells were isolated from pooled spleens of WT or FcRn~/~
mice by negative selection with magnetic Microbeads (NK
cell isolation kit II, Miltenyi). NK-cell purity was >90%.
NK cells were expanded in RPMI 1640 complete medium
supplemented with 5,000 U/ml rhIL2 (PreproTech) for 4 days.
For the cell growth and mortality analyses, cells were counted
daily using a cell counting chamber (Malassez). Cell surface-
mobilized CD107a and intracellular IFN-y levels were measured
as described (22) after 4-h stimulation with phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA, 100 ng/mL) and 500 ng/mL ionomycin calcium
(Sigma-Aldrich) at 37°C in 5% CO,. Next, 10° freshly isolated
NK cells were added per well with 5 p1 (0.5 mg/ml) anti-CD107a
(clone 1D4B, FITC, Becton Dickinson [BD]) and 1 Mg/lO6 cells
of brefeldin A (GolgiPlug, BD). At the end of incubation, cells
were washed with 1X PBS containing 5% FBS and 2mM EDTA.
Then, NK cells were treated with an Fc block (anti-CD32/CD16
in the form of 2.4G2 hybridoma culture supernatant) to inhibit
non-specific antibody binding for 20 min and stained for surface
NK-cell markers: NK1,1 (clone PK136, APC, BD), NKp46 (clone
29A1.4, Pe, BD), CD27 (clone LG.3A10, PeCy7, BD) and CD11b
(clone M1/70, PerCPCys5.5, BD) for 30 min. Samples were fixed
and permeabilized according to the manufacturer’s instructions
(BD) and stained for intracellular IFN-y (clone XMG1.2, APC-
H7, BD) for an additional 30 min. After washing, cells were
analyzed by flow cytometry. For cytokine induced cell surface-
mobilized CD107a and intracellular IFN-y production, 2 X
106-5 x 10° freshly isolated splenocytes were seeded in RMPI
1640 complete medium supplemented or not with 5,000 U/ml
rhIL2 or 5ng/ml rhIL12 (MBL), 50 ng/ml rhIL15 (Miltenyi) and
10 ng/ml rhIL18 (MBL) for 4-h in the presence of brefeldin A
and anti-CD107a. After incubation, the cells were additionally
stained for CD3, NKp46, NK1.1 and IFN-y flow cytometry
analysis.

Murine NK-Cell Cytotoxicity Assay

For in vitro cytotoxicity assays, isolated NK cells were maintained
overnight in RPMI 1640 complete medium supplemented with
50 U/ml rhIL2 and mixed at indicated effector: target ratios
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(10:1, 5:1 and 1:1) with carboxyfluorescein diacetate succinimidyl
ester (CFSE, TonboBio) labeled target YAC-1 cells as previously
described (23, 24). After 4-h of incubation at 37°C, the specific
target cell lysis was assessed by flow cytometry (23).

Flow Cytometry

Single-cell suspension prepared from mouse lungs and spleens
were analyzed by flow cytometry (MACSQuant Analyzer
10, Miltenyi). After adding Fc blocking 2.4G2 hybridoma
supernatant, cells were stained with mixtures of monoclonal
antibodies at the optimal concentration determined in our
laboratory and designed to distinguish leukocytes. Mix 1, for
dendritic cells, neutrophils and macrophage/monocytes: CD45
(clone 30-F11, APC-H7, BD), CD11c (clone N418 APC, BD),
CD11b (PErCPCys5.5, BD), Ly6G (clone 1A8, FITC, eBioscience
[eBio]), Ly6C (clone HK1.4, PeCy7, eBio), and F4/80 (clone
BMS8, V450, BD). Mix 2, for B and T lymphocytes: CD45,
CD19 and B220 (clone RA3-6B2, APC, BD), CD3 and TCR
(clone H57-597, V450, BD), CD8 (clone 53-6.7, PerCPCys5.5,
BD) and CD4 (clone GK1.5, PeCy7, eBio). Mix 3, for NK cells:
CD45, exclusion of T and B cells (lineage CD3/TCR/CD19/B220,
V450), NKp46 (PE, eBio); and for NK maturation, CD27 (APC,
BD) and CD11b (PErCPCys5.5, BD). For bone-marrow single-
cell suspensions, an exclusive additional mix was used for
NK development: CD45, exclusion of T and B cells (lineage
CD3/TER119/C19/B220, FITC), CD122 (clone TM-beta 1, Pe,
eBio), NK1,1 (PerCPCys5.5, BD), NKp46 (V450, BD), CD11b
(PeCy7, BD), and CD49b (clone DX5, APC, BD). LIVE/DEAD
Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen) was added for
excluding nonviable cells in all analyses. Data analysis involved
use of Kaluza 1.3 flow cytometry analysis software (Beckman
Coulter).

Statistical Analysis

All results are expressed as median = Min to Max, unless
specified. Statistical significance was analyzed by two-tailed
non-parametric and unpaired Wilcoxon-Mann-Whitney test.
P < 0.05 was considered statistically significant. Statistical
analysis involved use of Prism 5 (GraphPad Software, San Diego,
CA), where, ns = not significant, *p < 0.05, **p < 0.005 and ***p
< 0.0001.

RESULTS

Abnormal Immune Cell Profile Associated
With Development of Experimental Lung

Metastasis in Mice Lacking FcRn
To dissect the role of FcRn in anti-tumor immunity, we
used the well-characterized syngeneic BI6F10 experimental lung
metastasis mouse model (15, 16). BI6F10 cells were intravenously
injected in WT and FcRn™/~ C57BL/6 mice. Macroscopy of
lungs revealed a greater number of pulmonary nodules in
FcRn~/~ than WT mice at 18 days post-implantation (Figure 1).
No nodule was detected in other organs under the experimental
conditions.

To investigate the immune cell populations in lungs of
WT and FcRn™/~ mice, we used flow cytometry of cell

Lungs

WT

FcRn-/-

600

400+ T
TlEm T

WT FcR"n -/-

Tumor lesion count
(Median + Min-Max)

FIGURE 1 | Role of neonatal Fc receptor (FcRn) in experimental lung
metastasis development. Wild-type (WT) (n = 14) and FcRn~/~ (n = 12) mice
were intravenously injected in the tail vein with 1 x 105 B16-F10 tumor cells in
100 ! medium. 18 days after tumor injection, animals were sacrificed and
lung tumor lesions were blindly counted. (A) Representative photographs of
WT and FcRn~—/— lungs after 18 days. (B) Nodule counts in WT and FcRn—/—
mice. Data are expressed as median £+ Min to Max from three independent
experiments. **p < 0.0001 using two-tailed non-parametric and unpaired
Wilcoxon-Mann-Whitney test.

suspensions from fully dissociated lungs to distinguish
leukocyte  populations  (Supplementary Figure S1).  The
proportion of macrophages/monocytes (CD11b*/F4/80%),

B lymphocytes (CD197/B220T), T lymphocytes (CD3*/TCR™)
and CD4%" T lymphocytes (CD31/TCRT/CD4%) did not differ
between FcRn~/~ and WT mice (Figures 2B-F), but that of
conventional dendritic cells (cDCs: CD11c¢t/CD11b*) and
CD8" T lymphocytes (CD3T/TCR*/CD8") was significantly
lower in FcRn/~ than WT mice (Figures 2A,G). As
well, the percentage of neutrophils (CD11b*/Ly6G") was
significantly higher in FcRn~/~ than WT mice (Figure 2C). The
proportion of NK cells (CD37/B2207/NKp46'), which
do not express FcRn (Supplementary Figure S2), was
significantly decreased in FcRn™/~ mice (Figure2H). As
well, the number of NK cells was altered but not significantly
(p = 0.059) in FcRn~/~ mice (Figure 2P). The amount of
other cell types was not affected (Figures 2L]J,L-O), except
for neutrophils, which were increased in FcRn™/~ mice
(Figure 2K).

Because the lungs are the main primary site of B16F10
nodules after intravenous injection, we explored whether
the cell modifications were also detected in other peripheral
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FIGURE 2 | Flow cytometry of leukocytes in lungs of WT (n = 8) and FcRn—/~ (n = 8) mice injected, in the tail vein, with 1 x 105 B16-F10 tumor cells in 100 ul
medium. Lungs were excised and dissociated by combining mechanical dissociation with enzymatic degradation of the extracellular matrix to obtain a single-cell
suspension and cells were resuspended at 107 cells/ml in 1X PBS containing 5% FBS and 2 mM EDTA for flow cytometry staining. Results correspond to the
proportion (top panel: A-H) and number (bottom panel: I-P) of (A,l) conventional dendritic cells, (B,J) macrophages/monocytes, (C,K) neutrophils, (D,L) B
lymphocytes, (E,M) T lymphocytes, (F;N) CD4 T lymphocytes, (G,0) CD8 T lymphocytes, and (H,P) natural killer (NK) cells (See Figure S1 for gating strategy). Data
are expressed as median + Min to Max from one out of three independent experiments with similar results. ns = not significant, *p < 0.05, **p < 0.005, and **p <
0.0001 using two-tailed non-parametric and unpaired Wilcoxon-Mann-Whitney test.

Neutrophlls(x104) ~
o v o

LB (x10%)

n o o

I_

WT FcRn - WT FcRn -~
o P
ns ns
<g15 | 8
%10 - B2 -
g p
5 X
2 z2
= 0
WT FcRn -/- WT FcRn -/-

organs, such as the spleen, where no nodule was detected under
our experimental conditions. In the spleen, the percentage
and number of macrophages/monocytes (Figures 3B,J) and
neutrophils (Figures 3C,K) were significantly greater in
FcRn~/~ than WT mice. There was no difference in percentage
and number of B lymphocytes (Figures 3D,L), T lymphocytes
(Figures 3E,M) and CD4*" T lymphocytes (Figures 3EN). The
numbers of ¢cDCs, CD8' T lymphocytes and NK cells were
decreased in FcRn™/~ mice (Figures 31,0,P), with no variation

in proportion of these cells (Figures3A,G,H). Altogether,
data obtained in this experimental lung metastasis model are
consistent with the implication of cDCs, CD8' T lymphocytes
and NK cells in tumor development in FcRn~/~ mice.

Lack of FcRn Affects NK Cell Maturation in

Experimental Lung Metastasis Model
To gain insight into defective NK cells in an FcRn-depleted
microenvironment, we explored NK cell maturation by flow
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FIGURE 3 | Flow cytometry of leukocytes in the spleen of WT (n = 5) and FcRn~/~ (n = 5) mice injected, in the tail vein, with 1 x 10° B16F10 tumor cells in 100 I
medium. Spleens were recovered and dissociated by combining mechanical dissociation with enzymatic degradation of the extracellular matrix to obtain a single-cell
suspension. Then, cells were resuspended at 107 cells/mlin 1X PBS containing 5% FBS and 2 mM EDTA for flow cytometry staining. Results correspond to the
proportion (top panel: A-H) and number (bottom panel: I-P) of (A,l) conventional dendritic cells, (B,J) macrophages/monocytes, (C,K) neutrophils, (D,L) B
lymphocytes, (E,M) T lymphocytes, (F;N) CD4 T lymphocytes, (G,0) CD8 T lymphocytes, and (H,P) NK cells. Data are expressed as median + Min to Max from one
of two independent experiments with similar results. ns = not significant, *p < 0.05 and **p < 0.005 using two-tailed non-parametric and unpaired
Wilcoxon-Mann-Whitney test.

cytometry on cell suspensions from lungs and spleen of
mice implanted with B16 cells. We distinguished the different
stages of NK-cell maturation as previously described under
physiological conditions (25, 26). In peripheral organs, mouse
NK-cell maturation proceeds through four stages based on
CD11b/CD27 expression: CD11b™/CD27~ (double negative:
DN), CD11b~/CD27% (CD11b~), CD11b*/CD27% (double
positive: DP), and CD11b*/CD27~ (CD277). We analyzed
these different NK subtypes in lungs and spleen of mice
(Supplementary Figure S3). In lungs, the proportion of DN,

CDI11b~ and DP NK cells was significantly greater in FcRn~/~
than WT mice, whereas that of CD27~ NK cells, the more mature
NK stage, was significantly decreased (Figure 4A). The sum of
DN, CD11b~, and DP NK cells, corresponding to the less mature
cells, was 31.2 and 21.1% in FcRn~/~ and WT mice, respectively.
Similarly, in spleen, the proportion of less mature cells DN NK
cells but not CD11b~ and DP NK cells was greater in FcRn~/~
than WT mice. The proportion of CD27~ NK cells was lower
in FcRn™/~ than WT mice (Figure 4B). These results reveal less
mature NK cells in FcRn-deficient than WT mice in the B16F10
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in the tail vein, with 1 x 10% B16F10 cells in 100 il medium. Lungs and spleen were collected from euthanized animals and dissociated by combining mechanical
dissociation with enzymatic degradation of the extracellular matrix to obtain a single-cell suspension. Then, cells were resuspended at 107 cells/ml in 1X PBS
containing 5% FBS and 2mM EDTA for flow cytometry staining. Histograms represent the sum of the percentage of CD11b~/CD27~, CD11b~/CD27+ (CD11b™),
CD11b*/CD27+, and CD11bT/CD27~ NK cell subtypes in WT and FcRn~/~ mice. Data are means from two independent experiments. ns = not significant,

*p < 0.05 using two-tailed non-parametric and unpaired Wilcoxon-Mann-Whitney test.

WT

FcRn-/-

lung metastasis model, with a more pronounced effect in the
lungs.

NK Cell Development/Maturation Is

Impaired in FcRn—/~ Naive Mice

To establish whether the defective NK cell maturation was
consecutive to BI6F10 cell injection or pre-existed in FcRn~/~
mice, we phenotyped leukocytes by flow cytometry in naive
mice (Supplementary Figures S4, S5) and focused on NK-cell
sub-populations. First, the proportion of NK cells in lungs was
significantly lower in FcRn~/~ than WT mice (Figure 5A), with
no difference in spleen (Figure 5B). Second, phenotype analysis
of NK cells revealed an organ-specific NK subtype distribution
previously described (27, 28) corresponding to an increased NK
DP population in lungs vs. spleen in both WT and FcRn~/~ mice
(Figures 5C,D). Third, the proportion of DN and CD11b~ NK
cells, corresponding to more immature cells, was greater in lungs
and spleen of FcRn™/~ than WT mice (31.8 vs. 18.8% in lungs
and 51.7 vs. 39.9% spleen). Altogether, these results suggest that
defective NK cell development/maturation was already present in
naive FcRn~/~ mice.

To further investigate the origin of the impaired NK cell
maturation in an FcRn-depleted environment, we compared
NK-cell development in bone marrow of FcRn™/~ and WT
mice. To distinguish the different stages of NK cell development
in bone marrow, we used specific markers as previously
described (29). The global level of NK cell precursors in bone
marrow did not differ between FcRn™/~ and WT mice, as
characterized by CD122 expression, also known as interleukin-
2RP (Figure 6A). In contrast, the following stages of NK-cell
development were altered. The proportion of NK cells in stage
1 (CD122%/NK1.17/NKp46~) was increased in FcRn~/~ mice
and that of NK cells in stages 3, 4, and 5 was decreased as

compared with WT mice (Figures 6B,C). Our results clearly
indicate significantly impaired NK cell development in FcRn~/~
mice.

Defective Functions of NK Cells From
FcRn~/~ Mice

We analyzed the ability of splenic NK cells from FcRn™/~ and
WT naive mice to produce IFN-y and degranulate, which are
major functions of NK cells. For this, we measured de novo
IEN-y production by intracellular staining of NK cells and
NK cell degranulation by surface mobilization of CD107a, after
exogenous stimulation with PMA/ionomycine and cytokines (IL-
20rIL-12,1L-15 and IL-18). Overall, NK cells from FcRn™/~mice
produced less IFN-y (Figures 7A,C) and expressed less CD107a
on their surface (Figures 7B,D) than those from WT mice in all
conditions. To gain insight into NK function in FcRn™/~ mice,
we assessed NK cell cytotoxicity against YAC-1 cells in basal
condition as described by Mizutani et al. (23). Although NK
cells from FcRn~/~ animals had a significant lower expression
of CD107a compared to WT mice (Figure7D), there was
no significant difference in NK cytoxicity against YAC-1 cells
(Figure 7E). This result suggests that NK cells from an FcRn~/~
deprived microenvironment displayed similar “basal” cytotoxic
properties when they are unstimulated. Additionally, we found
that NK cells from FcRn~/~ and WT naive animals proliferated
identically (Figure 7F), but died more in the presence of IL-2
5,000 U/mL (Figure 7G). Altogether, our results indicate that NK
activation by cytokines is impaired in FcRn™/~ naive mice.

DISCUSSION

Herein, we confirmed the crucial role of FcRn in the anti-
tumor immune response in the B16F10 model of experimental
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lung metastasis in which we clearly show an increase in lung
metastasis in an FcRn-depleted environment in mice. Analysis of
the immune cells infiltrating the lungs after intravenous injection
of B16F10 cells revealed a decreased proportion of ¢cDCs and
CD8 T lymphocytes with lack of FcRn. These results agree with
the already assessed function of FcRn-mediated tumor protection
driven by DC and CD8™" T-cell activities described by Baker et al.
(12). However, we identified NK cells as a new and additional
cellular component of the FcRn-dependent anti-tumor response.

NK cells are effector lymphoid cells belonging to the innate
immune system that can recognize and kill microbial-infected

cells and play an important role in the immune surveillance
against tumors (30). In this study, mice lacking FcRn showed
reduced intratumoral NK-cell infiltration, which may participate
in amplified development of B16F10 lung lesions, because NK
cells are required for B16F10 tumor rejection (16, 23). In
FcRn™/~ mice, NK cells had an immature phenotype on the
whole, as characterized by surface markers (26). The particular
cells affected were DP and CD27~ NK subtypes, which are able
to proliferate under inflammation and exhibit effector functions.

The distribution of the four maturation stages depends on
the tissue (31). In our B16F10 experimental lung metastasis
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model, the distribution of the NK cell subtypes was modified
in lungs of FcRn™/~ mice and in the spleen to a lesser
extent. These results suggest that the phenotypic alteration
of NK cells is more pronounced in tumor-associated tissues.
The alteration may be due to impaired in situ maturation
in the tumor lung microenvironment caused by tumor-related
soluble factors (32, 33). To understand the origin of the NK
cell immature phenotype, we evaluated the distribution of NK
cell subtypes in FcRn~/~ naive mice and found that they also
displayed an immature phenotype in lungs as well as spleens.
Although NK sub-populations are distributed differently in the
spleen and lungs of mice (28) because of distinct homing
properties and tissue-specific maturation, their distribution in
the different peripheral organs of FcRn™/~ mice is unusual.
Because NK cells develop from lineage-restricted progenitors
in bone marrow, we analyzed NK subpopulations in this
compartment. The proportion of NK precursors was higher in
FcRn™/~ than WT mice, which suggests partial blockade of NK-
cell development at early steps. This phenomenon confirmed the
previously described hindrance effect of tumor growth on NK-
cell maturation in bone marrow (17, 34) that we also observed in
our lung experimental metastasis model in WT mice.

Because altered NK-cell maturation would affect the cellular
properties of NK cells, we analyzed the ability of NK cells
to synthesize IFN-y and mobilize CD107a, which reflects NK-
cell degranulation/cytotoxic activity. NK cells help eliminate
B16F10 tumor cells in the experimental model of lung metastasis
(16) and effector molecules, such as perforin and IFN-y play
important roles in NK-mediated inhibition of metastasis and
tumor growth (17, 35). Although, non-activated NK cells from
FcRn™/~ animals had a significant lower expression of CD107a
compared to WT mice, it was not correlated with a reduced
cytotoxicity efficacy. Interestingly, NK cells from FcRn~/~ mice
were less prone to degranulate and synthesize IFN-y after
chemical stimulation and (IL-2 or IL-12, IL-15 and IL-18)
cytokine activation than NK cells from WT mice. These cytokines
are involved in proliferation, differentiation/maturation of NK
cells and enhance their effector functions (36, 37). Pre-activation
of NK cells with IL-2 or IL-12, IL-15 and IL-18 results in the
generation of NK cells efficient to target and kill tumor cells
(24, 38). The lower expression of CD107a and IFN-y synthesis
(after IL-2 or IL-12, IL-15, and IL-18 activation) as well as the
increased cell death (in the presence of IL-2) in FcRn~/~ NK
cells, support an impaired response of NK cells to cytokines in
an FcRn™/~ deprived microenvironment. This might be critical
to limit the spreading of lung tumor lesions in the B16F10 lung
metastasis model. Accordingly, a lower CD107a expression was
found in splenic NK cells from FcRn™/~ animals (compared
to WT mice) in the BI6F10 model and which persisted after
cytokine activation (Supplemental Figure S6).

Once activated, NK cells produce cytokines and chemokines
that regulate both the innate and adaptive immune system (39,
40). Because NK cells express no FcRn, the immature phenotype
of NK cells might arise via indirect mechanisms due to the
absence of FcRn in other cells of the immune system, such as DCs
(10). Previous studies described interactions between NK cells
and DCs and found a bidirectional crosstalk leading to NK-cell

priming by DCs, which in turn induces DC maturation (41, 42).
Knowing that FcRn-positive DCs are important for shaping the
CD8 effector T-cell anti-tumor response (12), FcRn might also
affect the bidirectional cross-talk between NK cells and DCs. In
light of our results showing impaired secretion of IFN-y by NK
cells in FcRn~/~ mice and the important role of IFN-y in DC
maturation by NK cells (43), IFN-y might play a role in an FcRn-
dependent cross-talk between NK cells and DC. Following this
idea, the defective interleukin-12 level described in FcRn~/~ DCs
(12) may also participate in the impaired NK-cell activation in
our model because of its involvement in IFN-y production by NK
cells (41). Other FcRn-expressing cells, such as neutrophils and
monocytes/macrophages (10, 44) may also be involved in NK-
cell interactions (40, 45). Of note, we found a marked increase in
the proportion of neutrophils in FcRn~/~ mice as compared with
WT mice. Similarly, the proportion of neutrophils was enhanced
in the model of anti-TNF antibody immunization in FcRn-
deficient mice (46) and in other models (47). Previous studies also
reported a high number of intratumoral neutrophils associated
with the induction and maintenance of tumor angiogenesis
(48, 49). Moreover, in breast cancer (50) and diverse murine
cancer models (51, 52), macrophage/monocyte cells (53, 54)
and/or neutrophils (52, 55) have been implicated in tumor
promotion. From this evidence and our results, we cannot rule
out a link between neutrophils expressing FcRn (44) and NK-
cell maturation/activation. Whether this potential interaction
occurred via soluble factors, such as cytokines or direct cell
contact needs to be investigated. Finally, several cell types present
in the hematopoietic niche or secondary lymphoid organs express
FcRn. This is the case with stromal cells, endothelial and epithelial
cells (44), which may also intervene in NK-cell maturation (36,
40, 56, 57). Further studies are needed to decipher the impact of
FcRn-positive cells in the maturation of NK precursors.

For the first time, we described that NK-cell mediated
tumor elimination/surveillance is impaired in an FcRn-deficient
microenvironment. This could be linked to an abnormal
cytokine response which needs further investigations to provide
understanding in the involvement of FcRn. In light of our
previous results (13) and those from Baker et al. (12), showing
FcRn dysregulation in lung and colorectal cancers and associated
with an unfavorable outcome, our current findings further
support the central role of FcRn in anti-tumor immunity and
highlight the interest of targeting FcRn for therapeutic purposes.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

DC performed the research, analyzed, discussed, interpreted data
and literature and wrote the manuscript; CD, ED, LL, AV, CA,
M-VD, DF, and CP contributed to the research and analyzed data;
TB, NH-V, and VG-G supervised, discussed and verified data
analysis and contributed to manuscript preparation.

FUNDING

This work was supported by a public grant overseen
by the French National Research Agency as part of the

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

September 2018 | Volume 9 | Article 2259



Castaneda et al.

FcRn KO Impairs NK Responses

Investissements d’Avenir program (no. ANR-10-LABX-53-
01); the Ligue contre le cancer, Indre et Loire and Finistére
committee; the FLUKILLER program from the Région
Centre and the PlasTICO program from the Cancéropole
Grand-Ouest.

ACKNOWLEDGMENTS

We thank Nikita Pallaoro, Cécile Bergua, Thomas Sécher
for technical help and Valérie Schnubel, Jérome Montharu,
George Roseau, Chrystophe Aubert, Benjamin Plante, Elodie

REFERENCES

1. Bruhns P, Jonsson F. Mouse and human FcR effector functions. Immunol Rev.
(2015) 268:25-51. doi: 10.1111/imr.12350
2. Caaveiro JMM, Kiyoshi M, Tsumoto K. Structural analysis of Fc/FcyR
complexes: a blueprint for antibody design. Immunol Rev. (2015) 268:201-21.
doi: 10.1111/imr.12365
3. Stapleton NM, Einarsdéttir HK, Stemerding AM, Vidarsson G. The
multiple facets of FcRn in immunity. Immunol Rev. (2015) 268:253-68.
doi: 10.1111/imr.12331
4. Pincetic A, Bournazos S, DiLillo DJ, Maamary J, Wang TT, Dahan R, et al.
Type I and type II Fc receptors regulate innate and adaptive immunity. Nat
Immunol. (2014) 15:707-16. doi: 10.1038/ni.2939
5. Roopenian DC, Akilesh S. FcRn: the neonatal Fc receptor comes of age. Nat
Rev Immunol. (2007) 7:715-25. doi: 10.1038/nri2155
6. Chaudhury C, Mehnaz S, Robinson JM, Hayton WL, Pearl DK, Roopenian
DC, et al. The major histocompatibility complex-related Fc receptor for IgG
(FcRn) binds albumin and prolongs its lifespan. ] Exp Med. (2003) 197:315-22.
doi: 10.1084/jem.20021829
7. Ghetie V, Ward ES. Multiple roles for the major histocompatibility complex
class I-related receptor FcRn. Annu Rev Immunol. (2000) 18:739-66.
doi: 10.1146/annurev.immunol.18.1.739
8. Ramalingam TS, Detmer SA, Martin WL, Bjorkman PJ. IgG transcytosis
and recycling by FcRn expressed in MDCK cells reveals ligand-induced
redistribution. EMBO J. (2002) 21:590-601. doi: 10.1093/emboj/21.4.590
9. Latvala S, Jacobsen B, Otteneder MB, Herrmann A, Kronenberg S.
Distribution of FcRn across species and tissues. J Histochem Cytochem. (2017)
65:321-33. doi: 10.1369/0022155417705095
10. Zhu X, Meng G, Dickinson BL, Li X, Mizoguchi E, Miao L, et al. MHC class
I-related neonatal Fc receptor for IgG is functionally expressed in monocytes,
intestinal macrophages, and dendritic cells. J Immunol. (2001) 166:3266-76.
doi: 10.4049/jimmunol.166.5.3266
11. Baker K, Rath T, Pyzik M, Blumberg RS. The role of FcRn in antigen
presentation. Front Immunol. (2014) 5:408. doi: 10.3389/fimmu.2014.00408
12. Baker K, Rath T, Flak MB, Arthur JC, Chen Z, Glickman JN, et al.
Neonatal Fc receptor expression in dendritic cells mediates protective
immunity against colorectal cancer. Immunity (2013) 39:1095-107.
doi: 10.1016/j.immuni.2013.11.003
13. Dalloneau E, Baroukh N, Mavridis K, Maillet A, Gueugnon E, Courty Y,
et al. Downregulation of the neonatal Fc receptor expression in non-small
cell lung cancer tissue is associated with a poor prognosis. Oncotarget (2016)
7:54415-29. doi: 10.18632/oncotarget.10074
14. Swiercz R, Mo M, Khare P, Schneider Z, Ober RJ, Ward ES. Loss
of expression of the recycling receptor, FcRn, promotes tumor cell
growth by increasing albumin consumption. Oncotarget (2016) 8:3528-41.
doi: 10.18632/oncotarget.13869
15. Fidler IJ, Fidler J. Biological behavior of malignant melanoma cells correlated
to their survival in vivo. Cancer Res. (1975) 35:218-24.
16. Grundy MA, Zhang T, Sentman CL. NK cells rapidly remove B16F10 tumor
cells in a perforin and interferon-gamma independent manner in vivo. Cancer
Immunol Immunother. (2007) 56:1153-61. doi: 10.1007/s00262-006-0264-1

Theyssandier and Michéle De Monte for assistance with the
animal facility in our laboratory. We also thank the cell-
sorting flow facility of the technical platform of Frangois
Rabelais University, Tours. English was edited by L.L. Smales
(BioMedEditing).

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The Supplementary Material for this article can be found
online at: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.
2018.02259/full#supplementary-material

17. Langers I, Renoux VM, Thiry M, Delvenne PJN. Natural killer cells: role
in local tumor growth and metastasis. Biol Targets Ther. (2012) 6:73-82.
doi: 10.2147/BTT.S23976

18. Chester C, Fritsch K, Kohrt HE. Natural killer cell immunomodulation:
targeting  activating,  inhibitory, and  co-stimulatory  receptor
signaling for cancer immunotherapy. Front Immunol. (2015) 6:601.
doi: 10.3389/fimmu.2015.00601

19. Jewett A, Tseng HC. Tumor induced inactivation of natural killer cell cytotoxic
function; implication in growth, expansion and differentiation of cancer stem
cells. J Cancer (2011) 2:443-57. doi: 10.7150/jca.2.443

20. Sabry M, Lowdell MW. Tumor-primed NK cells: waiting for the green light.
Front Immunol. (2013) 4:408. doi: 10.3389/fimmu.2013.00408

21. Overwijk WW, Restifo NP. B16 as a mouse model for human
melanoma. Curr Protoc Immunol. (2001) Chapter 20:Unit 20.1.
doi: 10.1002/0471142735.im2001s39.B16

22. Lajoie L, Congy-Jolivet N, Bolzec A, Gouilleux-Gruart V, Sicard E, Sung
HC, et al. ADAM17-mediated shedding of FcyRIIIA on human NK cells:
identification of the cleavage site and relationship with activation. J Immunol.
(2014) 192:741-51. doi: 10.4049/jimmunol.1301024

23. Mizutani T, Neugebauer N, Putz EM, Moritz N, Simma O, Zebedin-Brandl E,
etal. Conditional IFNARI ablation reveals distinct requirements of Type I IFN
signaling for NK cell maturation and tumor surveillance. Oncoimmunology
(2012) 1:1027-37. doi: 10.4161/0onci.21284

24. Witalisz-Siepracka A, Gotthardt D, Prchal-Murphy M, Didara Z, Menzl I,
Prinz D, et al. NK cell-specific CDK8 deletion enhances antitumor responses.
Cancer Immunol Res. (2018) 6:458-66. doi: 10.1158/2326-6066.CIR-17
-0183

25. Huntington ND, Vosshenrich CAJ, Di Santo JP. Developmental pathways that
generate natural-killer-cell diversity in mice and humans. Nat Rev Immunol.
(2007) 7:703-14. doi: 10.1038/nri2154

26. Chiossone L, Chaix J, Fuseri N, Roth C, Vivier E, Walzer T. Maturation of
mouse NK cells is a 4-stage developmental program. Blood (2009) 113:5488-
96. doi: 10.1016/j.clim.2010.03.147

27. Bozzano F, Marras F De Maria A. Natural killer cell development
and maturation revisited: possible implications of a novel distinct Lin-
CD34"DNAM-1brightCXCR4™ cell progenitor. Front Immunol. (2017)
8:268. doi: 10.3389/fimmu.2017.00268

28. Shi F-D, Ljunggren H-G, La Cava A, Van Kaer L. Organ-specific features of
natural killer cells. Nat Rev Immunol. (2011) 11:658-71. doi: 10.1038/nri3065

29. Baranek T, Morello E, Valayer A, Aimar R-E Bréa D, Henry C,
et al. FHL2 regulates natural killer cell development and activation
during Streptococcus pneumoniae infection. Front Immunol. (2017) 8:123.
doi: 10.3389/fimmu.2017.00123

30. Morvan MG, Lanier LL. NK cells and cancer: you can teach innate cells new
tricks. Nat Rev Cancer (2015) 16:7-19. doi: 10.1038/nrc.2015.5

31. Michel T, Poli A, Domingues O, Mauffray M, Thérésine M, Brons NHC, et al.
Mouse lung and spleen natural killer cells have phenotypic and functional
differences, in part influenced by macrophages. PLoS ONE (2012) 7:e51230.
doi: 10.1371/journal.pone.0051230

32. Hochweller K, Striegler J, Himmerling GJ, Garbi N. A novel CD11c.DTR
transgenic mouse for depletion of dendritic cells reveals their requirement

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

September 2018 | Volume 9 | Article 2259



Castaneda et al.

FcRn KO Impairs NK Responses

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45.

46.

for homeostatic proliferation of natural killer cells. Eur J Immunol. (2008)
38:2776-83. doi: 10.1002/€ji.200838659

Stabile H, Fionda C, Gismondi A, Santoni A. Role of distinct natural
killer cell subsets in anticancer response. Front Immunol. (2017) 8:293.
doi: 10.3389/fimmu.2017.00293

Richards JO, Chang X, Blaser BW, Caligiuri MA, Zheng P, Liu Y. Tumor
growth impedes natural-killer — cell maturation in the bone marrow. Growth
(Lakeland) (2006) 108:246-252. doi: 10.1182/blood-2005-11-4535

Ikeda H, Old LJ, Schreiber RD. The roles of IFNy in protection against tumor
development and cancer immunoediting. Cytokine Growth Factor Rev. (2002)
13:95-109. doi: 10.1016/S1359-6101(01)00038-7

Margais A, Viel S, Grau M, Henry T, Marvel ], Walzer T. Regulation of mouse
NK cell development and function by cytokines. Front Immunol. (2013) 4:450.
doi: 10.3389/fimmu.2013.00450

Lusty E, Poznanski SM, Kwofie K, Mandur TS, Lee DA, Richards CD, et al.
IL-18/IL-15/IL-12 synergy induces elevated and prolonged IFN-y production
by ex vivo expanded NK cells which is not due to enhanced STAT4 activation.
Mol Immunol. (2017) 88:138-147. doi: 10.1016/j.molimm.2017.06.025

Boieri M, Ulvmoen A, Sudworth A, Lendrem C, Collin M, Dickinson AM,
et al. IL-12, IL-15, and IL-18 pre-activated NK cells target resistant T cell
acute lymphoblastic leukemia and delay leukemia development in vivo.
Oncoimmunology (2017) 6:1-12. doi: 10.1080/2162402X.2016.1274478

Vivier E, Tomasello E, Baratin M, Walzer T, Ugolini S. Functions of natural
killer cells. Nat Immunol. (2008) 9:503-10. doi: 10.1038/ni1582

Vivier E, Raulet D, Moretta A, Caligiuri M. Innate or adaptive
immunity? The example of natural killer cells. Science (2011) 331:44-49.
doi: 10.1126/science.1198687

Moretta L, Ferlazzo G, Bottino C, Vitale M, Pende D, Mingari MC, et al.
Effector and regulatory events during natural killer-dendritic cell interactions.
Immunol Rev. (2006) 214:219-28. doi: 10.1111/j.1600-065X.2006.00450.x
Ferlazzo G, Morandi B. Cross-talks between natural killer cells and
distinct subsets of dendritic cells. Front Immunol. (2014) 5:159.
doi: 10.3389/fimmu.2014.00159

Vitale M, Della Chiesa M, Carlomagno S, Pende D, Arico M, Moretta L,
et al. NK-dependent DC maturation is mediated by TNFa and IFNY released
upon engagement of the NKp30 triggering receptor. Blood (2005) 106:566-71.
doi: 10.1182/blood-2004-10-4035

Vidarsson G, Stemerding AM, Stapleton NM, Spliethoff SE, Janssen H,
Rebers FE, et al. FcRn: an IgG receptor on phagocytes with a novel role in
phagocytosis. Blood (2006) 108:3573-9. doi: 10.1182/blood-2006-05-024539
Mantovani A, Cassatella MA, Costantini C, Jaillon S. Neutrophils in the
activation and regulation of innate and adaptive immunity. Nat Rev Immunol.
(2011) 11:519-31. doi: 10.1038/nri3024

Arnoult C, Brachet G, Cadena Castaneda D, Azzopardi N, Passot C,
Desvignes C, et al. Crucial role for immune complexes but not FcRn in
immunization against anti-TNF-a antibodies after a single injection in mice.
J Immunol. (2017) 199:418-24. doi: 10.4049/jimmunol.1601246

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Dunn GP, Koebel CM, Schreiber RD. Interferons, immunity and cancer
immunoediting. Nat Rev Immunol. (2006) 6:836-48. doi: 10.1038/nri1961
Jablonska ], Leschner S, Westphal K, Lienenklaus S, Weiss S. Neutrophils
responsive to endogenous IFN-beta regulate tumor angiogenesis and growth
in a mouse tumor model. J Clin Invest. (2010) 120:1151-64. doi: 10.1172/JCI
37223

Andzinski L, Wu CE Lienenklaus S, Kroger A, Weiss S, Jablonska J.
Delayed apoptosis of tumor associated neutrophils in the absence of
endogenous IFN-gamma. Int ] Cancer (2015) 136:572-83. doi: 10.1002/ijc.2
8957

Williams CB, Yeh ES, Soloff AC. Tumor-associated macrophages: unwitting
accomplices in breast cancer malignancy. NPJ Breast Cancer (2016) 2:15025.
doi: 10.1038/npjbcancer.2015.25

Lasnik A, Eaton JW, Mitchell RA, Lamont GJ, Faughn JD, Satoskar A,
et al. Control of tumor-associated macrophage alternative activation by
macrophage migration inhibitory factor. J Immunol. (2013) 190:2984-93.
doi: 10.4049/jimmunol.1201650

Kowanetz M, Wu X, Lee ], Tan M, Hagenbeek T, Qu X, et al. Granulocyte-
colony stimulating factor promotes lung metastasis through mobilization of
Ly6G" Ly6C" granulocytes. Proc Natl Acad Sci USA. (2010) 107:21248-55.
doi: 10.1073/pnas.1015855107

Chanmee T, Ontong P, Konno K, Itano N. Tumor-associated macrophages
as major players in the tumor microenvironment. Cancers (Basel) (2014)
6:1670-90. doi: 10.3390/cancers6031670

Noy R, Pollard JW. Tumor-associated macrophages: from mechanisms to
therapy. Immunity (2015) 41:49-61. doi: 10.1016/j.immuni.2014.06.010
Coffelt SB, Wellenstein MD, de Visser KE. Neutrophils in cancer: neutral no
more. Nat Rev Cancer (2016) 16:431-46. doi: 10.1038/nrc.2016.52

Sun JC, Lanier LL. NK cell development, homeostasis and function: parallels
with CD8' T cells. Nat Rev Immunol. (2011) 11:645-57. doi: 10.1038/nr
13044

Yu J, Freud AG, Caligiuri MA. Location and cellular stages of
natural killer cell development. Trends Immunol. (2013) 34:573-82.
doi: 10.1016/.it.2013.07.005

Conflict of Interest Statement: The authors declare that the research was
conducted in the absence of any commercial or financial relationships that could
be construed as a potential conflict of interest.

Copyright © 2018 Castaneda, Dhommeée, Baranek, Dalloneau, Lajoie, Valayer,
Arnoult, Demattéi, Fouquenet, Parent, Heuzé-Vourch and Gouilleux-Gruart. This
is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (CC BY). The use, distribution or reproduction in other forums
is permitted, provided the original author(s) and the copyright owner(s) are credited
and that the original publication in this journal is cited, in accordance with accepted
academic practice. No use, distribution or reproduction is permitted which does not
comply with these terms.

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

11

September 2018 | Volume 9 | Article 2259



v

4 "1
000 L “Neutrophils
i M-MF/Others  Conventional DC -
= 10
e ’ W0 B 10
A 3 10 -3 ? 5 8 ? Mono-Macrophage
-3 Q "t S 1 *
s . B
. o L .'
3 > . ‘é & "w g 1w o Hl"ﬂf‘ N;‘ﬂ 10 0
L2 L)
(OB B 1 y b TImn 0P " foa ¥
©
[ | w ]
6004 J *
B 10 g W0 1o
4 > M
m L~ g {h‘ [cos+
5l — ~ 10°-DN 3 LT < @ g
3 S | 5
= T o © :
e T > S TR T O T byt
o
>  cpas —> CD3/TCR=—> CD8 =———b

Forward Scatter

Figure S1. Gating strategy example for flow cytometry analysis. Single-cell suspensions were prepared
from tissues (lungs or spleens) from wild-type (WT) C57B/L6 and neonatal Fc receptor-deficient
(FcRn-/-) mice challenged with melanoma cells. After adding Fc blocking 2.4G2 hybridoma
supernatant, cells were stained with specific monoclonal antibodies designed to distinguish (A)
conventional dendritic cells (CD457/CD11ch/CD11b"), neutrophils (CD45%/CD11¢*%/CD11b"/Ly6G*)
and  monocytes/macrophages  (CD45"/CD11c"*"/CDI11b"/F4/80"); (B) B lymphocytes
(CD457/CD19%/B220%), T lymphocytes (CD457/CD3*/TCR"), CD8 T lymphocytes (CD457/CDI19-
/B220-/CD3*/TCR*/CDS8"), and CD4 T lymphocytes (CD45*/CD19-/B220-/CD3*/TCR*/CD4").
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Figure S2: FcRn expression in splenocytes and purified natural killer (NK) cells from (A) naive wild-
type (WT) and (B) FcRn-/- mice. Immunoblotting of splenocytes and purified NK-cell lysates revealed
with anti-FcRn a-chain (R&D, Ref: AF6775), anti-2m (Dako, Ref: A0072) and anti B-actin (Santa
Cruz Biotechnology, Ref: sc-47778) antibodies. Cropped images are shown with molecular weight
(kDa) on the left. Data are representative of two independent experiments.
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Figure S3: Gating strategy for flow cytometry analysis of NK-cell maturation. Single-cell suspensions
were prepared from (D, E) lungs and (E,G) spleens of mice challenged with melanoma cells. After
adding Fc blocking 2.4G2 hybridoma supernatant, cells were stained with specific monoclonal
antibodies designed to distinguish the four NK sub-populations. The NK population was obtained by
gating on (A) CD45 cells, followed by an exclusion of (B) B and T cells with CD19/B220/CD3/TCR
markers and (C) a final gating on NKp46 cells. For the last gating, we determined the maturation status
by analysis of CD11b and CD27 expression. NK-cell maturation is a 4-stage process that starts with

CDI11b/CD27- (double negative (DN)), and then CD11b/CD27* (CD11b") = CD11b" /CD27" (double
positive (DP)) - CDI11b* /CD27- (CD27")
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Figure S4: Flow cytometry of leukocytes in lungs and spleens from WT (n=13) and FcRn-/- (n=12) naive
mice. Percentage of (A, I) conventional dendritic cells, (B, J) macrophages/monocytes, (C, K)
neutrophils, (D, L) B lymphocytes, (E, M) T lymphocytes, (F, N) CD4 T lymphocytes, (G, O) CD8 T
lymphocytes and (H, P) NK cells. Data represent median + Min to Max, from two independent
experiments. ns = not significant, * = p < 0.05 and ** = p < 0.005 using two-tailed non-parametric and

unpaired Wilcoxon-Mann-Whitney test.
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Figure S5: Flow cytometry of leukocytes in lungs and spleens from WT (n=13) and FcRn-/- (n=12)
naive mice. Number of (A, I) conventional dendritic cells, (B, J) macrophages/monocytes, (C, K)
neutrophils, (D, L) B lymphocytes, (E, M) T lymphocytes, (F, N) CD4 T lymphocytes, (G, O) CD8 T
lymphocytes and (H, P) NK cells. Data represent median * Min to Max, from two independent

experiments. ns = not significant, * = p < 0.05 and ** = p < 0.005 using two-tailed non-parametric and
unpaired Wilcoxon-Mann-Whitney test.
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Figure S6. Functional analysis of splenic infiltrating NK cells.

On day 0, 1.10° BI6F10 Luc+ cells were injected i.v. into mice. 18 days after tumor injection,
animals were sacrificed to analyze ex vivo cytokine-induced stimulation of NK cells. 2.10% to 5.10°
of (A, B, C) freshly isolated splenocytes were incubated in RPMI 1640 complete medium (Ctr) or
complete medium supplemented with 5000 U/ml rhIL2 or with 5 ng/ml rhIL12, 50 ng/ml rhIL15 and
10 ng/ml rhIL18 for 4-h in the presence of brefeldine A and anti-CD107a. (A, B) The IFNy
production of CD3-/NK1,1/NKp46 cells as well as (A, C) CD107a expression were analyzed by flow
cytometry. Results are presented as median + Min to Max from two independent experiments. ns =
not significant and ** = p < 0.005 using two-tailed non-parametric and unpaired Wilcoxon-Mann-
Whitney test.



Résultats complémentaires non publiés concernant le role
du FcRn dans le développement/maturation et les

fonctions des cellules NK

Afin de répondre a certaines hypotheéses soulevées par nos résultats concernant les
mécanismes d’action du FcRn sur la maturation des cellules NK, nous avons réalisé quelques
expériences informatives que nous présentons sous formes de résultats complémentaires. Elles
concernent 1’analyse de récepteurs de cytokines ou de molécules d’activation importante pour

le développement des cellules NK.

A. Matériel et méthodes
a. Animaux

L’ensemble des expériences menées sur les souris a été approuvé par le Comité d’éthique en
expérimentation Val de Loire (CEEA VdL) (saisine 2015070117414040). Les souris sauvages
C57BL/6J (WT) ont été obtenues auprés de Charles River et les souris C57BL/6J FcRn -/-
(B6.129X1-Fcgrt tm1 Dcr/Derl (fcgrt-/-)) ont été achetées aupres du laboratoire Jackson, puis
maintenues dans un ¢élevage en interne (Bar Harbor, Maine, Etats-Unis). L’ensemble des
souris a été hébergé au sein de 1’animalerie de la faculté de Médecine de Tours en conditions
EOPS (« Exempt d’organismes pathogénes spécifiques ») en portoir ventilé. Les expériences
ont été réalisées sur les souris femelles agées de 7 a 12 semaines. Les prélévements de moelle
osseuse et de rate ont été effectués apres euthanasie des animaux naifs par dislocation

cervicale.

b. Préparation des suspensions cellulaires a partir des tissus de souris

Les cellules de moelle osseuse ont été isolées a partir du fémur et du tibia des animaux. Les os
longs ont été cassés aux deux extrémités, puis un ringcage a 1’aide d’une aiguille de 25G et
d’une seringue contenant du PBS 1X a été effectué afin de récupérer la moelle osseuse.

Les cellules de rate de souris ont été isolées apres dissociation et digestion enzymatique de la
matrice extracellulaire de la rate. Un premier rincage des rates a été réalisé a 1’aide d’une
aiguille de 25G et d’une seringue contenant un tampon de digestion : milieu RPMI 1640
(Sigma), 5% de SVF (Lonza), 125 pg/ml de Libérase LT (Roche Diagnostics) et 100 pg/ml de

DNAse (Roche Diagnostics). Ensuite, la dissociation et la digestion des tissus durs de la rate a
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été obtenu par une incubation des rates dans 2 ml de tampon de digestion pendant 30 min a
37°C dans une plaque a 6 puits. En fin d'incubation, chaque suspension cellulaire a été filtrée
(70 um, MACS SmartStrainers), centrifugée puis lavée 3 fois avec du PBS 1X. Finalement, le
culot cellulaire a été repris avec 2 ml d’une solution de chlorure d’ammonium 1X et incubé 1
minute dans la glace afin de lyser les globules rouges. Les suspensions cellulaires ont ensuite
été lavées, centrifugées 3 fois avec du PBS 1X et filtrées une derniere fois avant la remise en

suspension a 107 cellules/ml dans du PBS 1X contenant 5% de SVF et 2 mM d'EDTA.

c. Isolement des cellules NK a partir de la rate des souris

Les suspensions cellulaires issues de 4 a 5 rates de souris WT ou FcRn-/- ont été soumises a
un tri négatif des cellules NK par I'utilisation de colonnes a billes magnétiques selon les
recommandations du fabricant (NK cell isolation kit II, Miltenyi). Les différentes étapes sont
représentées dans la figure 27. Le taux de pureté des cellules NK récupérées selon cette

technique était supérieur a 90%.

Animaux Tissus Tri négatif: Tri négatif:
étape 1 étape 2

u \"3}}

Mono/Mg Polynucléaire
(o= (
C57BL/6J WT ou Rates *E)a/ \ 6
C57BL/6J FcRn -/- Cellule Lymphocyte
dendritique BouT

Cellule NK
Y Anticorps primaire

Iﬁmtieorps secondarie

Figure 27 : Isolement des cellules NK de souris par tri magnétique négatif

d. Cytométrie en flux : caractérisation des cellules NK

Les cellules issues de la rate et des poumons de chaque souris naive ont été marquées en
plaque 96 puits (100000 a 1.10%ellules/ puits) afin de caractériser I’expression des marqueurs
CD122, NKG2D et CD69 a la surface des cellules NK par cytométrie en flux (MACSQuant

Analyzer10, Miltenyi). Pour cela, un blocage des FcR pour éviter les marquages non
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spécifiques, a été réalis¢ par I'utilisation de 100ul d’une solution de PBS 1X avec 5% de
surnageant cellulaire contenant I’anticorps monoclonal anti-CD16/CD32 (clone 2.4G2)
pendant 20 min a 4°C. Aprés un lavage des cellules avec 200ul final/puits en tampon de
marquage (PBS 1X / 5% de FBS / 2 mM d'EDTA), le marquage des cellules a été effectué
pendant 30 min a 4°C, avec un mélange d’anticorps (Tableau 9) dont les concentrations ont

¢té optimisées au sein de notre laboratoire.

Marquage des cellules NK Fluorochromes (fabricant) Excitation/Emission (nm)

Marquage de viabilité

Aqua (Invitrogen) 367/528
« LIVE/DEAD »

Marquage de toutes les cellules
immunitaires : anti-CD45 APC-H7 (BD) 633/ 780
(clone 30-F11)

Exclusion des cellules T et B :
anti-CD3/ anti-B220 APC (eBioscience) 633-647/660
(clone 145-2C11 et RA3-6B2)

Marquage des cellules NK totales
Anti-NKp46 V450 (BD) 445/405
(clone 29A1.4)

Marquage de CD122

Pe (eBioscience) 488-561/578
(clone TM-beta)
Marquage de NKG2D
PE-Cy7 (BD) 488-561/775
(clone CX5)
Marquage de CD69
FITC (BD) 488/520
(clone H12F3)

Tableau 9 : liste des anticorps utilisés pour caractériser les cellules NK de souris

A la fin de l'incubation, les cellules ont été lavées, centrifugées et reprises avec 200ul/puits de
tampon de marquage avant d'étre passées au cytometre en flux (Miltenyi). Les résultats ont

¢été analysés a l'aide du logiciel Kaluza (Beckman Coulter).

e. Western-Blot

L'extraction protéique a été effectuée avec du tampon RIPA sur 5.10° cellules issues de
chaque type de tissu (moelle osseuse, rate et cellules NK isolées) pour les groupes de souris
sauvages et les souris FcRn-/-). Aprés extraction protéique, les échantillons ont été analysés

sur gels polyacrylamide de 10-12% (NuPAGE Bis-Tris 10-12%, Invitrogen) en tampon tris-
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glycine-SDS (NuPAGE MES SDS (20X), Invitrogen) et en conditions dénaturantes. Les
protéines ont ensuite ¢été transférées en tampon tris-glycine sur des membranes de
nitrocellulose (Nitrocellulose Pre-Cut Blotting Membranes, 0.45 um, Invitrogen). La qualité
du transfert a été évaluée par coloration au rouge ponceau. Les membranes ont été lavées 2
fois au PBS 1X puis saturées a l'aide d'un tampon PBS 1X, Tween 0.2% et 5% lait pendant 1h
a température ambiante. Directement apres, les membranes ont ét€ mises en présence des
anticorps primaires (Tableau 2) dilués dans le méme tampon, pendant une lh a température
ambiante ou sur la nuit a 4°C. Par la suite, les membranes ont été lavées 3 fois pendant 15 min
avec du PBS 1X, puis mises en présence des anticorps secondaires HRP (Tableau 10) dans le
méme tampon, pendant 1h a température ambiante. Apres trois lavages, les membranes ont
été révélées par chimioluminescence a l'aide du réactif Femto (SuperSignal West Femto

Maximum Sensitivity Substrate, ThermoFischer) et analysées avec le Fusion FX (Vilber).

Anticorps Cible Fournisseur Dilution

Anti-récepteur S1P )
Humain

Réf: SC-48356 Souri Non marqué (Santa-Cruz) 1/500
ouris
Anticorps monoclonaux de souris
Anti-actine
Humain Horse Radish Peroxidase
Réf: SC-47778 1/5000
Souris (Santa-Cruz)

Anticorps monoclonaux de souris

Anti-IgG de souris
Horse Radish Peroxidase
Réf: sc-2005 Souris 1/10000
) (Santa-Cruz)
Anticorps polyclonaux de chévre HRP

Tableau 10 : liste des anticorps utilisés pour les expériences de western-blot

B. Résultats

a. L'absence du FcRn altére l'expression du CD122 par les cellules

NK

Plusieurs cytokines sont importantes dans la biologie des cellules NK chez la souris,
notamment 1'[L-15, impliquée dans le développement/maturation et la survie des cellules NK
et, I'lL-2 jouant un role dans leur activation (Saxena, Saxena, and Adler 1984; C. C. Liu,
Perussia, and Young 2000; Margais et al. 2013). L'IL-15 peut étre produite par différentes
cellules exprimant le FcRn, notamment les cellules stromales mésenchymateuses de la moelle

osseuse et les cellules dendritiques (Shreeram Akilesh et al. 2007). L'IL-2 quant a elle est
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sécrétée par les lymphocytes T CD4" activées. Les récepteurs pour ces cytokines ont en
commun la chaine B (CD122) et la chaine y.. Les chaines CD122 et y. s’associent
respectivement avec la chaine y (CD132) pour constituer le récepteur pour I’IL-15 ou avec la
chaine o (CD25) pour former le récepteur de I’IL-2 (Margais et al. 2013). La stimulation par
ces cytokines pourrait induire 1’expression de certains récepteurs activateurs sur les cellules
NK, comme par exemple I’expression de NKG2D et CD69, nécessaires aux cellules NK pour
assurer leurs fonctions effectrices (Nausch and Cerwenka 2008; Esplugues et al. 2005; Fogel
et al. 2013; Boieri et al. 2017).

Nous avons pos¢ comme premicre hypothése un défaut de réponse des cellules NK a I’'IL-15
et IL-2, suite a une altération d’expression du CD122 chez les souris FcRn -/-.

Nous avons donc évalué l'expression du CD122 par cytométrie en flux a la surface des
cellules NK provenant de la rate et des poumons de souris sauvages et FcRn-/- naives. Nous
avons constaté que le pourcentage de cellules NK (CD45+/Livedead-/lineage CD3-B220-
/NKp46+) exprimant le CD122 était significativement supérieur dans les poumons et la rate

des souris FcRn -/- par comparaison aux souris WT (Figure 28).
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Figure 28: Analyse par cytométrie en flux de l'expression du marqueur CD122 sur les cellules NK

Le marquage a été effectué sur les cellules fraiches des poumons (A) et des rates (B) des souris sauvages (n=4) et
FcRn -/- (n=4) naives. Les données sont représentatives d’une seule expérience et sont représentées sous forme
de boite a moustache avec la Médiane = Max-Min. Les analyses de statistiques ont été obtenues en faisant un test
non-paramétrique et non apparié¢ de Wilcoxon-Mann-Whitney a I’aide du programme Prism 5 (Graphpad). * = p

<0.05.

Ces résultats montrent une altération (augmentation) de 1’expression du CD122 par les
cellules NK en périphérie (rate et poumons) chez les souris déficientes pour le FcRn. Celle-ci
pourrait étre liée a une sorte d’épuisement ou « exhaustion » des cellules NK, comme
documenté pour les cellules T CD8 qui ne pourraient plus répondre efficacement a une

stimulation par les cytokines (Beltra et al. 2016).
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b. L'absence du FcRn altére 1'expression du CD69 et NKG2D par les
cellules NK

Ce défaut de signalisation par les cytokines pourrait également avoir un impact sur les
marqueurs d’activation des cellules NK, notamment NKG2D et CD69, qui pourrait expliquer
en partie le défaut de production d’IFN-y et de CD107a.

L’analyse de I’expression des deux récepteurs a ét¢ effectuée par cytométrie en flux sur des
cellules issues des poumons et des rates des souris. Les résultats indiquent que le pourcentage
de cellules NK exprimant le NKG2D (Figure 29 A, B) est significativement diminué chez les
souris FcRn -/- par comparaison aux souris WT dans les 2 organes. A l’inverse, une
augmentation significative du pourcentage de cellules NK exprimant le CD69 est observée
dans les poumons de souris FcRn -/- par comparaison aux souris WT (Figure 29 C). Aucune

différence significative n’a été observée pour le CD69 dans les rates (Figure 29 D).
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Figure 29: Analyse par cytométrie en flux de l'expression des marqueurs NKG2D et CD69 sur les
cellules NK

Le marquage a été effectué sur des cellules fraiches des poumons (A, C) et des rates (B, D) des souris WT
(n=13) et FcRn -/- (n=13) naives. Les données sont représentatives d’une seule expérience et sont représentées
sous forme de boite a moustache avec la Médiane = Max-Min. Les analyses statistiques ont été obtenues en
faisant un test non-paramétrique et non appari¢ de Wilcoxon-Mann-Whitney a ’aide du programme Prism 5

(Graphpad). * =p < 0.05.
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Ainsi, ces résultats révelent que 1’absence de FcRn pourrait également influencer 1’expression
des marqueurs d’activité des NK tels que NKG2D et CD69. D'apres la littérature, une
diminution du NKG2D est susceptible d'altérer les fonctions des NK mais aussi des cellules T
CD8 (Wiemann et al. 2005). A I’inverse, d'autres travaux ont montré qu'une surexpression du
CD69 ¢tait associée au développement tumoral. Ceci est en accord avec les travaux chez les
souris déficientes pour le CD69 (CD69-/-). En effet, I'absence d'expression de CD69 dans un
contexte tumorale a révélé une réponse anti-tumorale plus efficace (Esplugues et al. 2003,
2005; Paul et al. 2016). Ainsi, les variations d’expression de NKG2D et CD69 pourraient
faire partie du faisceau d’arguments expliquant le défaut de fonctionnalité des cellules NK

observé chez les souris FcRn -/-.

c. L'absence du FcRn altere l'expression du récepteur S1P5 par les

cellules NK

Enfin, un autre ¢lément intéressant est I’implication de 1’albumine dans le processus de sortie
des cellules NK de la moelle vers la périphérie (Rouzaire et al. 2012). Les souris déficientes
en FcRn sont connues pour présenter une hypoalbuminémie (“003982 - B6.129X1-
Fecgrt/Der)” n.d.). L’hypoalbuminémie pourrait induire un défaut de sortie des cellules NK de
la moelle osseuse, puisque celle-ci est gouvernée en partie par deux protéines solubles, la
chimiokine CXCL12 et plus particulieérement la lipoprotéine S1P transportée par 1’albumine.
(Knudsen Sand et al. 2015). Ces protéines, CXCLI12 et S1P, se fixent spécifiquement a leurs
récepteurs a la surface des cellules NK : SIP5 qui augmente avec la maturation des cellules
NK et CXCR4 qui diminue avec la maturation et sortie des NK (Mayol et al. 2011; Rouzaire
etal. 2012).

Dans notre hypothese, l'absence de FcRn induirait via 1’hypoalbuminémie un défaut de
I’expression du récepteur S1P5 et en conséquence un défaut du « trafficking » des cellules
NK, expliquant en partie pourquoi les cellules NK issues de souris FcRn-/- restent bloquer
dans un stade « immature ».

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons évalué 1’expression du S1P5 a la surface des
cellules NK par western blot, a partir d’extraits totaux issus des suspensions cellulaires de
moelle osseuse, de rate et de poumons. Le récepteur S1P5 était quantitativement présent de
facon plus importante dans les extraits de cellules totales et cellules NK de rate purifiées chez

les souris sauvages (Figure 30, a, b, ¢) par rapport aux cellules de souris FcRn -/- (Figure 30,

d, e, f).
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Figure 30: Analyse par western-blot de I'expression du récepteur S1P5 dans des extraites protéiques

de cellules de souris.

Souris sauvages WT : Extraits protéiques totaux (a, d) de cellules totales issues de moelle osseuse; (b, ¢) de

cellules NK purifiées a partir de la rate, et (c, f) de cellules totales de rate de souris WT (a, b, ¢) et de souris

FcRn -/- (d, e, f). L'échelle de taille en kDa est figurée a droite. Représentation d'un western-blot représentatif de

2 expériences indépendantes.

Ces résultats suggerent que l'expression réduite de S1P5 pourrait participer au défaut de

maturation observé dans les cellules NK de chez les souris FcRn-/-.

L’ensemble de ces résultats supplémentaires sera repris dans la discussion générale.
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Le FcRn est exprimé de facon ubiquitaire dans l’organisme et par de nombreux types
cellulaires que 1’on retrouve dans le microenvironnement tumoral. Outre son role majeur dans
I’homéostasie des IgG et de I’albumine, il a été impliqué dans la réponse immunitaire innée et
adaptative. Compte tenu de ces multiples fonctions, il a récemment ét¢ montré qu’il
intervenait dans la tumorigenese, via les cellules immunitaires dans la réponse immunitaire
anti-tumorale et dans la croissance des cellules cancéreuses.

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés au role complexe du FcRn dans les
cancers, notamment les tumeurs solides. Compte tenu des données de la littérature concernant
son expression ubiquitaire, sa régulation par différents mécanismes et son implication dans les
cancers, nous avons d’abord exploré son expression et sa répartition, au niveau cellulaire,
dans le cancer du poumon non a petites cellules. Puis, nous avons étudié son implication dans
la réponse immunitaire anti-tumorale, car méme si elle est aujourd’hui admise, les

mécanismes ne sont pas tous connus.

1) Expression du FcRn dans les cancers

La premicre étude (article 1) présentée dans cette these portait sur ’analyse de 1’expression du
FcRn dans le cancer du poumon non a petites cellules chez I’Homme.

Dans notre travail, nous avons retrouvé une faible expression du FcRn dans 1’épithélium
bronchique et I’absence d’expression du FcRn dans le territoire alvéolaire, a 1’exception des
macrophages alvéolaires. Par contre, nous avons observé peu ou pas d’expression de FcRn par
les cellules cancéreuses pulmonaires, par immunohistochimie. Ces données sont en accord
avec les résultats de la littérature (Swiercz et al. 2016) et celles de I’analyse de la banque de
données publiques « The Human Protein Atlas » qui permettent d’extrapoler nos observations
a d’autres cellules cancéreuses comme dans le cancer du sein, de la prostate et du foie. Des
travaux effectués au sein du laboratoire, dans le projet PlasTICO (ccordinatrice Pr V Catros,
Université de Rennes) soutenu par le Canceropdle Grand Ouest, indiquent que cette notion
peut étre également appliquée au cancer épithélial de I’ovaire.

De facon tout a fait intéressante, les travaux de Swiercz et al. ont révélé que la diminution
d’expression du FcRn par les cellules tumorales elles-mémes, ¢tait associée a une
augmentation de la prolifération cellulaire due a une consommation d’albumine excessive qui
n’est plus recyclée par le FcRn (Swiercz et al. 2016). L’utilisation de cellules tumorales
modifiées pour leur expression de FcRn puis greffées dans des souris « nude », indique que

I’inhibition d’expression du FcRn est responsable d’une croissance tumorale plus importante.
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Ces résultats apportent des éléments supportant le role du FcRn dans la tumorigenése.
Cependant, ils soulévent une problématique importante liée au réle du FcRn dans la
pharmacocinétique - pharmacodynamique des Ac thérapeutiques. En effet un grand nombre
de cancer dont les cancers du poumon peuvent actuellement étre traités par Ac thérapeutiques
(Gasser and Waaga-Gasser 2016) dont les effets mettent en jeu I’accessibilité de la tumeur par
ces Ac. Celle-ci fait en partie intervenir le FcRn qui joue un réle dans leur biodistribution. Se
pose alors la question de D’efficacité des Ac vis-a-vis de la tumeur et surtout de son
accessibilité lorsque 1’expression du FcRn est au plus bas.

Enfin, un parall¢le intéressant peut-&tre retenu concernant la diminution de 1’expression du
FcRn dans les cancers. En effet, le FcRn est une molécule structurellement apparentée a la
famille des molécules CMH de classe I qui sont elles aussi exprimées de maniére ubiquitaire
et surtout dont I’expression est diminuée a la surface des cellules cancéreuses dans les cancers
de mauvais pronostic (Leone et al. 2013). Des mécanismes de régulation communs sont peut-

étre mis en jeu pour cette famille de protéine.

La dérégulation de I’expression du FcRn dans les cellules cancéreuses pulmonaires et plus

généralement dans les cellules cancéreuses pourrait étre due a plusieurs €léments.

Premi¢rement, la diminution de 1’expression du FcRn pourrait étre consécutive a la
modification de certaines cytokines dans 1’environnement tumoral (pulmonaire). D’aprés la
littérature, le TNF-o pourrait moduler I’expression du FcRn soit en 1’augmentant, soit en le
diminuant selon le type cellulaire (van et al. 2011). Si on se replace dans le contexte des
cancers, le TNF-a est produit par diverses cellules tumorales, dont les cellules cancéreuses
pulmonaires (Sethi et al. 2012) et aurait un réle plutdt pro-tumoral (Balkwill 2009). Il pourrait
donc contribuer a réduire I’expression du FcRn dans le microenvironnement tumoral. Il serait
intéressant de déterminer s’il existe une corrélation inverse entre 1’expression du FcRn et du
TNF-a dans le cancer. Selon certaines études, ’IFN-y pourrait induire une diminution de
I’expression du FcRn (X. Liu et al. 2007, 2008). Dans I’environnement tumoral, I’'TFN-y est
principalement produit par les cellules immunitaires (notamment les cellules NK) et aurait un
role dual, soit un effet pro-tumoral en favorisant I’établissement d’un microenvironnement
tumoral immunosuppressif, soit un effet anti-tumoral en inhibant la prolifération des cellules
cancéreuses et l’angiogenese (Mojic, Takeda, and Hayakawa 2017). Au sein de notre
laboratoire, nous avons récemment initi¢ l'exploration de l'effet de certaines cytokines sur

I'expression du FcRn, in vitro. Nous avons mis en évidence une augmentation de 1’expression
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de FcRn par le GM-CSF lors de la différenciation in vitro de monocytes de témoins sains en
macrophages M1 décrit comme cellules a activité anti-tumorale. L’inverse est observé pour le
M-CSF dans la différenciation vers les macrophages M2 plutdt décrites comme cellules a
activité pro-tumorale (projet PlasTICO : (Anthony Larue 2018)). Ces éléments soulignent une
nouvelle fois la participation du FcRn dans les processus liés a la tumorigenese. D’autres
résultats indiquent que 1'l[L-17 diminue I’expression du FcRn dans les cellules cancéreuses
monocytaires THP-1. Cette cytokine produite par les lymphocytes Th17 a également un rdle

complexe dans la tumorigenése (Asadzadeh et al. 2017).

Deuxiémement, des facteurs épigénétiques pourraient eux aussi influencer I’expression du
gene qui code le FcRn. On pense en premier lieu a la méthylation de I’ADN car la séquence
de FCGRT est riche en ilots CpG. D’ailleurs, les travaux de Ferguson et Blanco ont montré
que le traitement des cellules HepG2 avec un agent de déméthylation (5-azacytidine)
entrainait une augmentation de I'expression de FCGRT (Ferguson 2017). Dans les cancers,
comme celui du poumon, du sein et du cancer colorectal, il existerait des profils de
méthylation caractéristiques (Toyooka, Matsuo, and Gazdar 2008; Pouliot et al. 2015; Draht
et al. 2018). Il serait donc intéressant de pouvoir analyser la méthylation du gene FCGRT dans
la cohorte de patients atteints du cancer du poumon ou dans d’autres cohortes pour étudier le
lien entre la diminution d’expression du FcRn et la méthylation de son géne. L expression de
FCGRT pourrait également étre influencée par des micros ARN, comme cela a été décrit
récemment (Ferguson and Blanco 2018). Des travaux associant le role de micros ARN dans le
cadre du cancer ont révélé que leur altération pouvait avoir comme effet la promotion
tumorale (Adams, Kasinski, and Slack 2014). En résumé, il serait intéressant d’explorer la
régulation de I’expression de FCGRT pour mieux comprendre 1’origine de la dérégulation de

FcRn dans les cellules cancéreuses.

Dans notre étude, nous avons observé une diminution de I’expression du FcRn dans la zone
tumorale versus le tissu non cancéreux (adjacent a la tumeur). D’aprés nos analyses immuno-
histochimiques, I’expression du FcRn dans les tumeurs pulmonaires est principalement
retrouvée au niveau des cellules immunitaires, notamment les macrophages et les cellules
dendritiques. L’expression du FcRn dans le tissu cancéreux pourrait donc étre un reflet de
I’infiltrat ou des cellules immunitaires dans le microenvironnement tumoral. Ceci est en
accord avec les travaux de Baker et al., sur le cancer colorectal chez ’'Homme qui observe

une diminution du nombre de cellules dendritiques exprimant le FcRn au site tumoral (Baker
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et al. 2013). Cela renforce également I’implication du FcRn dans la réponse immunitaire anti-

tumorale.

Notre travail a aussi permis de montrer I’intérét du FcRn dans le suivi des patients atteints du
cancer du poumon, puisqu’une diminution de 1’expression du FcRn est corrélée a un mauvais
pronostic. Les résultats de cette étude proviennent d’une analyse rétrospective sur une cohorte
avec un faible nombre de patients et la valeur pronostique du FcRn a été confirmée par des
analyses in silico a partir d’autres cohortes disponibles publiquement ; ces résultats ont été
valorisés par un brevet. Il est assez intéressant de constater que Baker et al. ont également
décrit que le niveau d’expression du FcRn dans le microenvironnement tumoral, en
quantifiant les cellules dendritiques exprimant le FcRn dans des tumeurs colorectales, était
corrélé a la survie des patients. Compte tenu que 1’expression du FcRn pourrait étre le reflet
de I'infiltrat tumoral pulmonaire et de son impact dans la réponse immunitaire anti-tumorale,
la quantification du FcRn pourrait étre un marqueur additionnel a 1I’Immunoscore®, qui
mesure le lien entre I'infiltrat immunitaire et la survie des patients atteints de cancers. La
corrélation entre 1I’expression du FcRn et la survie des patients a aussi été avérée dans le tissu
non cancéreux, dans la cohorte de patients atteints d’un cancer du poumon. Ce résultat est en
accord avec le fait que le profil d’expression génique au sein du tissu non cancéreux permet
de prédire la présence de tumeurs pulmonaires (Gomperts et al. 2011). Compte tenu du role
du FcRn dans la réponse immunitaire innée et adaptative, notamment la présentation des
complexes immuns, [’altération de son expression pourrait étre un marqueur précoce

d’anomalie de la réponse immunitaire, conduisant in fine au développement tumoral.

Afin de mieux comprendre I’influence de 1’expression du FcRn dans la tumorigenése, nous
avons ensuite étudié les mécanismes par lesquels le FcRn était impliqué dans la réponse anti-
tumorale. Les études de cohortes rétrospectives et les modeles in vitro ont des limites et ne
permettent pas d’appréhender ces aspects. Ainsi, les modeles in vivo (ex : les modéles murins)

sont complémentaires a ces études et constituent un moyen puissant pour explorer les

mécanismes complexes impliqués dans la réponse anti-tumorale.
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2) Influence de I’expression du FcRn dans la réponse immunitaire

anti-tumorale

Les travaux de Baker et al. dans les modeles murins ont apporté la premiére piece du puzzle
en démontrant que la réponse anti-tumorale nécessitait I’implication du FcRn via son rdle
dans le processus de présentation croisée des complexes immuns (IgG-antigénes tumoraux)
par les cellules dendritiques. Ce phénomeéne entraine la sécrétion d’IL-12 par ces cellules qui
vont alors activer les cellules T CDS8 spécifiques de la tumeur (Baker et al. 2013, 2014b,
2011). La participation des cellules dendritiques et des lymphocytes T CD8 dans I’immunité
anti-tumorale dépendante du FcRn est confirmée par la diminution de ces populations
cellulaires dans le modele murin syngénique de métastases pulmonaires suite a 1’injection
intraveineuse de cellules de mélanomes B16F10 chez les souris FcRn-/-.

Ainsi, 'implication du FcRn dans la réponse immunitaire anti-tumorale repose sur sa
participation dans deux mécanismes essentiels que sont la phagocytose et la présentation des
antigénes mettant en jeu des complexes immuns. Les travaux de Vidarsson et al. avaient déja
montré les conséquences de 1’absence de FcRn sur la phagocytose des complexes IgG-
bactéries par les neutrophiles et les macrophages dans la réponse immunitaire anti-bactérienne
(Gestur Vidarsson et al. 2006). Cependant, de facon inattendue dans notre travail concernant
I'immunisation de souris par des anticorps thérapeutiques anti-TNF-o, la présence de
complexes immuns est nécessaire a la formation d’anticorps anti-anticorps anti-TNF-a,
contrairement a la présence du FcRn (Arnoult et al. 2017). Les résultats de cette publication a
laquelle je suis associée en troisiéme auteur sont présentés en annexe. Cette discordance
concernant le réle du FcRn dans la réponse immunitaire, pourrait s’expliquer par
I’intervention des cellules dendritiques et de la présentation croisée comme décrit dans le
modele de Baker et al. Cette derniére n’interviendrait pas dans notre modele ou les
lymphocytes T CD4 plutét que les lymphocytes T CD8 sont impliqués. Ces résultats
confortent I’importance du FcRn dans la présentation antigénique croisée des complexes

immuns, elle-méme nécessaire a la réponse anti-tumorale via les cellules dendritiques.

Le mécanisme de présentation croisée serait dépendant de la protéine RABI1S5, protéine
impliquée dans le trafic des complexes immuns dans les compartiments lysosomaux et
endosomaux (Silvin et al. 2017). Ce sont dans ces derniers que se fait ’interaction, a pH
acide, du FcRn avec les IgG et I’albumine permettant leur recyclage et leur transcytose. Ces

deux fonctions reposent sur I’intervention de protéines RAB, respectivement RAB 4, RAB 5
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et RAB 11 pour le recyclage et RAB 11 et RAB 25 pour la transcytose (Ward et al. 2005;
Tzaban et al. 2009; Dickinson et al. 2008). Méme si le «trafficking » du FcRn dans le
processus de présentation croisée des complexes immuns est encore inconnu, nous pouvons
imaginer qu’il « croise » le processus de recyclage et de transcytose dans les endosomes et

fasse intervenir RAB 15 ou un membre apparenté de cette famille de protéines.

En dehors des cellules dendritiques et des lymphocytes T CDS8, d’autres populations
cellulaires que celles décrites par Baker et al. sont affectées dans notre modele tumoral
B16F10 chez les souris FcRn-/-. Nous avons, de fagon tout a fait originale, identifié une
diminution du nombre et de la proportion des cellules NK dans les poumons et la rate des
animaux FcRn-/-. Les cellules NK sont des cellules lymphoides effectrices appartenant au
systéeme immunitaire inné. Elles sont capables de reconnaitre et de tuer les cellules infectées
par des agents infectieux et jouent un role important dans la surveillance immunitaire contre
les tumeurs (Morvan and Lanier 2015). Le role des cellules NK dans la réponse anti-tumorale
a largement été étudié chez I’homme et la souris (Waldhauer and Steinle 2008; Sungur and
Murphy 2014). En particulier, ce modele B16F10 de métastases pulmonaires a été utilisé pour
I’exploration de la réponse anti-tumorale (Overwijk and Restifo 2001; Grundy, Zhang, and
Sentman 2007). Il a permis de montrer que les cellules NK intervenaient précocement dans
I’¢élimination des cellules tumorales B16F10 (Grundy, Zhang, and Sentman 2007). Ainsi, dans
le modele de tumeurs chez les souris FcRn-/-, la diminution de cellules NK pouvait expliquer
I’amplification du développement des métastases pulmonaires B16F10. Une analyse plus
poussée du phénotype des cellules NK présentes chez les souris FcRn -/- a révélé un
phénotype immature caractérisé par les marqueurs de surface CD11b et CD27 (Chiossone et
al. 2009). Les cellules NK les plus touchées par cette immaturité étaient les cellules NK DP
(CD27+/CD11b+) et CD27-, capables de proliférer dans un contexte inflammatoire et douées
de fonctions effectrices (Vahlne et al. 2008). Ce modele, la distribution des sous-types de
cellules NK est modifiée entre les poumons (sites des métastases) et la rate (absence de
métastases). Ces résultats suggerent que l'altération phénotypique des cellules NK est plus
prononcée dans les tissus associés aux tumeurs. Cette altération pourrait étre due a une
altération de la maturation in situ dans le microenvironnement pulmonaire de la tumeur,
induite par des facteurs solubles liés a la tumeur (Hochweller et al. 2008; Stabile et al. 2017).
L’importance du contexte du microenvironnement anti-tumoral est décisif pour la
fonctionnalit¢ des NK (Grundy, Zhang, and Sentman 2007). C’est le cas, dans le modé¢le

B16F10, ou I’¢limination des cellules tumorales par les cellules NK dépend de leur activation
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par les cytokines comme I’IL-2, IL12, IL-18 et I’'[L-15 (Hiiber, Doisne, and Colucci 2015).
Dans le mode¢le de souris FcRn-/- B16F10, cette activation par les cytokines est défectueuse,
puisqu’une stimulation ex vivo des cellules NK par IL-12, IL-18 et IL-15 n’entraine pas la
mobilisation de CD107a. Enfin, un déficit intrinseque de la cellule NK elle-méme suite a un
défaut de signalisation donné par les cellules exprimant le FcRn pourrait expliquer 1’altération
de fonctionnalité des cellules NK dans ce modele. Par exemple, des travaux ont montré que la
protéine CDKS8 qui fait partie de la famille des protéines-kinases dépendantes des cyclines
(CDK) pouvait étre a I’origine du dysfonctionnement des cellules NK dans la réponse anti-
tumorale. Ainsi, une répression du géne qui code pour CDKS a révélé une augmentation de
I’activité et de 1’efficacité des cellules NK dans le modele de métastases pulmonaires B16F10
(Krzywinska et al. 2017). L’expression de ce facteur est inversement corrélée avec la survie
des patients atteints du cancer du célon, de I’ovaire ou du sein chez ’Homme (Broude et al.
2015; Liang et al. 2018). Certains facteurs liés directement ou indirectement a I’expression de

FcRn pourraient étre a 1’origine d’une augmentation de I’activité de CDKS8 dans notre mod¢le.

D’autres cellules sont également affectées par 1’absence de FcRn. Chez les souris FcRn- /-
nous avons identifi¢é une augmentation des neutrophiles et des monocytes/macrophages dans
l'infiltrat cellulaire pulmonaire et splénique que nous avions déja décrit dans le modéle
d’immunisation par Ac thérapeutiques anti-TNF-a (cf. annexe figure 6). Ces populations
cellulaires interagissent avec les cellules NK. De nombreux travaux décrivent la coopération
entre les neutrophiles et cellules NK dans divers contextes (modéles de cancer, infection
fongique, bactérienne ou virale) (Sporri et al. 2008; Jaeger et al. 2012; Scapini and Cassatella
2014; Ogura et al. 2018; Naranjo-Gomez et al. 2018). Dans un contexte tumoral, certaines
populations de neutrophiles et de monocytes/macrophages, respectivement les « TAN »
(Tumor associated neutrophils) et les « TAM » (Tumor associated macrophages) peuvent
avoir un effet de promotion de la tumeur en altérant les fonctions des cellules NK (Uribe-
Querol and Rosales 2015; Mantovani 2014). L’absence d’expression de FcRn dans les
neutrophiles et les monocytes/macrophages pourrait étre a ['origine d’un défaut de
communication entre ces populations cellulaires et les cellules NK. Les données que nous
avons obtenues sur l’effet du GM-CSF et du M-CSF sur D’expression de FcRn dans
’orientation vers la différenciation de monocytes en macrophages de type M1 ou M2 vont

dans ce sens.
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3) Influence de [D’expression du FcRn dans le développement/

maturation et fonctions des cellules NK

De nombreuses équipes se sont efforcées de comprendre la biologie des cellules NK en raison
de leur importance dans I’immunosurveillance anti-tumorale. Ainsi, de fagon inattendue, notre
travail a permis d’identifier un acteur supplémentaire dans le développement /maturation et
les fonctions des cellules NK. En effet, apres avoir établi que le défaut d’expression de FcRn
favorisait le développement tumoral via le phénotype immature des cellules NK, nous avons
montré que ce phénotype était présent chez les animaux FcRn -/-naifs (absence de tumeur).
L’analyse des différents compartiments cellulaires indique que 1’absence d’expression de
FcRn affecte précocement le développement des cellules NK, dés la moelle osseuse et se

répercute sur leur maturation et leurs fonctions en périphérie.

La proportion de précurseurs de cellules NK était plus €élevée chez les souris FcRn -/- que
chez les souris WT suggérant un blocage partiel a un stade précoce. Le développement des
cellules NK se fait a partir d'un progéniteur commun aux cellules lymphoides B et T (Crinier
et al. 2017). Au sein de la moelle osseuse, plusieurs facteurs extrinséques et intrinseéques sont
nécessaires a leur développement /maturation (Margais et al. 2013; Stabile et al. 2018;
Hesslein and Lanier 2011). Suite a nos résultats, deux ¢léments peuvent nous guider sur les
facteurs éventuellement impliqués. 1l s'agit, d'une part, de l'expression du CD122 qui n'est pas
affectée dans la moelle osseuse (Figure 6) mais l'est en périphérie (Figure 28 des résultats
complémentaires) ; or son expression est nécessaire pour le développement des cellules NK.
D'autre part, I’altération de la capacité des cellules NK de souris FcRn -/- a répondre aux
cytokines IL-2, IL-15, IL-12 et IL-18 essentielles dans la biologie des cellules NK pourrait
aussi rendre compte du défaut de maturation cellulaire. Cela a déja été décrit pour I’'IL-15
(Geiger and Sun 2016) concernant la maturation et pour I’IL-2 sur 1’activation des cellules
NK (Granucci et al. 2004). Un défaut d’expression / fonctionnement d’un membre des
facteurs de transcription de la famille ETS pourrait étre envisagé, comme par exemple Ets-1.
En effet, chez des souris Ets-1-/-, le développement des cellules NK est altéré au stade 1 des
NK immatures (défaut d'expression de CD49b) et celles-ci sont incapables de répondre a une
stimulation par IL-15 ou IL-2 (Hesslein and Lanier 2011). Par ailleurs, des études ont révélé
que les cellules stromales produisaient de I'IL-15. L’expression de FcRn par ces cellules en
lien avec la capacité a produire de I'IL-15 en font des candidates a explorer (C. C. Liu,

Perussia, and Young 2000). A cela s'ajoute, les cellules dendritiques qui sont, elles aussi,
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capables de produire et sécréter de 1'lL-15. Les cellules dendritiques sont connues pour avoir
un effet sur la maturation et ’activité des cellules NK (Walzer et al. 2005). L’ensemble de ces
¢léments est a prendre en compte dans le modele FcRn-/- BI6F10 ou le role des cellules
dendritiques qui expriment FcRn est particulierement ciblé.

En lien avec nos résultats concernant les neutrophiles dont le nombre était altéré dans la rate
des souris naives FcRn -/-, une étude a rapporté le réle des neutrophiles dans le
développement et la maturation des cellules NK dans la moelle osseuse et en périphérie. Leur
déplétion provoquerait une hyperprolifération, une faible survie et un blocage des cellules NK
a un stade immature associé a une hyporéactivité (Jaeger et al. 2012). Ainsi, il ne serait pas
improbable que 1’altération des neutrophiles voire méme celle des monocytes/macrophages
(Soderquest et al. 2011) en rapport direct ou indirect avec un défaut d’expression de FcRn, ait

un effet sur le développement des cellules NK.

Pour conclure, les hypothéses concernant le défaut de maturation a partir de la moelle
osseuse, les résultats complémentaires sur I’expression du S1P5 permettent d’évoquer une
possible participation du FcRn sur la circulation des cellules NK. En effet, I’albumine est
impliquée dans le processus de sortie des cellules NK de la moelle osseuse vers la périphérie
(Rouzaire et al. 2012). Cette sortie est gouvernée en partie par deux protéines solubles, la
chimiokine CXCL12 et plus particuli¢rement la lipoprotéine S1P. La S1P, ligand de S1P5, est
transportée par I’albumine (Knudsen Sand et al. 2015). Donc, potentiellement, le défaut
d'albumine lié a I'absence du FcRn chez les souris FcRn -/- pourrait étre en lien avec un défaut
des signaux SI1P-S1P5 (Walzer et al. 2007; Mayol et al. 2011). Dans notre hypothese,
l'absence de FcRn, via I’hypoalbuminémie, induirait un défaut de 1’expression du récepteur
S1P5 qui aurait pour conséquence un défaut de circulation des cellules NK. Cela expliquerai
alors en partie, pourquoi les cellules NK issues de souris FcRn-/- restent bloquer dans la
moelle a un stade immature. L’effet direct de I’hypoalbuminémie sur la sortie des cellules NK
de la moelle doit étre ¢galement envisagé. La diminution d’expression de S1P5 ne serait alors

que la conséquence de ce phénomene.

En périphérie, la maturation des cellules NK se caractérise par la présence de 4 sous-
populations dont les proportions relatives sont spécifiques des tissus et se distinguent par
I’expression relative du CD27 et CD11b (Chiossone et al. 2009). Chez les souris FcRn -/-
naives, les proportions des sous-populations les plus immatures sont plus importantes que
chez les souris sauvages aussi bien dans la rate que dans les poumons, comme dans le modé¢le

tumoral (Figure 5).
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D'apres la littérature, plusieurs éléments pourraient expliquer le défaut observé en périphérie.
Notamment, un défaut de sécrétion ou de signalisation en relation avec les IFN de type 1. En
effet, les souris déficientes en récepteurs des Interférons de type I (souris IFNARI -/-)
impliqués dans I’activation des cellules NK (Mizutani et al. 2012) ont un nombre de cellules
NK matures diminué. La signalisation par les interférons de type I via leurs récepteurs a la
capacité d’influencer la production d’IFN-y (Swann et al. 2007). Cependant, les cellules NK
issues des souris IFNARI1-/- ne présentent pas de défaut de production d’IFN-y ni
d'expression du CD107a. Méme si le phénotype des souris IFNARI1-/- différe de celui des
souris FcRn-/-, il serait intéressant d'explorer I’intervention des interférons de type I dans
notre modele. Ce défaut des cellules NK en périphérie pourrait également étre causé par un
défaut de signalisation li¢ aux cytokines IL-2, IL-12, IL-15 et IL-18 observé dans nos
expériences de stimulation in vitro. Comme pour les étapes du développement, I'IL-15 et IL-2
sont importantes pour leurs fonctions effectrices en périphérie (C. C. Liu, Perussia, and
Young 2000). A cela s'ajoute I’'IL-18 qui en association avec les précédentes permet aux
cellules NK d'assurer la production d’IFNy (Lusty et al. 2017). Un argument supplémentaire
en faveur d’un probléme lié¢ a la signalisation via les cytokines est suggéré dans les résultats
complémentaires. Ils montrent que 1’absence du FcRn entraine une expression plus importante
de CD122 a la surface des cellules NK de poumons et de rate. Ce phénoméne pourrait étre 1ié
a un mécanisme d’épuisement comme cela a été observé pour les cellules T CDS8 entrainant
une incapacité des cellules a répondre a la stimulation par cytokines telles qu’IL-15 et II-2
(Beltra et al. 2016). L’¢étude de Felices et al. appuie notre hypothése d’épuisement des cellules
NK. IIs ont montré, chez I’Homme, qu’une stimulation en continu par I’IL-15 pouvait induire
un épuisement des cellules NK. Ceci se traduit par une surexpression du CD122 accompagnée
d'une incapacité des cellules NK a produire de I’'IFN-y et d’une expression de CD107a réduite
par rapport aux conditions contrdles (Felices et al. 2018). L’exploration de 1’expression des
autres chaines constituant les récepteurs pour I'IL-15 et IL-2, ’expression des cytokines et
d’autres récepteurs de cytokines en lien avec les cellules NK et les populations cellulaires
modifiées par I’absence de FcRn semblent nécessaire. Il faut donc envisager ’analyse des
cytokines en lien avec les cellules dendritiques. Cela est d'autant plus vrai qu'il est admis que
les cellules dendritiques influencent les cellules NK et que les NK sont également capables
d'agir en retour sur les cellules dendritiques (Ferlazzo and Morandi 2014). Mais également les
cytokines et chimiokines permettant la coopération entre les cellules NK et les neutrophiles et

monocytes/macrophages dont le nombre est altéré en absence d’expression de FcRn.
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Une autre notion intéressante a développer concernant les cytokines, est la sensibilité des
cellules NK de souris FcRn -/- a la mortalité en présence d’IL-2 (Figure 7 G). Ceci pourrait
étre en lien avec le défaut de ces cellules a produire le CD107a. Le CD107a n'est, en effet, pas
seulement un marqueur de dégranulation mais il a également comme fonction de protéger les
cellules NK contre leur propre fonction cytotoxique (Cohnen et al. 2013). Nous pourrions
envisager une susceptibilité des cellules NK de FcRn-/- a leur propre mortalité expliquant
ainsi leur inefficacité fonctionnelle in vivo dans un contexte tumoral. A ce défaut de réponse
aux cytokines, s’ajoute I’effet observé sur I’expression de NKG2D qui est diminué sur les
cellules NK de la rate et des poumons des souris FcRn -/-. A I’inverse, I’expression du CD69
¢tait augmentée uniquement dans les poumons (et non la rate) des animaux FcRn-/-présentant
les métastases. Ces modifications d’expression de marqueurs des cellules NK souligne 1’effet
direct de 1'absence du FcRn sur les fonctions des cellules NK déja apparent sur les cellules
naives. En effet, d’apres la littérature un défaut de NKG2D peut altérer la capacité des
fonctions de production d'IFN-y et de dégranulation des cellules NK (Wiemann et al. 2005; J.
Zhu, Huang, and Yang 2010). Par ailleurs, en présence des cellules tumorales un défaut de ce
récepteur conduit a un défaut d’immunosurveillance par les cellules NK (Guerra et al. 2008;
Paul et al. 2016). Cette diminution de NKG2D sur les cellules naives pourrait donc participer
au développement tumoral dans le modele B16F10 chez les animaux FcRn -/-. Pour ce qui est
du CD69, bien qu'il soit décrit comme un récepteur caractéristique de l'activation de NK, sa
surexpression a également été associée a la promotion tumorale (Esplugues et al. 2003, 2005;

Paul et al. 2016).

4) Expression du FcRn et développement thérapeutique

L’ensemble des données présentées sur les nouvelles propriétés fonctionnelles associées au
FcRn en fait une molécule importante a cibler en thérapeutique. Si nous arrivons a décortiquer
finement les mécanismes par lequel il intervient dans la réponse anti-tumorale et en particulier
dans la présentation croisée des complexes immuns, nous pourrions générer des anticorps
facilitant ce processus. En effet, une présentation antigénique efficace via le FcRn permettrait
un recrutement accru des cellules T CDS8, des cellules NK et d'autres acteurs cellulaires
permettant la régression des tumeurs.

L’augmentation de I’affinit¢ des Ac pour le FcRn, méme si elle est importante, n’est pas
suffisante puisqu’elle ne prend pas en compte 1’expression du FcRn diminuée dans un

contexte tumoral. Celle-ci est importante pour 1’amélioration de la pharmacocinétique des Ac.
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Les données présentées dans cette these posent le probléme de la cinétique d’administration
des Ac en fonction de la diminution de I’expression du FcRn au cours du développement
tumoral. Le ciblage du FcRn lui-méme est donc essentiel dans la problématique de la
présentation antigénique. Les travaux sur les cytokines prennent alors ici toute leur place,
puisqu’il est alors possible d’envisager le couplage d’une cytokine impliquée dans la
modulation de I’expression du FcRn avec un Ac d’intérét.

Les ¢éléments qui donnent un sens a ces idées, sont les travaux sur les souris transgéniques qui
surexpriment le FcRn, qui aprés immunisation développent une présentation antigénique
améliorée avec une réponse T et un réponse humorale supérieures a celles des souris sauvages
(J. Cervenak et al. 2011; Végh et al. 2012; Schneider et al. 2015). Ces travaux ont été
exploités dans I’amélioration de la production d’Ac monoclonaux vis-a-vis d’antigénes peu
immunogenes. Néanmoins, a notre connaissance il n'y a pas encore de données sur la réponse
anti-tumorale et en particulier la réponse a un traitement par anticorps thérapeutique dans le
contexte d'un microenvironnement surexprimant le FcRn. Ces analyses concernent surtout
I’expression du FcRn dans le microenvironnement tumoral. Une autre alternative serait
d’augmenter I’expression du FcRn dans les cellules tumorales elles-mémes et d’étudier 1’effet
de cette expression sur la réponse anti-tumorale. Dans cette optique, nous avons transfecté les
cellules B16F10 avec du FcRn murin et obtenus des clones cellulaires surexprimant le FcRn.
L’¢évaluation de I’effet de cette surexpression est en cours dans des modeles in vitro et in vivo.

Ces travaux permettront de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu.
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Conclusion
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Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a I’influence de 1’expression du FcRn dans
la tumorigenése et la réponse immunitaire. Pour la premiére fois, nous avons montré que
I’expression du FcRn était diminuée dans le cancer pulmonaire non a petites cellules et que le
niveau d’expression du FcRn dans le tissu cancéreux et dans le tissu « sain » adjacent a la
tumeur était inversement corrélé a la survie des patients. L’expression transcriptionnelle de
FcRn a une valeur pronostique et prédictive chez les patients atteints de cancer pulmonaire et
cela indépendamment de tout autre parameétre clinique. Comme [’expression de FcRn est
principalement retrouvée dans cellules présentatrices d’antigene (cellules dendritiques et
macrophages) dans le cancer du poumon, le niveau de FcRn pourrait donc refléter une
quantification de ces cellules, dans lesquelles il joue un role important dans la phagocytose et
la présentation des antigenes.

Pour mimer I’influence de I’expression du FcRn au niveau des cellules immunitaires et
¢tudier I’influence de sa dérégulation dans la réponse immunitaire anti-tumorale, nous avons
utilisé des souris déficientes en FcRn (souris FcRn -/-) dans lesquelles nous avons induit des
métastases pulmonaires expérimentales (B16F10). Le développement tumoral dans les souris
FcRn -/- serait favorisée par l'atteinte de différents types cellulaires : les cellules dendritiques,
les cellules TCDS, les neutrophiles, les cellules de la lignée monocytaire comme cela avait
déja été décrit dans la littérature et les cellules NK. Dans ce travail, nous avons démontré pour
la premiere fois que le niveau d’expression du FcRn dans le microenvironnement tumoral
affectait le développement/la maturation et les fonctions des cellules NK, ce qui limiterait in
fine la réponse immunitaire anti-tumorale. L’impact du FcRn sur ces cellules s’étend au-dela
de la tumorigenese, puisqu’il existe un défaut du phénotype des cellules NK, hors du contexte
tumoral, en I’absence de FcRn. Méme s’il reste a décortiquer les mécanismes moléculaires, un
défaut de facteurs solubles pourrait étre a I’origine du phénotype anormal des cellules NK
dans un microenvironnement dépourvu de FcRn. Parmi ces facteurs, nous avons identifi¢ les
cytokines IL-15, IL-2 et la lipoprotéine S1P.

Le schéma suivant reprend les données de la littérature et nos résultats sur I’expression et

le role du FcRn dans les cancers.
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Figure 31: Schéma récapitulatif de I’implication du FcRn dans la réponse anti-tumorale
En rouge, ce sont les observations sur I’impact de 1’absence ou la diminution du FcRn sur la tumorigenése et la
réponse anti-tumorale. En bleu, ce sont les molécules associées au FcRn : complexes immuns (IgG-antigene) pris
en charge par les cellules dendritiques, la lipoprotéine S1P (transportée par 1’albumine) et son récepteur S1P5

dont I’interaction permet en partie la circulation des cellules NK.

Dans les cancers, la diminution des cellules présentatrices d’antigéne exprimant le FcRn
est associée a une moins bonne réponse immunitaire anti-tumorale. La diminution du FcRn
dans les cellules cancéreuses va participer a I’augmentation de la croissance tumorale, via le
meétabolisme de I’albumine. Enfin, I’absence de FcRn dans le microenvironnement modifie le

comportement des cellules NK (qui n’expriment pas le FcRn).
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Perspectives
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Notre travail ouvre de nouvelles questions quant a la régulation de 1’expression de FcRn dans
le microenvironnement tumoral et son influence dans la réponse immunitaire anti-tumorale,

notamment via les cellules NK.

1) Régulation de [D’expression du FcRn dans les cellules et le

microenvironnement tumoral

Les données de la littérature et nos résultats préliminaires indiquent que l'expression du FcRn
est régulée par certaines cytokines (X. Liu et al. 2007; Xindong Liu et al. 2008; Anthony
Larue 2018). Cet effet pourrait étre évalu¢, par RT-qPCR, d'une part sur les cellules
néoplasiques elles-mémes et les cellules du systéme immunitaire, exprimant le FcRn, comme

les macrophages, les cellules dendritiques et les neutrophiles.

Enfin, il serait intéressant d’explorer I’impact des facteurs épigénétiques tels que la
méthylation mais aussi I’impact des miARN sur I’expression du géne FCGRT par RT-qPCR,

d'une part sur les cellules néoplasiques elles-mémes et les cellules du systéme immunitaire.

Cela nous permettrait de mieux comprendre les éléments susceptibles de moduler I'expression
du FcRn. Ces facteurs pourraient étre utilisés pour augmenter 1’expression du FcRn, in vivo,

dans le microenvironnement et d’améliorer la réponse immunitaire anti-tumorale.

2) Influence de I’expression du FcRn dans les cellules cancéreuses

Le niveau d’expression du FcRn dans les cellules cancéreuses pourrait intervenir sur la
croissance tumorale, comme cela a déja été décrit dans la littérature et dans la réponse aux
anticorps thérapeutiques. Lors de ma thése, j’ai développé des clones cellulaires B16F10 sur-
exprimant le FcRn. Avec ces cellules, nous pourrions étudier ’influence de 1’expression du
FcRn sur I’accessibilité des anticorps thérapeutiques dans les tumeurs et son réle dans la
présentation des antigénes tumoraux aux cellules du systéme immunitaire. Il est possible
d’appréhender ’impact de I’expression du FcRn sur la biodistribution et la dégradation des
anticorps thérapeutiques in vitro, en utilisant des cultures cellulaires en 3D et des anticorps
marqués a un fluorophore. Les nouveaux systeémes d’évaluation in vitro de I’infiltration de
cellules immunitaires pourraient également étre utilisés pour évaluer la présentation des
antigénes (Sherman, Gitschier, and Rossi 2018). Des expériences in vivo, chez des souris

immunocompétentes, pourraient aussi permettre évaluer I’impact de la surexpression du FcRn
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sur la tumorigenese, la réponse anti-tumorale mais également sur la réponse au traitement par

anticorps.

3) Impact du niveau d’expression du FcRn sur I’efficacité de la réponse

anti-tumorale

Comme cela a déja ét¢ démontré, ’absence de FcRn influence les interactions entre les
cellules dendritiques et les lymphocytes TCDS. Elle pourrait aussi avoir des répercussions sur
les interactions entre d’autres cellules, notamment au travers des modifications de facteurs
solubles. Il serait intéressant d’élaborer des modeles de co-cultures entre divers types de
cellules du systéeme immunitaire, en présence ou en absence de FcRn. D’apres la littérature,
les cellules NK peuvent étre activées par les cellules dendritiques, les neutrophiles et les
macrophages. Il serait donc intéressant de comparer le phénotype des cellules NK en présence
de cellules dendritiques de souris WT et de souris FcRn -/-. Afin de différencier les
interactions directes, des interactions indirectes via des médiateurs solubles, nous pourrions

utiliser des « transwell » pour éviter les contacts directs entre les cellules.

11 serait aussi intéressant d’explorer 1’existence d’un ligand du FcRn sur les cellules NK, qui
pourrait €tre inhibé chez les animaux FcRn-/- et a I'origine du défaut de développement/
maturation des cellules NK. Pour cela, nous pourrions réaliser des co-cultures de cellules NK
de souris FcRn-/- ou de WT avec les cellules BI6F10 qui surexpriment le FcRn et d’utiliser la
technique de cytométrie en flux couplée a de la microscopie (Amnis). En effet, cette
technique permet d'avoir une premicre approche a la synapse immunologique qui se forme
entre une cellule NK et sa cellule cible. Ainsi, nous pourrions évaluer les co-marquages de
surface entre le FcRn des B16F10 et les récepteurs des cellules NK, comme par exemple

NKG2D qui est connu pour lier des molécules CMH-I like (ex: MICA et MICB)

4) Impact de I’absence de FcRn sur le développement/maturation et les

fonctions des cellules NK

Compte tenu de l’influence de I’absence du FcRn sur le développement médullaire des
cellules NK, il serait intéressant de mettre en place un modele de "sauvetage" du
développement/maturation des cellules NK. Pour cela nous pourrions supplémenter les souris
FcRn -/- avec du FcRn recombinant. En effet, nous produisons au sein de notre laboratoire, la

protéine recombinante FcRn associée a la f2m. Ainsi, nous pourrions « complémenter » en
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continu les souris FcRn-/- avec la protéine recombinante et suivre le « sauvetage » du
développement/maturation et des fonctions des cellules NK en fonction du temps. L’efficacité
de la supplémentation pourrait étre évaluée par cytométrie selon les protocoles disponibles au

laboratoire et qui correspondent a ceux de notre article N°2.

Par ailleurs, compte tenu de l'influence du FcRn dans la biodistribution de I'albumine et vu
I'importance de cette protéine dans la circulation des cellules NK. Il serait intéressant
d’évaluer I’impact de 1’hypoalbuminémie sur la circulation des cellules NK a partir de la
moelle osseuse. Pour cela, selon la méme stratégie que pour le FcRn recombinant, nous
pourrions supplémenter les animaux FcRn-/- avec de 1’albumine murine et suivre le

développement/maturation et fonctions des cellules NK au cours du temps.

Nos résultats in vitro indiquent qu’un défaut de certaines cytokines - IL-2, IL-15 et IL-18 -
pourrait €tre a I’origine du phénotype immature des cellules NK dans les souris déficientes en
FcRn. L’addition de cytokines exogénes chez les souris FcRn-/- pourrait permettre d’évaluer
in vivo la pertinence de nos résultats. De méme, une analyse exhaustive des récepteurs de ces
cytokines sur les cellules NK permettrait de progresser dans la compréhension des

mécanismes induisant ce phénotype immature.

Ces travaux pourraient permettre de mieux appréhender I’influence de la dérégulation du
FcRn dans les cancers sur la réponse immunitaire anti-tumorale et la répercussion sur la

réponse aux anticorps thérapeutiques.
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Crucial Role for Immune Complexes but Not FcRn in
Immunization against Anti-TNF-a Antibodies after a Single

Injection in Mice

Christophe Arnoult,* Guillaume Brachet,”" Diana Cadena Castaneda,* Nicolas Azzopardi,*
Christophe Passot,** Celine Desvignes,ﬂt Gilles Paintaud,** Nathalie Heuzé-Vourc’h,§

Hervé Watier,*" and Valérie Gouilleux-Gruart®’

The immunogenicity of infliximab and adalimumab is a major concern because patients may develop Abs also called antidrug Abs
(ADA), directed against these anti-TNF-« Abs after just a few weeks of treatment. These ADAs can lead to a decrease in biologic
concentration, which is associated with lower treatment efficacy. Our aim was to study the involvement of immune complexes and
neonatal Fc receptor (FcRn) in the emergence of ADAs in the case of anti-TNF-a Abs. Wild type and FcRn knockout mice were
injected once with either infliximab or adalimumab, alone or preincubated with TNF-a. Adalimumab cross-reacts with murine
TNF-a whereas infliximab is species specific. When injected alone, only adalimumab elicited a humoral response. By preforming
immune complexes with TNF-«, an anti-infliximab response was elicited. Surprisingly, both wild type and FcRn knockout mice
were able to mount an immune response against anti-TNF-a Abs, suggesting that immune complexes are a major determinant of
this immunization. The Journal of Immunology, 2017, 199: 000-000.

nti-TNF-a Abs are widely used; some are even block-

buster biopharmaceuticals. Like adalimumab and infliximab,

anti-TNF-a Abs are indicated in severe rheumatoid ar-
thritis, in first-line treatment, or in mild cases when disease-
modifying antirheumatic drugs or methotrexate alone have failed to
control disease progression (1, 2). Yet immunization issues leading to
interindividual variability tarnish their success, frequently forcing
clinicians to switch to another treatment line.

The immunogenicity of infliximab and adalimumab is a major
concern, because at least 14% and up to a third of the patients
develop Abs also called antidrug Abs (ADA), directed against
these anti-TNF-a Abs after just a few weeks of treatment (3, 4).
These ADAs can lead to adverse effects during infusion or to a
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decrease in biologic concentration, which was associated with
lower treatment efficacy (4).

Many factors have been suspected to be involved in the immu-
nization against therapeutic Abs. Even though some have been
refuted, like the degree of Ab humanization (5), or discussed, such as
IgG allotypes (6-8), several other factors have been shown to be
involved, like the dosing and administration schedule, underexpo-
sure to the anti-TNF-a drug (9), coadministration of other drugs
(10), and formation of aggregates (11). Complexes can be formed
between several molecules of the therapeutic Ab (aggregates) or
with its target Ag as in classical immune complexes (ICs) to con-
stitute target-related ICs (TRICs) (12). It has been shown that mAbs
are immunogenic in vivo when they form TRICs (13). This phe-
nomenon can be understood in the light of the recent literature
concerning IC presentation by immune cells via the neonatal Fc
receptor (FcRn) and with the work of Foss et al. (14), who recently
demonstrated that TRICs are more efficiently transcytosed than
monomeric mAb via FcRn. These mechanisms bring into play the
well-described functions of FcRn, extension of IgG half-life, IgG
biodistribution, and involvement in humoral and antitumoral im-
mune response through IC presentation by immune cells (15, 16).

The present work focuses on the ability of TRICs to trigger a
primary immune response (i.e., after a single injection) against
anti-TNF-a Abs in the presence or absence of FcRn. To investi-
gate this, anti-TNF-a Abs were administered to wild type and
FcRn knockout (KO) mice and the formation of ADA was mea-
sured. The first Ab, infliximab, specifically recognizes human
TNF-a (WTNF-a) whereas the other, adalimumab, cross-reacts with
mouse TNF-a (mTNF-a), allowing for the evaluation of the role of
TRICs and FcRn in ADA formation.

Materials and Methods
Abs

The following mAbs were used: infliximab and golimumab (anti-TNF-«
IgG1l; MSD), adalimumab (anti-TNF-a IgG1; Abbvie), and rituximab
(anti-CD20 IgG1; Roche).
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Administration of anti-TNF-a mAb in wild-type and FcRn
KO mice

Six- to eight-week old C57BL/6 wild-type (WT) mice were obtained from
Janvier (Saint-Berthevin, France). The B6.129 X 1-Fcgrttml Dcr/Der]
(fegrt™’") mice were generated by the Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME). A targeting vector was designed to replace 1588 nucleotide frag-
ments (encoding promoter sequence 5’ of the transcriptional start site,
exon 1, intron 2, and most of exon 2) with a PGK-Neor cassette. The vector
was electroporated into 129 X 1/SvJ-derived ESV/J-1182 embryonic stem
cells. Correctly targeted embryonic stem cells were injected into recipient
C57BL/6J blastocysts. The resulting chimeric animals were crossed to
C57BL/6J mice. The mice were then backcrossed to C57BL/6J for 11
generations. All experiments were performed in accordance with national
animal care guidelines (EC directive 86/609/CEE, French decree number
87-848), and were approved by the Val-de-Loire Animal Experiments
Committee of Ethics (approval number 2012-04-09). Body weight was
monitored throughout the study as an indicator of health status. After 1
wk of adaptation period in the same room, WT and FcRn KO mice were
anesthetized with isoflurane 2.5% and intravenously injected by a
retro-orbital route, with a single dose of 4 mg/kg adalimumab or
infliximab. Blood samples were collected at 2 and 6 h, and on days 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 13, 14, and 21 after adalimumab or infliximab
injection. Blood samples were centrifuged at 1500 X g for 15 min, and
sera were stored at —20°C until measurement of infliximab, adalimumab,
or ADA levels.

Injection of hTNF-a /anti-TNF-a mAb immune complexes in
WT and FcRn KO mice

ICs were generated in vitro by mixing anti-TNF-a Ab and hTNF-«a
(Peprotech, Neuilly-sur-Seine, France), respectively in a 1:2 molar ratio,
and left for 1 h at room temperature. The final concentrations in PBS were
500 pg/ml for anti-TNF-o Ab and 116 pg/ml for hTNF-a.. Next, 200 .l
were intravenously injected by a retro-orbital route. Blood samples were
collected before mAb injection, and on days 5, 7, 10, and 21 for infliximab
and adalimumab, or on days 3, 10, and 20 for golimumab.

Pharmacokinetic analysis

The serum concentrations of infliximab and adalimumab were measured
using validated ELISA techniques (17, 18). Briefly, recombinant hTNF-a
was coated on the solid phase and recognized by infliximab or adalimumab,
and the therapeutic Ab was detected by an anti-human IgG Fcy-specific Ab
conjugated to HRP.

ADA and TNF-a ELISA

Briefly, 96-well flat-bottom plates were coated with 1 g per well of
adalimumab, infliximab, or golimumab in 0.1 M NaCO3/NaHCO; buffer
(pH 9.6) in the case of ADA ELISA, or with 200 ng per well of human or
murine TNF-a (Peprotech, Neuilly-sur-Seine, France) in TNF-a ELISA.
The plates were incubated for 12 h at 4°C. Washing steps were performed
with PBS, 0.1% tween 20, plus 5% casein in the blocking step or in mAb
dilutions. Serum dilutions (1:100 unless otherwise specified) were incu-
bated at room temperature for 1 h. Specific binding was detected by using
either peroxidase-labeled donkey anti-mouse IgG (H+L) (Jackson Labo-
ratory) for 1 h at room temperature in ADA ELISA, peroxidase-labeled
goat anti-human IgG (H+L), peroxidase-labeled anti-IgG Ab (anti-Fc;
Jackson Laboratory) or with a peroxidase-labeled anti-IgM Ab (anti-Fc;
Jackson Laboratory). The reaction was developed by adding 100 wl of
tetramethylbenzidine (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) for 20 min and
stopped with 50 pl H,SO, 0.5 M. Absorbance was measured at 450 nm
with a Mithras LB 940 Multimode Microplate Reader (Berthold Tech-
nologies, Thoiry, France).

Flow cytometry analysis

Mice spleens were analyzed 2 or 6 d after Ab injection. Single-cell sus-
pensions were isolated with Spleen Dissociation Kits (Miltenyi Biotec,
Paris, France). Total leukocyte cell counts were performed and 1 X 10° cells
were analyzed by flow cytometry. FcyR were first saturated by cell incu-
bation with an anti-FcyRII/FcyRIII mAb (2.4G2; BD Pharmingen, San
Diego, CA) for 20 min. Then cells were incubated with fluorochrome-
conjugated specific Abs, in PBS containing 2% SVF and 0.1% sodium
azide at 4°C for 60 min. Cells were analyzed using a FACS Gallios
equipped with Kaluza software (Beckman Coulter, Villepinte, France).
Anti-mouse CD3-FITC, Ly-6¢ PE-CF594, CD11c PerCP-Cy5.5, CD45R/
B220 PE-Cy7, CD11b APC-Cy7, and corresponding control isotypes were
purchased from BD Pharmingen.

IMMUNE COMPLEXES AND IMMUNIZATION AGAINST mAbs

Statistical analysis

Flow cytometry and ELISA data are expressed as mean and SD of inde-
pendent experiments. The Mann—Whitney U test was used to determine
significant differences unless otherwise specified. Statistical analysis
was performed using GraphPad Prism 5. The a risk was set at 5%. The
level of significance is indicated on the figures as *p = 0.05, **p = 0.01,
and ***p = 0.001.

Results
Adalimumab and infliximab have different elimination profiles
in WT mice

To measure the relation between anti-TNF-a mAb concentrations
and the formation of ADA, adalimumab and infliximab concen-
trations were monitored for 21 d in the serum of WT and KO mice
after a single 4 mg/kg mAb injection (Fig. 1). As expected, serum
concentrations of both mAbs were undetectable after 7 d in FcRn
KO mice. An acceleration of mAb elimination, with a nonlinear
decrease, was observed especially for adalimumab in WT mice,
suggesting the formation of ADA.

ADA follow-up formation reveals immunization against
adalimumab but not infliximab in both WT and FcRn KO mice

ADA formation against adalimumab or infliximab was monitored
in both WT and FcRn KO mice after a single mAb injection. The
results, presented in Fig. 2, show that ADA are detected earlier in
FcRn KO than in WT mice after adalimumab injection (day 4 and
day 6 respectively). Even though ADAs occurred earlier in FcRn
KO mice, the titers obtained in WT mice seem to be higher
(Fig. 2C). The two main mechanistic explanations for this phe-
nomenon are a booster role of FcRn in the humoral response,
leading to increased Ab production in WT mice, and the protection
of these IgGs from lysosomal degradation by FcRn. ADA detection
with an anti-mouse-IgG—specific or an anti-mouse-IgM-specific Ab
revealed that the response is mainly an IgG response with very low
IgM levels. By contrast, infliximab did not induce any ADA re-
sponse up to 21 d after injection in both WT and FcRn KO mice
(data not shown).

TRICs are involved in ADA development

Our hypothesis was that infliximab did not induce ADA due to
the lack of TRIC formation with the endogenous mTNF-a,
whereas adalimumab cross-reacts with mTNF-a and therefore
generates TRICs following injection. First, the species speci-
ficity of anti-TNF-o mAbs was assessed. As shown in Fig. 3,
adalimumab binds both human and murine TNF-a whereas
infliximab only binds hTNF-a. Rituximab, an anti-CD20 mAb,
was used as a negative control. Then, infliximab-containing
TRICs were constituted in vitro by mixing hTNF-a and in-
fliximab prior to injection to WT and FcRn KO mice. No ADA
could be detected by ELISA in WT or FcRn KO mice injected
with infliximab alone. On the contrary, high amounts of in-
fliximab ADA were measured in WT and FcRn KO mice
injected with in vitro-formed infliximab-containing TRICs
(Fig. 4). No anti-TNF-a Abs were detected in mice injected
with recombinant hTNF-a alone. Altogether, these data showed
that artificially formed TRICs are able to elicit an immune re-
sponse to infliximab. In FcRn KO mice, ADA formation has
different kinetics depending on the injected mAb, with anti-
adalimumab Abs appearing more rapidly than anti-infliximab Abs,
whereas ADA decreased more quickly in FcRn KO mice than in WT
mice for both mAbs. We injected a 10-fold higher concentration of
adalimumab (40 mg/kg), and showed that immunization occurred
later in these mice, suggesting that dilution of the immune complexes
in a tide of uncomplexed Abs delays ADA formation.
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FIGURE 1. Pharmacokinetics of inflix-
imab and adalimumab after a single 4 mg/kg
injection. Median serum concentrations
over time for adalimumab (triangles) and
infliximab (circles) in WT mice (black) and
KO mice (gray) for each Ab. Each data set
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Degree of humanization is not responsible for adalimumab
immunogenicity

The lack of immunogenicity of infliximab alone could be because
its variable domains are murine, whereas adalimumab has human
variable domains. To address this, a new set of experiments was
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performed with golimumab, a fully human therapeutic anti-TNF-a
mADb that is specific to hTNF-«, as shown in Fig. 5A. Golimumab
was injected once, either alone or after in vitro IC generation by
incubation of golimumab with hTNF-a.. Golimumab alone did not
elicit an ADA response in WT mice, in contrast to preformed
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FIGURE 2. Detection of ADA against adalimumab and infliximab in WT (black lines) and FcRn KO (gray lines) mice. ADA formation was evaluated by
blood sampling over 3 wk and measured by ELISA in the serum. Each data set corresponds to mean = SEM of absorbance values in arbitrary units (AU).
(A) Detection of IgM ADA against adalimumab in WT (n = 7) and FcRn KO mice (n = 8). ADA formation was evaluated by blood sampling over 3 wk
and measured by ELISA in the serum (serum dilution 1:100). (B and C) Detection of IgG ADA against adalimumab in WT (n = 7) and FcRn KO mice
(n = 8). ADA formation was evaluated by blood sampling over 3 wk and measured by ELISA in the serum, at two different serum dilutions [1:100 for
(B) and 1:1000 for (C)]. (D) Detection of IgG ADA against adalimumab at 4 mg/kg in WT (n = 7) and FcRn KO mice (n = 8) or at 40 mg/kg in WT mice
(n =7). ADA formation was evaluated by blood sampling over 3 wk and measured by ELISA in the serum (diluted at 1:100). *p < 0.05, **p < 0.01,

iy < 0,001,

L10T ¢S aunf uo 3son3 £q /310" [ounwwil mmam//:dny woiy papeojumoq



~

MTNF-o

= 2.0+ fuz.2.3 .

2 — |

‘é’ aad v :

c 1.5 |

o

g | Fekk

o | I p— |

© 1.0 I

3 |

c |

8 0.5 |

5 I

7]

= I | I -
<< 0.0 = T

FIGURE 3. Analysis of anti-TNF-a mAb specificity by ELISA.
Adalimumab and infliximab were tested in a human and murine TNF-«
ELISA. The anti-CD20 rituximab was used as a negative control. Results
of three independent experiments are presented as mean = SEM of ab-
sorbance values in arbitrary units (AU). ***p < 0.001.

golimumab-TRICs (Fig. 5B). These results were confirmed
by repeating the experiment and performing ELISA with an
anti-IgG HRPO-labeled murine-Fcy-specific Ab (data not
shown).

TRICs induced a cellular immune response in both WT and
FcRn KO mice

Spleens of WT and FcRn KO animals injected with adalimumab
were harvested on day 2 or day 6 to examine the cellular pop-
ulation. Spleens from naive animals were used as control (day O in
Fig. 6). As shown in Fig. 6A, the size of the spleen increased 2 d
after adalimumab injection, with a largely more pronounced effect
in FcRn KO mice. This phenomenon was described in all mice by
total splenocyte count (Fig. 6A), and a return to a normal count
was observed on day 6. Flow cytometry analysis revealed that the
increase in cell count on day 2 after adalimumab injection was
observed for B cells (B220%), T lymphocytes (CD3"), dendritic
cells (Ly6c*/CD11b™), and neutrophils (CD11¢*/CD11b*) with a
1.43-1.97 ratio (day 2/day 0) compiling all FcRn KO and WT
mice data (Fig. 6B). As expected, ratios were higher in FcRn KO
(1.73-2.24) as compared with WT mice (1.40-1.57) for all cell
types. This increase in cell count was more pronounced for the
B cell ratio (2.24 in FcRn KO versus 1.45 in WT mice), and
dendritic cells (1.97 in FcRn KO versus 1.40 in WT mice), fol-
lowed by a milder increase in neutrophils (1.84 in FcRn KO versus
1.43 in WT mice) and T cells (1.73 in FcRn KO versus 1.57 in WT
mice).

Discussion

The immunogenicity of therapeutic mAbs is a complex phe-
nomenon that can occur during treatment with them, leading to
the formation of ADA-related ICs and a profound alteration in
mAb pharmacokinetics in most patients (9, 19, 20). These
ADA-related ICs are defined as complexes formed by the
binding of ADA to mAbs, particularly to the mAb idiotypes,
because paratopes remain immunogenic whatever the degree of
humanization of mAbs (5). This phenomenon has been seen in
patients treated with infliximab or adalimumab, and measure-

IMMUNE COMPLEXES AND IMMUNIZATION AGAINST mAbs

ment of ADA is often a warning sign of upcoming treatment
failure after an initial response (9, 21, 22). To prevent immu-
nization, it is necessary to understand the mechanisms leading
to the formation of ADA. Our study shows that TRICs, but not
FcRn, are essential to trigger an immune response (i.e., after a
single injection) against anti-TNF-a Abs. Moreover, although
the crucial role played by FcRn in the development of humoral
immune responses has been demonstrated by several studies
(23, 24), our data fit better with a booster role for FcRn (25).
Most of these studies were carried out using OVA because the T
epitopes are well characterized and can be followed up, but the
specific case of anti-TNF-a Abs is different. In our study, the
Ags are Abs that form TRICs that elicit an immune response
after the first injection (or not in the case of infliximab). This
point could modify the kinetics of the immune response. In our
animal model, we first confirmed that the presence of ADA
modifies the pharmacokinetics of therapeutic Abs. Adalimumab
displayed a faster log-linear elimination than infliximab but,
above all, an accelerated terminal elimination, characteristic of
the development of ADA (26, 27). This acceleration was ob-
served in all mice treated with adalimumab, independent of the
FcRn status even if elimination was clearly faster in FcRn KO
mice (28). Adalimumab binds mTNF-a as described by the
European Medicines Agency (2) and confirmed by ELISA. We
hypothesized that with adalimumab treatment TRICs would be
formed and could in turn cause immunization. To address this, we
incubated infliximab and TNF-« to form TRICs, which were able
to induce anti-infliximab Abs after injection in both WT and FcRn
KO mice.

The Abs used differ in several ways, and one could ask
whether the results are biased due to confounding factors.
Adalimumab is a fully human therapeutic mAb. To discard the
possibility that immunization could be a result of the presence of
human portions in the protein sequence, we performed similar
experiments with golimumab, another fully human anti-TNF-a
mADb very specific for hTNF-a. The absence of anti-golimumab
Abs supports the idea that mAb humanization is not responsible
for the development of ADA in our model. However, as ob-
served with infliximab, golimumab-containing TRICs injected
into mice were able to elicit an anti-golimumab response. Apart
from the degree of humanization, allotypes have been sus-
pected to participate in the immunization process in chronic
inflammatory diseases, even though the results were negative
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FIGURE 4. In vitro-formed infliximab containing TRICs leads to
infliximab ADA development. WT and FcRn KO mice were injected either
with the anti-TNF-a mAb alone (solid lines) or with in vitro-formed
infliximab containing TRICs (dashed lines). Infliximab ADA were mea-
sured in the serum of mice (four mice per group) at indicated times after
injection. The results correspond to mean = SEM of absorbance values in
arbitrary units (AU). On day 21, there was no statistically significant dif-
ference in the ADA titer between WT or FcRn-KO mice injected with
preformed ICs (p = 0.056).
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FIGURE 5. (A) Analysis of golimumab specificity for hTNF-a by
ELISA. (B) Injection of WT mice with golimumab alone or with
in vitro—formed TRICs with golimumab and hTNF-a. Golimumab
ADA were measured in the serum of mice (four mice per group) at
indicated times after injection. The results correspond to mean *
SEM of absorbance values in arbitrary units (AU). *p < 0.05,
#tp < 0.01.

(6). All the Abs used in this study shared the same allotype
(G1lm17; 1), which discards this hypothesis. Finally, the in-
trinsic characteristics of the TRICs themselves, such as their
size (25), are involved in their trafficking and condition the
type of immune response elicited (29). But FcRn~’~ mice also
mount an immune response against these ICs, which discards
this possibility. Moreover, infliximab incubated with h"TNF-a
also elicits an immune response. Altogether, these data con-
firmed that TRICs are necessary to elicit a primary immune
response in the case of anti-TNF-a Abs.

FcRn is involved in the recycling and transcytosis of IgGs
and monovalent immune complexes (30). But, surprisingly,
ADAs were detected in both WT and KO FcRn mice, sug-
gesting that FcRn is not necessary for immunization against
anti-TNF-a Abs. In addition, anti-adalimumab Abs appeared
more rapidly in FcRn KO mice than in WT animals. Several
studies performed in FcRn KO models show that mAb phar-
macokinetics are clearly impaired and that IgG biodistribution
is affected differently depending on the organ tested (28, 31).
We hypothesized that, in the absence of FcRn, adalimumab
would not be recycled and that, its biodistribution outside the
vascular compartment being altered, it would be fully avail-
able to form ICs with its target, especially in places such as
mesenchymal lymph nodes, where ADA concentrations re-
main sufficient to form TRICs due to resident plasma cells as
described by Baker et al. (16). TRICs would then be able to
rapidly induce an immune response, characterized by IgG and

low IgM ADAs, probably via FcyR binding and MHC class II
presentation (30, 32, 33). Another nonexclusive hypothesis is
that the concentrations of free adalimumab are lower in
FcRn ™'~ mice, and that their tolerogenic effect over TRICs is
therefore shorter. Although dependence of Ab-mediated pre-
sentation of Ag on FcRn has been described in the case of
secondary humoral response (15, 25), its absence could
probably be overcome by other molecules for IC routing and
MHC class II presentation as suggested in our model. The
ADA response has a cellular component as observed by the
increase in dendritic or monocyte counts as well as B or T cell
counts in the spleen of immunized animals. This cellular im-
mune response is necessary to lead to the humoral response
and is proportional to the amount of ADA generated. Chen
et al. (28) have shown that in the liver or the spleen, FcRn may
exert its transcytosis function to transport IgGs out of the
tissue. In the absence of FcRn, mAbs or TRICs might be
retained in the spleen, thus participating in the increased im-
mune response. Simultaneously, the absence of FcRn leading
to accelerated clearance of adalimumab could also explain the
faster clearance of ADA in FcRn KO mice as compared with
WT. The involvement of this mechanism in ADA kinetic dif-
ferences is sustained by the kinetics observed with preformed
TRICs in our model. In this case, anti-infliximab Ab formation
occurs without delay. The question remains as to which FcyRs
participate in this immune response. The cellular counts per-
formed on the harvested spleens show an increase in multiple
cell populations 2 d after the injection of preformed TRICs,
which include dendritic cells (CD11¢*/CD11b™), neutrophils,
and monocytes (LY6¢*/CD11b"). These cells express the ac-
tivating murine FcyRI (monocytes, dendritic cells), FcyRIII,
and FcyRIV (dendritic cells, neutrophils, and monocytes),
which could all play a role in this process. However, because
of the numerous differences between humans and mice in
terms of FcyR (34), caution must be used for extrapolation to
the clinical situation.

In humans, ADAs have been detected in a large number of
patients treated with anti-TNF-a mAbs. Underexposure to
mAbs has been clearly demonstrated in patients as a risk factor
of immunization (19, 20). This approach does not take into
account the evaluation of specific TRICs, which are known to
skew the dosage of ADAs in the serum (35). The nature of the
target may also participate in the formation of ICs. In that
context, TNF-a is a good candidate because it is composed of a
trimer and exists as a soluble Ag that is more prone to form
multimeric ICs. The three Abs used in this study target TNF-a
in different ways. Adalimumab and infliximab stabilize TNF-a
as a trimer, whereas golimumab binding does not prevent monomer
exchange with unbound trimers (36), which could explain the
rather important variability observed in the anti-golimumab re-
sponses. This could explain the higher levels of ADA found with
anti-TNF-a than with biologics directed against other molecules,
along with the inflammatory profile of the pathologies involving
high titers of TNF-a.

It is important to bear in mind that this study was performed
using FcRn KO mice, meaning that the bioavailability of the
TRICs is altered compared with WT mice, and that full FcRn
deficiency has not been seen so far in humans.

It has been documented that low concentrations of anti—-TNF-a
Abs are associated with increased ADA formation in patients (21),
and hypothesized that maintaining high concentrations of mono-
meric Ab could prevent the immunization process (12). In the case
of anti-TNF-a therapy and primary immune response in mice, we
show that this is true.
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Résumé

Le FcRn ou récepteur néonatal du Fc des IgG est un récepteur " clé " qui prolonge la demi-vie des IgG et de
I’albumine et assure leur biodistribution. Récemment, son role s'est étendu a la réponse immunitaire humorale
et anti-tumorale. Par ailleurs, certains travaux indiquent que le niveau d’expression du FcRn dans les différents
tissus pourrait étre a I’origine d’une modulation de ses fonctions. Dans ce contexte, nous avons demontré que
I’expression du FcRn était diminuée dans le tissu cancéreux par rapport au tissu sain, chez des patients atteints
du cancer du poumon et que cet effet était corrélé a leur pronostic. Afin de comprendre les répercussions de
cette diminution sur la tumorigenése, nous avons mis en place le modele murin de métastases pulmonaires
B16F10, chez les souris FcRn-/-. L'absence de FcRn influence la réponse anti-tumorale, en altérant le nombre
de cellules dendritiques et des TCDS8. Pour la premicre fois, nous avons montré que l'absence du FcRn
influengait le développement/maturation et fonctions des cellules NK, fragilisant ainsi encore plus
I'immunosurveillance anti-tumorale. Ces résultats mettent en avant un nouveau réle du FcRn dans la biologie

des cellules NK. Les mécanismes a I’origine de cet effet restent a ¢lucider.

Mots-clés: FcRn, cancer pulmonaire, modéle murin B16F10, cellules dendritiques, cellules TCD8, cellules NK

Résumé en anglais

FcRn or neonatal receptor for the Fc portion of IgG is a "key" receptor since it extends the half-life of IgGs and
albumin and ensures their biodistribution. Recently, its role has been extended to the humoral and anti-tumor
immune. Moreover, some studies indicate that the expression level of FcRn in the different tissues may
modulate its functions. In this context, we showed that the expression of FcRn was decreased in lung cancer
tissue compared to healthy tissue, in patients with NSLC. This decreased expression is correlated with the
prognosis of the patients. In order to understand the impact of the reduced FcRn expression on tumorigenesis,
we implemented a murine model of lung metastases, implanting BI16F10 cells in FcRn deficient mice. The
absence of FcRn influences the anti-tumor response, by altering the number of dendritic cells and TCDS8 cells.
We showed for the first time that the lack of FcRn altered the development / maturation and the functional
activity of NK cells, thus weakening even more anti-tumor immunosurveillance. These new results on NK
highlight a new role of FcRn in the biology of NK cells. The mechanisms underlying this effect need to be

elucidated.

Keywords: FcRn, lung tumor, B16F10 mice model, dendritic cells, T CDS cells, NK cells
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