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Interleukine-18 Binding Protein

IL-1 Receptor antagonist

IL-Ireceptor-associated kinase

Interferon Regulating Factor

Ion potassium

Killer cell Immunoglobulin-like Receptor

LPS Binding Protein
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LGP Laboratory of Genetics and Physiology

LPS Lipopolysaccharide

LRR Leucin Rich Repeat

LT Lethal Toxin

MAL MyD88 Adapter-Like

MAP-K Mitogen-Activated Protein Kinase

MAVS Mitochondrial AntiViral Signaling

MDA Melanoma Differenciation-Associated gene
MDP Muramyl Dipeptide

MDSC Myeloid-derived Suppressor Cell

MHC Major Histocompatibility Complex

MMP-9 Matrix metallopeptidase 9

MMTV Mouse mammary tumor virus

MSU Monosodium Urate Crystals

MWS Muckle-Wells Syndrome

MyD88 Myeloid differentiation primary response gene 88
NACHT NAIP, CIITA, HET-E et TP1

NAIP NLR family of Apoptosis Inhibitory Proteins
NCR Natural Cytotoxicity Receptor

NEK Never in mitosis A (NIMA )-related Kinase
NF-»B Nuclear Factor kappa B

NK Natural Killer

NKG2D Natural Killer Group 2D

NLR Nod Like Receptor

NLRC NLR family CARD domain-containing family
NLRP NACHT, LRR, and PYD (Pyrin Domain) domain-containing family
NOD Nucleotide Oligomerization Domain

NSCLC Non-small cell lung cancer

PAMP Pathogen Associated Molecular Pattern

PD-1 Programmed Death 1

PI3K Phosphoinositide 3-kinase

PRR Pattern Recognition Receptor

PYD Pyrin Domain

PYHIN Pyrin and HIN domain

RIG Retinoic acid-Iducible Gene

RIP Receptor-Interacting Protein

RLR Rig Like Receptor

ROS Reactive Oxygen Species

STAT3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3
STING Stimulator of IFN Genes

TBK1 TANK Binding Kinase

TCR T Cell Receptor

TIR Toll/IL-1 Receptor

TLR Toll Like Receptor

TNF Tumor Necrosis Factor

TRAF TNF-receptor-associated factor

Treg T Regulator cell

TRIF Toll-interleukin-1 receptor-domain-containing adapter-inducing IFN-3
TXNIP thioredoxin-interacting protein

VCAM Vascular Cell Adhesion Molecule 1
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Chapitre 1. Le systeme immunitaire

A. Concepts de base en matiére d'immunobiologie

Lorganisme est constamment soumis a des facteurs tels que les agents infectieux ou
d’autres substances comme des toxines contre lesquels il doit se protéger. Le mécanisme de dé-
fense de notre organisme est constitué de cellules effectrices et de diverses molécules solubles
qui forment le systeme immunitaire (Murphy et al., 2012).

Lorsqu’un agent pathogene ou une toxine parvient pour la premiere fois a franchir les
barrieres de I'organisme que sont les muqueuses et la peau notamment, le systéme immunitaire
entre en jeu. Les premiéres cellules a réagir a I'infection sont les phagocytes résidents dans les
tissus ou les muqueuses. Comme leur nom I'indique, ce sont des cellules capables de phagocyter,
ingérer et détruire, tout agent pathogéne avec lequel elles sont en contact. Dans cette catégorie
de cellules, on retrouve plus particulierement les macrophages, les cellules dendritiques et les
neutrophiles. En matiere d’évolution, il est important de noter que les phagocytes sont des types
cellulaires que I'on retrouve chez tous les animaux. Cette premiére ligne de défense contre les
pathogenes permet de contenir et d’éliminer la plupart des infections (Murphy et al., 2012).

Permettant de soutenir cette premiére phase de réponse, I'évolution des organismes a
permis I'’émergence d’un second type de réponse immunitaire, il s’agit de la réponse immunitaire
adaptative. Contrairement a I'immunité innée, I'immunité adaptative met quelques heures a
guelques jours pour se mettre en place mais permet une réponse bien plus efficace et spécifique
contre les infections (Murphy et al., 2012). Cette adaptation du systéme immunitaire n’existe
qgue chez les vertébrés et dépend d’un mécanisme de reconnaissance spécifique du pathogéne
afin d’orienter la réponse immunitaire contre lui. Limmunité adaptative se base sur la détection
d’antigénes, des molécules du «non-soi», par des cellules qui portent des récepteurs spécialisés
et uniques. En effet, les milliards de cellules qui composent ce systeme adaptif sont autant de
récepteurs différents qui, ensemble, peuvent reconnaitre tout antigene auquel I'organisme peut
étre exposé. Grace a cette réponse spécifique, le systéeme immunitaire se focalise alors sur le/
les antigenes détectés pour cibler 'agent pathogéne qui aurait franchit la barriere de I'immunité
innée. La réponse adaptative se traduit alors par une prolifération de clones de lymphocytes et
une production massive d’anticorps reconnaissant les antigénes cibles qui persistent dans |'orga-
nisme, empéchant une seconde infection par le méme pathogéne. Cette capacité de mémoire
génere également une immunité a long terme permettant une réponse a la fois plus rapide et
plus puissante lors d’'une seconde rencontre avec I'agent infectieux. C’est cette mémoire immu-
nologique qui est utilisée dans le principe des vaccins (Murphy et al., 2012).

Les cellules de I'immunité innée et de I'immunité adaptative ont toutes pour origine une
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Figure 1 : Différenciation et localisation des cellules du systeme immunitaire.

Les cellules souches hématopoiétiques débutent leur différenciation dans la moelle osseuse en devenant
des progéniteurs lymphoides ou myéloides. Aprées leur maturation a partir des progéniteurs lymphoides,
les lymphocytes T, B résident dans les organes lymphoides secondaires tels que les ganglions lympha-
tiques. Une partie des cellules NK résident également dans les ganglions tandis qu’une autre patrouille
continuellement dans la circulation sanguine. Les progéniteurs myéloides sont les précurseurs des mo-
nocytes et des granulocytes (neutrophiles, éosinophiles, basophiles) qui patrouillent dans le sang. Lors de
I'inflammation, ils traversent I'endothélium vasculaire pour migrer vers le tissu endommagé. Les macro-
phages et les cellules dendritiques sont des cellules résidentes des tissus et forment le premier rempart
immunitaire face aux pathogenes.
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cellule souche hématopoiétique multipotente présente dans la moelle osseuse. Dans un premier
temps, la cellule souche hématopoiétique peut se diviser pour donner deux types de progéni-
teurs différents : les progéniteurs lymphoides et les progéniteurs myéloides (Murphy et al., 2012)
(Figure 1). Lobservation des cellules immunitaires est possible via le marquage des molécules
gu’elles expriment a leur surface au moyen d’anticorps. Chez la souris, comme chez ’lhomme,
toutes les cellules immunitaires issues des cellules souches hématopoiétiques peuvent étre ob-

servées via le marqueur CD45 (Cluster of Differentiation 45) qu’elles expriment.

B. Limmunité innée
Les cellules de I'immunité innée sont issues des progéniteurs myéloides de la moelle os-
seuse (Figure 1). Seule exception, les cellules lymphoides innées (ILC), dont font partie les cellules
tueuses naturels (cellules NKs), sont issues des progéniteurs lymphoides mais font partie de la

réponse immunitaire innée (Spits et al., 2013).

a. Les monocytes et macrophages

Les monocytes sont des globules blancs circulant continuellement dans les vaisseaux san-
guins (Figure 1). Lorsqu’ils extravasent et migrent vers un tissu, ils se différencient généralement
en macrophages et parfois en cellules dendritiques selon les signaux moléculaires qu’ils recoivent.
Les macrophages sont donc des cellules tissulaires. Historiquement, les macrophages résidents
dans certains tissus se sont vus donner différents noms tels que cellules microgliales dans le
cerveau ou cellules de Kupffer dans le foie. Présents dans tous les tissus de notre organisme, les
macrophages et les monocytes font partie de I'une des 3 classes de cellules qui ont la capacité de
phagocyter. Cette caractéristique leur permet d’ingérer et de détruire tout micro-organisme qui
a pu pénétrer dans un tissu. En effet, lorsque le macrophage phagocyte un pathogene, ce dernier
se retrouve capturé dans le phagosome a l'intérieur du macrophage. Le phagosome fusionne
alors avec le lysosome qui contient des enzymes puissantes, dont des lipases et des protéases, et
des radicaux libres permettant la dégradation de I'agent pathogene. Via cette fonction de phago-
cyte, les macrophages sont capables d’éliminer les pathogeénes ainsi que les cellules qui ont été
ciblées par le systeme immunitaire adaptatif (Flannagan et al., 2012).

En absence de toute infection, les macrophages résidents des tissus fonctionnent comme
des sentinelles en absorbant tous les débris et les restes de cellules mortes. La surface de leur
membrane plasmique est composée de nombreux récepteurs leur permettant de détecter des
pathogenes, des substances étrangéres (silice ou amiante), ou des cellules endommagées (Tay-
lor et al., 2005). Ces récepteurs, nommeés Pattern Recognition Receptors (PRRs), seront détail-
Iés au chapitre suivant. L'activation de ces PRRs induit la phagocytose, |'activation des macro-

phages et provoque la sécrétion de nombreux médiateurs de I'inflammation dont des cytokines
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Figure 2 : Schéma des marqueurs retrouvés a la surface des cellules immunitaires chez la souris.

Les cellules immunitaires sont identifiables via les marqueurs qu’elles expriment a leur surface. De ma-
niere générale, les cellules dérivées de la souche hématopoiétique expriment le marqueur CD45 (non
indiqué).
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et chimiokines (Elinav et al., 2011a; Flannagan et al., 2012; Iwasaki and Medzhitov, 2015; Kawai
and Akira, 2011).

Linflammation provoque tout d’abord une forte prolifération et un fort recrutement de
monocytes et de neutrophiles au sein du tissu endommagé, grace au facteur de croissance G-CSF
(Granulocyte-Colony Stimulating Factor) et a la sécrétion des chimiokines CC-Chemokines Li-
gands 2 (CCL2) et CCL5 (Serbina et al., 2008), puis le recrutement de lymphocytes de la réponse
immunitaire adaptative. Les macrophages dérivés des monocytes recrutés sur le site inflamma-
toire peuvent avoir différentes fonctions selon les types de signaux qu’ils recoivent. Activés via
leurs PRRs, les macrophages s’orientent vers un type M1 et participent a la défense contre les
bactéries, les virus, les parasites et également a la lutte contre I'apparition de cellules tumorales.
Activés via la cytokine IL (interleukine)-4, les macrophages s’orientent vers un type M2 et par-
ticipent a la réparation tissulaire et a la synthése de molécules anti-inflammatoires tels que le
TGF-B (Transforming Growth Factor-beta) (Italiani and Boraschi, 2014; Murray and Wynn, 2011).

Les monocytes et les macrophages expriment, comme la majorité des cellules myéloides,
le marqueur CD11b. En plus de ce marqueur, les monocytes expriment Ly6C tandis que les macro-

phages expriment les marqueurs F4/80 et CD64 (Figure 2).

b. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont la seconde classe de cellules capables de phagocyter. Leur
nom vient de leur particularité physique a disposer de longues dendrites telles qu’on peut les
observer sur les cellules du systeme nerveux. Ces dendrites leur permettent de scanner leur envi-
ronnement a la recherche d’élément aingérer. En plus de la phagocytose, les cellules dendritiques
absorbent également le liquide extracellulaire via la macropinocytose et utilisent un mécanisme
d’endocytose médiée par récepteur. Le role des cellules dendritiques differe cependant de celui
des macrophages. Alors que I'absorption d’un pathogéne est directement liée a son éradication
chez les macrophages, le réle premier des cellules dendritiques est I'édition d’antigénes prove-
nant des pathogénes qu’elles vont ensuite présenter via leur complexe majeur d’histocompatibi-
lité (MHC)(Segura and Villadangos, 2009). Activées par les pathogenes, les cellules dendritiques
migrent alors vers les organes lymphoides secondaires, tels que les ganglions lymphatiques, afin
de déclencher la réponse immunitaire adaptative via la présentation d’antigenes aux lympho-
cytes T et I'expression de molécules de co-stimulation telles que CD80 et CD86 (Randolph et al.,
2005).

Les marqueurs présents a la surface des cellules dendritiques peuvent rapidement évo-
luer du fait qu’elles sont des cellules présentatrices d’antigénes. Cependant, de maniére géné-
rale, il est possible de les observer chez la souris grace au CD11c et au marqueur d’activation MHC

de classe Il qu’elles expriment le plus souvent (Figure 2).
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c. Les granulocytes

i. Les neutrophiles

Les neutrophiles sont la troisieme et derniere catégorie de cellules ayant la capacité
de phagocyter. Leur vie est particulierement courte comparée aux cellules dendritiques et aux
macrophages, et ils résident principalement dans le sang en absence d’inflammation. Les neutro-
philes sont les premiéres cellules recrutées sur un site inflammatoire, elles ingérent de nom-
breux pathogenes et procedent a leur élimination rapide grace a de puissantes molécules anti-
microbiennes (Amulic et al., 2012; Segal, 2005). D’abord considérés, a tort, comme de simples
phagocytes, les études récentes montrent que les neutrophiles permettent I'amplification de la
réponse inflammatoire via la sécrétion de cytokines telles que I'lL-8 ou I'lL-1B (Karmakar et al.,
2016; Tecchio et al., 2014). De plus, via des interactions cellulaires directes, les neutrophiles ont
la capacité d’activer les cellules dendritiques, et favorisent ainsi la production d’IL-12 permettant
d’induire la prolifération des lymphocytes T et I'activation des cellules NK (Amulic et al., 2012).

A l'instar des monocytes et des macrophages, les neutrophiles expriment le marqueur
CD11b. De plus, elles se distinguent des autres cellules par la forte expression du marqueur Ly6G

(Figure 2).

ii. Les autres cellules granulocytaires

Les éosinophiles, les basophiles et les mastocytes sont également des cellules granulo-
cytaires mais leur fonction est beaucoup moins connue. Ces trois types cellulaires sont princi-
palement connus pour leur implication dans la réponse allergique ou leur réle est plus délétére
gue protecteur (Stone et al., 2010). Aujourd’hui, on considére qu’elles forment la défense im-
munitaire contre les parasites. Elles contiennent des granules remplis d’enzymes et de protéines

toxiques libérées lorsqu’elles sont activées.

d. Les cellules NK

Les cellules NK sont des cellules immunitaires innées issues du lignage des cellules lym-
phoides (Figure 1). Sur un site inflammatoire, les cellules NK sont activées par l'interféron-alpha
(IFN-a) sécrété par les macrophages. En agissant en synergie, I'lL-12 et I'lL-18 sont également
capables d’activer les cellules NK et de les faire produire de grande quantité d’interféron-gamma
(IFN-y) (Takeda et al., 1998). Au sein de I'organisme, les cellules NK ont la faculté de distinguer
une cellule infectée ou anormale, d’une cellule saine. Cette distinction est possible grace a une
somme de signaux activateurs et inhibiteurs émis par les cellules (Long et al., 2013) (Figure 3A).
En effet, les cellules NKs entrent en contact avec les cellules environnantes grace aux récepteurs
gu’elles possedent a leur surface (Pegram et al., 2011). Parmi ces récepteurs, les KIRs (Killer-cell

immunoglobulin-like receptors) permettent aux cellules NKs de sonder la présence du complexe
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majeur d’histocompatibilité de classe 1 (MHC-I) (Ivarsson et al., 2014). La présence du MHC-I sur
les cellules cibles provoque I'induction d’un signal inhibiteur, rendant les cellules NK tolérantes,
ou activateur selon le récepteur KIR impliqué dans la détection (Ivarsson et al., 2014). D’un autre
coté, les cellules NK expriment également un grand nombre de récepteurs pouvant provoquer
leur activation en présence d’un ligand. Parmi eux, le récepteur NKG2D (Natural Killer Group 2D)
a été particulierement bien étudié chez I'humain et la souris (Jamieson et al., 2002; Steinle et al.,
2001). Les ligands de NKG2D, homologues du MHC |, sont peu exprimés par les cellules normales,
cependant, en condition de stress, d’infection ou de prolifération excessive, leur expression aug-
mente fortement, envoyant un signal activateur aux cellules NK et provoquant leur activation (Fi-
gure 3A)(Bauer et al., 1999; Cosman et al., 2001; Steinle et al., 2001). Les récepteurs cytotoxiques
naturels (NCRs), tels que NKp46 ou NKp30, sont également des récepteurs activateurs dont les li-
gands se composent de protéines encodées par les virus, les bactéries ou les parasites (Hudspeth
etal., 2013; Magri et al., 2011). DNAM1 (DNAX accessory molecules) est également un récepteur
activateur des cellules NKs dont les ligands font partie de la famille des Nectin (Gilfillan et al.,
2008) et sont exprimés par un grand nombre de types cellulaires et par certaines tumeurs. Enfin,
de maniere intéressante, le récepteur CD16 (ou FcyRIll) présent sur les cellules NKs reconnait la
partie constante (Fc) des immunoglobulines de type G (IgG) et permet I'induction d’une cytotoxi-
cité dépendante des anticorps (ADCC — Antibody-dependant cell-mediated cytotoxicity) (Anegén
et al., 1988; Perussia et al., 1983). En définitive, les cellules sur-exprimant des ligands activateurs
ou sous-exprimant des ligands inhibiteurs deviennent les cibles de la cytotoxicité induite par les
cellules NK (Figure 3A).

L'activité cytotoxique des cellules NK est liée a deux principales voies de signalisation
aboutissant a la mort de la cellule cible. Tout d’abord, I'activation d’une cellule NK aboutit a la
sécrétion par exocytose de granules cytotoxiques. La perforine et les granzymes contenues dans
ces granules provoquent la mort de la cellule par apoptose. Les cellules stressées expriment éga-
lement la récepteur Fas (CD95) a leur surface qui peut étre activé par son ligand FasL (CD178) ex-
primé par les cellules NK et les lymphocytes T CD8 activés (Figure 3B). L'activation de FAS conduit
a la mort des cellules via I'activation de la voie extrinseque de I'apoptose. En plus de FAS, les
cellules NK peuvent exprimer TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) qui peut interagir
avec ses deux récepteurs TRAIL-R1 et TRAIL-R2. Une fois activé par TRAIL, ces deux récepteurs
engagent la voie extrinseque de I'apoptose via 'activation de FADD et caspase-8 (Chavez-Galan et
al., 2009). Enfin, les cellules NK activées sécrétent du TNF-a (Tumor Necrosis Factor-alpha) qui, en
se liant a son récepteur a la surface des cellules cibles, provoque également la mort par apoptose
(Figure 3B) (Chavez-Galan et al., 2009).

Les cellules NK expriment des marqueurs différents selon le fond génétique des souris.

Les souris de fond génétique BALB/c, expriment notamment les marqueurs Ly49b et NKp46 (Fi-
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Figure 3 : Mécanisme d’activation et d’induction de mort des cellules NK.

(A) L'activation ou la tolérance des cellules NK repose sur une addition de signaux activateurs et inhibiteurs
envoyés par les cellules ciblées. Une cellule saine enverra une succession de signaux inhibiteurs notam-
ment via 'expression du CMH de classe I. La diminution de I'expression du CMH | aboutira a une absence
de signal inhibiteur provenant de la cellule et a une activation de la cellule NK. Une cellule infectée ou
stressée pourra également exprimer fortement des ligands activateurs des cellules NK.

(B) Pour conduire a la mort cellulaire, les cellules NK sécrétent, d’une part, des enzymes (perforine/gran-
zyme) ou du TNF-a. D’autre part, les cellules NK activées expriment a leur surface le ligand de FAS et TRAIL
permettant d’activer la voie extrinseéque de I'apoptose chez la cellule cible.
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gure 2) tandis que les souris de fond C57BL/6 expriment le marqueur NK1.1. Techniquement, il
est possible d’utiliser un anticorps dirigé contre NK1.1 pour dépléter la population de cellules NK
spécifiquement chez la souris C57BL/6. Chez la souris BALB/c, il est possible d’utiliser des anti-
corps dirigés contre I'antigene Asialo-GM1 pour dépléter les cellules NK, cependant cela aboutit

également a la déplétion de certaines populations de cellules myéloides (Nishikado et al., 2011).

C. L'immunité adaptative

Outre les cellules du systeme immunitaire inné, les cellules souches hématopoiétiques
peuvent également se différencier en cellules de I'immunité adaptative. Cette immunité est com-
posée des lymphocytes T et B (Figure 1).

Les lymphocytes T se développent exclusivement dans le thymus et se divisent en 2 popu-
lations les T CD4+ et T CD8+ (Figure 2). En fin de maturation, ils rejoignent les organes lymphoides
secondaires ou ils attendent un signal de I'immunité innée pour s’activer et déclencher la réponse
immunitaire adaptative. Les lymphocytes T ont la particularité d’exprimer le TCR (T cell receptor),
un récepteur issu d’un réarrangement génique. Le TCR exprimé par les cellules T CD8 permet la
reconnaissance d’'un complexe MHC I-peptide spécifique (van der Merwe and Dushek, 2011).
Lors de la reconnaissance d’un signal par le TCR et d’un signal de co-stimulation via les récepteurs
CD80 et CD86, les lymphocytes T CD8 entrent dans une phase d’expansion clonale. Les lympho-
cytes T CD8 ainsi générés participent a la réponse immunitaire via leur fonction cytotoxique.
Comme les cellules NK, les lymphocytes T CD8 induisent la mort des cellules ciblées notamment
via la voie Fas/FasL, la voie perforine/granzyme et la voie du TNF (Chavez-Galan et al., 2009). Une
fois la menace éliminée, une partie des T CD8 va survivre devenant des lymphocytes T mémoires.

Contrairement aux lymphocytes T CD8, le TCR des lymphocytes T CD4 reconnait un com-
plexe MHC ll-peptide. Une fois activé, les lymphocytes T CD4 ont la particularité de se différencier
en différents sous-types cellulaires n’ayant pas les mémes fonctions. Actuellement, on distingue
six sous-types de cellules T CD4 : Thl, Th2, Th9, Th17, T régulateurs (Treg) et T follicular helper
(Tfh) (Luckheeram et al., 2012). Contrairement aux T CDS8, les lymphocytes T CD4 ne possedent
pas de forts effets cytotoxiques directs mais soutiennent la réponse immunitaire via la sécrétion
de cytokines telles que I'lL-2 qui stimule la prolifération lymphocytaire. Il est intéressant de noter
gue parmi les sous-types de T CD4, les Treg sont une population qui possede un réle anti-inflam-
matoire et régule négativement la réponse immunitaire.

Les lymphocytes B se développent exclusivement dans la moelle osseuse avant de re-
joindre les organes lymphoides secondaires. La reconnaissance d’un antigene par le BCR (B-cell
receptor), également issu d’un réarrangement génique, conduit a la maturation du lymphocyte B
en plasmocyte (Nutt et al., 2015) ou en lymphocyte B mémoire. Le principal réle du plasmocyte

est la génération d'immunoglobuline (lg), ou anticorps. Les anticorps sont des molécules haute-
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Figure 4 : La réponse immunitaire innée repose sur I'expression de Pattern Recognition Receptor per-
mettant de détecter des signaux de danger ou émanant de pathogenes.

Il existe 4 grandes familles de PRR. Les CLRs et les TLRs sont des récepteurs transmembranaires
scrutant I'extérieur de la cellule. Certains TLRs sont spécifiquement exprimés a la membrane des
endosomes. Les NLRs et les RLRs sont des récepteurs intracellulaires permettant de détecter tout
danger ou pathogéne ayant pénétré dans le cytosol des cellules.

L'activation de I'un ou l'autre de ces récepteurs aboutit a I'activation d’'un programme transcrip-
tionnel pro-inflammatoire et a la sécrétion de cytokines et chimiokines permettant d’induire I'in-

flammation.
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ment spécifiques d’un antigéne et qui permettent la neutralisation du pathogéene. Une fois fixés
sur la bactérie ou le virus cible, les anticorps sont reconnus par les macrophages et les neutro-
philes et induisent la phagocytose, un processus dit d’opsonisation (Pieper et al., 2013). En cas
d’une seconde infection par le méme antigéne, les lymphocytes B mémoires permettent une ré-
ponse plus intense, plus rapide et plus longue. Chez la souris, les lymphocytes B sont facilement

identifiables par le marqueur CD19 qu’ils expriment a leur surface.

D. Conclusion du chapitre 1

Le systéme immunitaire est un dispositif biologique extrémement complexe qui implique
différents organes, un grand nombre de cellules et une grande variété de substances interagis-
sant les unes avec les autres. La détection du pathogene ou du signal de danger est primordial et
permet d’aboutir a une coordination des cellules immunitaires pour I'élimination de la menace.
Ce premier événement est lié aux récepteurs de I'immunité innée qui seront traités dans le cha-

pitre suivant.
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Chapitre 2. Linflammasome, un complexe primordial de I'im-
munité innée

A. Les récepteurs de 'immunité innée : les PRRs

Dans le but de combattre les micro-organismes étrangers, le systeme immunitaire inné
posséde un grand nombre de récepteurs reconnaissant des motifs moléculaires des pathogenes
(PAMPs) encodés de maniéere germinale nommés Pattern Recognition Receptors (PRRs). Ces ré-
cepteurs sont cependant bien moins nombreux que les récepteurs de I'immunité adaptive. De
maniere générale, la reconnaissance d’un PAMP par un PRR active une voie de signalisation abou-
tissant a une réponse inflammatoire via la sécrétion de cytokines et I'activation de la réponse
immunitaire adaptative (Figure 4). Bien que spécifique d’un motif moléculaire, ces récepteurs
ont également une certaine forme de redondance puisqu’ensemble, ils peuvent reconnaitre des
composants différents d’'un méme pathogéne, il est donc généralement admis qu’ils agissent de
concert et non indépendamment les uns des autres. Les PRRs faisant partie de la réponse im-
munitaire innée, ils sont principalement exprimés par les cellules immunitaires innées, a savoir
les macrophages, les cellules dendritiques et les neutrophiles. Il est intéressant de noter que
d’autres types cellulaires expriment également des PRR tels que les cellules épithéliales (Takeuchi
and Akira, 2010).

Historiguement, Charles Janeway a développé I’hypothese selon laquelle nos cellules im-
munitaires détectent et répondent a tout motif moléculaire de pathogéne. Cependant, ce mo-
dele n’expliquait pas comment notre systéme immunitaire distinguait les bactéries commensales
des bactéries pathogénes. Pour y répondre, P. Matzinger avance une théorie alternative selon
laquelle notre systeme immunitaire inné ne fait pas de distinction entre le «soi» et le «non-soi»
mais répond aux signaux de dangers émis par les cellules de I'organisme (Matzinger, 1994). En ré-
alité, il semblerait que les processus mis en avant dans ces théories soient complémentaires. En
ne se contentant pas de distinguer le «soi» du «non-soi», notre systeme immunitaire est capable
d’induire une réponse inflammatoire en réaction a toute situation délétere pour notre organisme
(Pradeu and Cooper, 2012).

A ce jour, 4 grandes familles de PRR ont été décrites. Les récepteurs de type Toll (TLR) et
les récepteurs aux lectines de types C (CLR) sont transmembranaires et surveillent le milieu ex-
tracellulaire et I'intérieur des endosomes. Au niveau intracellulaire, les récepteurs de type RIG-I

(RLR) et les récepteurs de type NOD (NLR) sont les PRRs qui surveillent le cytosol (Figure 4).
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a. Les PRRs transmembranaires

i. LesTLRs

Initialement découvert pour son réle dans le développement embryonnaire de la droso-
phile (Hashimoto et al., 1988), il faut attendre 1996 pour que le réle immunitaire de la protéine
Toll soit identifié. En étudiant des mutants chez la drosophile, le laboratoire de J.A. Hoffman
découvre que le géne codant pour la protéine Toll est responsable de la réponse immunitaire
anti-fongique (Lemaitre et al., 1996). Lannée suivante, des équipes découvrent un homologue
de ce géne chez ’lhumain et identifient clairement les premiers récepteurs de I'immunité innée
(Medzhitov et al., 1997; Poltorak et al., 1998). Ces découvertes ont récemment valu le prix no-
bel de médecine et de physiologie a J.A. Hoffman et B. Beutler en 2011. A terme, 13 TLRs ont
été découverts chez les mammiféres, 12 chez la souris mais seulement 10 chez I'homme (TLR
1 a 10)(O’Neill et al., 2013). Chez ’humain, les TLRs 1, 2, 4, 5, 6 et 10 se situent a la membrane
plasmique des cellules tandis que les TLRs 3, 7, 8 et 9 se positionnent a la membrane des compar-
timents intracellulaires tels que les endosomes (Kawai and Akira, 2009). Les TLRs détectent des
PAMPs pouvant provenir de nombreux pathogenes tels que les virus, bactéries, champignons et
protozoaires (Uematsu and Akira, 2006).

Les TLRs sont des protéines transmembranaires qui partagent une homologie de struc-
ture. Leur partie externe est composée d’'un domaine riche en répétition de leucine (Leucine-Rich
Repeat, LRR) qui leur permet la reconnaissance spécifique d’'un PAMP. Par exemple, le LRR de
TLR5 permet une reconnaissance de la flagelline bactérienne. lls possédent en outre une région
transmembranaire ainsi qu’une région cytoplasmique conservée composée d’'un domaine Toll/
IL-1 receptor (TIR). L'activation d’un récepteur par son ligand spécifique provoque une cascade de
signalisation intracellulaire. Pour transmettre le signal, il existe 5 protéines adaptatrices capables
de lier les domaines TIR des TLRs : MyD88, MAL, TRIF, TRAM et SARM (O’Neill and Bowie, 2007).
Découvert a la fin des années 90 chez 'lhomme et la drosophile, MyD88 (Myeloid differentia-
tion primary response gene 88) est un adaptateur central de la réponse immunitaire puisqu’il
interagit avec tous les TLRs sauf TLR3 (Medzhitov et al., 1998; Tauszig-Delamasure et al., 2002).
L'adaptateur TRIF (Toll-interleukin-1 receptor-domain-containing adapter-inducing IFN-B), initia-
lement découverte grace a un screening de protéines contenant un domaine TIR ainsi que par
des expériences de double-hybride, active la réponse immunitaire sous 'activation des TLR3 et
4 (Hoebe et al., 2003; Oshiumi et al., 2003; Yamamoto et al., 2002, 2003). De maniére générale,
I'activation de MyD88 et/ou TRIF provoque une cascade de signalisation aboutissant a 'activation
de facteurs de transcription tels que NF (Nuclear Factor)-kB, IRF3 (Interferon regulatory factor 3)
ou AP1 (Activator Protein 1) qui induisent la production de cytokines pro-inflammatoires comme
la pro-interleukine-1béta (IL-1B), le TNF-a ou les IFN de type 1 (O’Neill et al., 2013).

-29 -



Figure 5 : Voie d’activation du récepteur TLR4 en réponse au LPS.

Le LPS présent dans le milieu extracellulaire peut étre capté par le LBP favorisant sa reconnaissance par
CD14 a la surface des cellules immunitaires. CD14 apporte alors le complexe LPS/LBP a TLR4/MD-2, pro-
voquant son activation et son oligomérisation. Le domaine TIR de TLR4 permet le recrutement des proté-
ines MyD88 et TRIF notamment. L'activation de MyD88 aboutit a la formation d’'un complexe comprenant
IRAK-4, IRAK-1 et TRAF-6. Ce complexe active les voies IKK et MAPK permettant la libération de NF-kB et
I'activation de AP-1. Ces deux protéines sont des facteurs de transcriptions permettant la synthese de
cytokines telle que I'lL-1B ou I'IL-6. L'activation de TRIF aboutit également la libération de NF-kB via RIP-1.
D’autre part, TRIF favorise la formation d’'un complexe comprenant TRAF-3 et TBK-1 menant a l'activation
du facteur de transcription IRF3 qui induit la synthese d’interféron de type 1.
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La détection du lipopolysaccharide (LPS) bactérien par le TLR4 et la cascade de signalisa-
tion qui en résulte sont particulierement bien décrites dans la littérature. Le LPS Binding Protein
(LBP) est une protéine soluble qui se lie directement au LPS (Wright et al., 1989) et favorise sa
reconnaissance par CD14 a la surface des cellules immunitaires qui, a son tour, transfére le LPS
vers le complexe TLR4/MD-2 induisant son activation (Wright et al., 1990) (Figure 5). Lorsqu’il
reconnait le LPS, TLR4 s’oligomérise et recrute alors les protéines adaptatrices telles que MyD88
et TRIF via son domaine TIR (Poltorak et al., 1998). De maniére générale, la signalisation sous
I'activation de TLR4 est divisée en deux voies : MyD88 dépendante et MyD88 indépendante (ou
TRIF dépendante) (Figure 5). MyD88 recrute et active la protéine kinase IRAK-4 (IL-1receptor-as-
sociated kinase-4) qui a son tour recrute IRAK-1. TRAF-6 (TNF-receptor-associated factor 6), sug-
gérée comme la cible privilégiée de IRAK-1, forme un complexe moléculaire permettant enfin
I'activation de TAK1 (TGF-B-activated kinase 1) qui induit les voies des MAP (Mitogen-Activated
Protein)-kinases et JNK (c-Jun N-terminal Kinases) ainsi que la libération du facteur NF-kB pro-
voquant la synthése de cytokines pro-inflammatoires (Lu et al., 2009; O’Neill and Bowie, 2007)
(Figure 5). Pour la voie indépendante de MyD88, TRIF provoque également la libération du fac-
teur NF-kB et 'activation de la voie des MAP kinases mais cette fois-ci via |'activation de RIP1 (Re-
ceptor-interacting protein 1)(Lu et al., 2009; Meylan et al., 2004) (Figure 5). Enfin, TRIF active le
facteur de transcription IRF3 via sa liaison avec TRAF3 qui engage la protéine kinase TBK1 (TANK
binding kinase 1) (Hacker et al., 2006) (Figure 5). Globalement, I'activation de TLR4 provoque la
synthése de cytokines pro-inflammatoires d’une part via MyD88 et d’IFN de type 1 d’autre part
via TRIF. (Figure 5)

ii. Les CLRs

Les récepteurs aux lectines de type C sont des récepteurs membranaires spécialisés dans
la reconnaissance des hydrates de carbone qui entrent dans la composition de |la paroi des cham-
pignons, des virus et des mycobactéries (Geijtenbeek and Gringhuis, 2009). Parmi les CLRs les
plus connus, on retrouve les Dectin-1 et -2 qui sont les récepteurs spécifiques du béta-glucane et
de l'alpha-mannose respectivement (Brown et al., 2002; McGreal et al., 2006). La reconnaissance
d’un pathogéne par un CLR conduit a son internalisation par endocytose, puis a sa dégradation
pour aboutir a I'activation du systéme immunitaire adaptatif via la présentation d’antigene.

Outre la production de cytokines inflammatoires, des études récentes ont montré que la
Dectin-1 et -2 étaient également capables d’activer NLRP3, un NLR cytosolique, et d’induire la
sécrétion de I'lL-1B8 (Drummond et al., 2011; Kankkunen et al., 2010; Sancho and Reis e Sousa,

2012).
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Figure 6 : Schéma récapitulatif des sous-familles des NLRs et de leur structure chez I’humain.

Les NLRs sont composés de 5 sous-familles dont tous les membres possédent un domaine NACHT central.
MT : Mitochondrial localization signal; BIR : Baculoviral Inhibition of apoptosis protein Repeat domain;

FIIND : Function to find domain; PYD : Pyrin Domain; CARD : Caspase Activation and Recruitment Domain;
ATD : Acidic Transactivation Domain; LRR : Leucine-Rich Repeat.
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b. Les PRRs cytosoliques

i. LesRLRs et les senseurs de ’ADN

Dans cette catégorie de récepteurs, on distingue d’une part les senseurs d’ARN (Acide
ribonucléique) et les senseurs d’ADN (Acide désoxyribonucléique).

MDA-5 (Melanoma Differenciation-Associated gene), RIG-I (Retinoic acid-lducible Gene 1)
et LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology) composent la famille des RLRs. RIG-I et MDA-5
possédent une structure tres proche avec en N-terminal deux domaines CARD (caspase recrui-
ting domain), un domaine central DExD/H-box hélicase et enfin un domaine C-terminal (CTD)
impliqué dans la reconnaissance de I'ARN (Loo and Gale, 2011). LGP2 differe des deux récepteurs
puisqu’il ne possede pas de domaine CARD a son extrémité N-terminale (Saito et al., 2007; Yo-
neyama et al., 2005). Spécialiste de la reconnaissance de I'ARN, RIG-I et MDAS reconnaissent des
variants d’ARN différents. RIG-I reconnait préférentiellement des petits ARNs double brin (infé-
rieur a 2kb) qui ont un groupe triphosphate en 5’ (5’-ppp) tandis que MDA-5 détecte les ARNs
double brin de longue taille. L'activation de RIG-I et MDA-5 par leur ligand respectif entraine une
cascade de signalisation médiée par la protéine mitochondriale MAVS (aussi connu sous le nom
de CARDIF) et aboutissant a I'activation de facteurs de transcription tels que NF-kB et IRF3 et a la
synthese d’'IFN de type 1 et de cytokines inflammatoires (Kawai et al., 2005; Meylan et al., 2005;
Seth et al., 2005; Xu et al., 2005). Il est intéressant de noter qu’en sus de leur réle primordial dans
la détection des virus, les RLRs semblent également impliqués dans la détection de certaines
bactéries intracellulaires telles que Legionnella penumophila (Onoguchi et al., 2011) ou Listeria
monocytogenes (Abdullah et al., 2012). Ces données suggerent que les RLRs sont, de maniére
plus générale, des senseurs de pathogénes intracellulaires.

DAl (DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors) est le premier senseur d’ADN
cytosolique déclenchant la réponse immunitaire a avoir été identifié (Takaoka et al., 2007) mais
reste aujourd’hui peu étudié dans la littérature. Lorsque DAl se lie a 'ADN double brin, il recrute
la kinase TBK1 et le facteur de transcription IRF3 induisant alors la production d’IFN de type-1
et la réponse immunitaire anti-virale (Takaoka et al., 2007). Trés récemment, cGAS (cyclic GMP-
AMP Synthase) a été identifié comme un autre senseur d’ADN double brin cytosolique. Son mé-
canisme de signalisation est original puisque lorsqu’il détecte de I’ADN double brin cytosolique,
il catalyse le second messager cGAMP (dinucléotide cyclique 2’,5'cGAMP) a partir d’ATP (Adéno-
sine TriPhosphate) et de GTP (Guanosine TriPhosphate)(Ablasser et al., 2013). Le cGAMP ainsi
synthétisé active la protéine STING (Stimulator of IFN Genes) et provoque la production d’IFN de
type 1 (Tanaka and Chen, 2012). En utilisant des approches différentes, 4 groupes ont identifié
un second senseur cytoplasmique de 'ADN double brin : AIM2 (Absent In Melanoma 2) impliqué

dans la sécrétion d’IL-1B aprés détection d’ADN cytoplasmique (Birckstimmer et al., 2009; Fer-
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Figure 7 : Signaux activateurs et structure des principaux inflammasomes canoniques et de I'inflamma-

some non-canonique chez la souris.

Les inflammasomes NLRP1b, NLRC4, AIM2 et I'inflammasome non canonique sont activés par des PAMPs

spécifiques (Voir leur description dans le texte pour plus d’informations). Linflammasome NLRP3 peut

étre activés a la fois par des PAMPs et des DAMPs répertoriés dans le tableau 1.
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nandes-Alnemri et al., 2009; Hornung et al., 2009; Roberts et al., 2009). Membre de la famille des
protéines PYHIN (Pyrin and HIN domain), AIM2 lie ’ADN via son domaine C-terminal. L'activation

d’AIM2 provoque la formation d’un inflammasome qui sera décrit dans la suite de ce chapitre.

ii. Les NLRs

En terme d’évolution, la famille des NLRs est une tres ancienne famille de récepteurs de
I'immunité. Chez la plante, on trouve les protéines de résistances (R) qui ont pour homologue les
NLRs chez les animaux. Il existe, chez ’humain, 22 NLRs qui possédent tous un domaine central
NOD (Nucleotide Oligomerization Domain ou NACHT pour NAIP, CIITA, HET-E et TP1) qui permet
une interaction homotypique des récepteurs entre eux. lls sont également composés d’une ré-
pétition de motifs LRR en C-terminal qui, comme chez les TLRs, est essentielle pour I'activation
du récepteur. Les 22 NLRs humains différent notamment par leur partie N-terminale qui permet
la transduction du signal apres I'activation du récepteur. Classés selon la caractéristique de ce
domaine N-terminal, on retrouve 5 sous-familles de récepteurs dont les 2 principales sont les
NLRC (NLR family CARD domain-containing family) et les NLRP (NACHT, LRR, and PYD (Pyrin Do-
main) domain-containing family) qui sont accompagnées de 3 autres sous-familles ne compre-
nant qu’un seul membre : NLRA, NLRB et NLRX (Figure 6).

Les NLRCs, représentés par les protéines NOD1, NOD2 et NLRC4 notamment, ont en N-ter-
minal un ou plusieurs domaines CARD (Figure 6). Ces domaines permettent a NOD1 et NOD2 une
interaction directe avec des effecteurs tels que la kinase RIPK2 (Receptor-interacting protein ki-
nase 2) via des interactions homotypiques CARD-CARD (Inohara et al., 1999). RIPK2 recrute alors
et active la protéine TAK1 qui provoque la libération de NF-kB, via la dégradation d’IkBa (Inhibi-
tor of NF-kB alpha) (Ogura et al., 2001), et I'activation de la voie des MAP kinases (Caruso et al.,
2014). NOD1 et NOD2 reconnaissent par contact des motifs de peptidoglycanes (PGN) (Grimes et
al., 2012; Laroui et al., 2011; Mo et al., 2012) qui composent la membrane des bactéries (Philpott
et al., 2014).

La famille des NLRPs est composée de 14 membres et se caractérise par la présence d’un
domaine PYD en N-terminale des récepteurs (Figure 6). Ce domaine PYD, de la famille des do-
maines Death Fold comme CARD, permet des interactions homotypiques notamment avec la
protéine ASC (Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD).

Au dela de ces grandes familles, on retrouve NLRX1, seul membre de la sous-famille des
NLRX, qui contient un domaine N-terminal lui permettant d’interagir avec la mitochondrie, NAIP,
seul membre de la sous-famille NLRB, qui contient plusieurs domaines BIR (Baculoviral Inhibition
of apoptosis protein Repeat domain), et CIITA (Class Il transactivator), seul membre de la famille
des NLRA, qui possede un domaine de trans-activation en N-terminal (Figure 6).

En 2002, la recherche sur le role des NLRs comme médiateurs de I'inflammation aboutit a
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Figure 8 : Activation de I'inflammasome NLRP1b par la toxine létale de bacillus anthracis chez la souris.

Le facteur |étal et I'antigene protecteur sécrétés par bacillus anthracis s'associent pour former la toxine |é-
tale. Capturer par un endosome, l'antigéne protecteur permet la libération du facteur létal dans le cytosol
provoquant ainsi I'activation du récepteur NLRP1b via un mécanisme encore mal compris. La formation de
I'inflammasome NLRP1b aboutit au clivage de la caspase-1 qui provoque la maturation et la sécrétion des
deux cytokines pro-inflammatoires : IL-1B et IL-18 ainsi que la mort des cellules par pyroptose.
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la découverte d’'un complexe multiprotéique appelé I'inflammasome. Cet inflammasome est a la

base des recherches de notre équipe et sera décrit dans la suite de ce chapitre.

B. Une plateforme moléculaire : I'inflammasome

Décrit pour la premiére fois par F. Martinon et J. Tschopp en 2002, I'inflammasome est
considéré comme une plateforme cytosolique et multiprotéique aboutissant a I'activation de la
caspase inflammatoire, caspase-1 (Martinon et al., 2002). Il est composé d’un récepteur de I'im-
munité innée, de la protéine adaptatrice ASC, et donc de la caspase-1. Alors que la famille des
NLRPs est composée de 14 membres, seuls 5 d’entre eux ont été formellement identifiés comme
étant capables de former un inflammasome, il s’agit de NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRP6 et NLRP12
(Agostini et al., 2004; Elinav et al., 2011b; Martinon et al., 2002; Minkiewicz et al., 2013; Vladimer
et al., 2012). NAIP et NLRC4, deux autres NLRs sont également capables de former un inflam-
masome. Enfin, deux autres récepteurs IFI16 (Interferon gamma-inducible protein 16) et AIM2,
membres des senseurs de I'’ADN cytoplasmiques (ou AIM2-Like Receptors, ALR), peuvent égale-
ment former un inflammasome en présence de leur ligand (Lamkanfi and Dixit, 2014) (Figure 7).

La caspase-1 est une protéase a cystéine qui, lorsqu’elle est activée, intervient dans le
clivage de précurseurs de deux cytokines pro-inflammatoires : la pro-IL-1B et la pro-IL-18. La
maturation des deux cytokines est suivie de leur sécrétion dans le milieu extracellulaire (Li et al.,
1995). Outre le clivage et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, la caspase-1 induit égale-

ment un type de mort cellulaire appelé pyroptose (Miao et al., 2011).

C. Les inflammasomes

a. NLRP1

i. Humain/Souris

Chez I’humain, la structure du récepteur NLRP1 differe légerement des autres NLRPs.
Outre ses domaines PYD, NACHT et LRR que I'on retrouve dans toute la famille, NLRP1 possede
également un domaine FIIND (Function to find) suivi d’'un domaine CARD dans sa partie C-ter-
minale. Si le r6le du domaine FIIND reste inconnu, la présence du domaine CARD suggére que
NLRP1 pourrait interagir directement avec la caspase-1. Le muramyl dipeptide (MDP), un com-
posant du peptidoglycane, induit un changement de conformation chez le NLRP1 humain qui lui
permet d’activer directement la caspase-1. Si I'absence de ASC n’empéche pas l'activation de cet
inflammasome in vitro, la présence de cet adaptateur améliore I'activation de la caspase-1 aprés
activation de NLRP1 par le MDP (Faustin et al., 2007). Cependant, depuis ces premieres observa-
tions, l'activation du récepteur NLRP1 humain par le MDP n’a pas été reproduit.

Au cours de I'évolution, le locus contenant le gene NLRP1 s’est dupliqué dans le génome
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Activateur de l'inflammasome NLRP3

Références

Micro-organismes (PAMPs)

Voies d'activation impliquées

Candida Albicans

Efflux de potassium, ROS

Gross et al. 2009, Joly S. et al. 2009

Staphylococcus aureus

Efflux de potassium, ROS

Mariathasan et al. 2006

Listeria monocytogenes

Rupture lysosomale, efflux de potassium

Meixenberger K et al. 2010

Adenovirus Rupture lysosomale, ROS Muruve et al. 2008, McGuire et al. 2011
Influenza A Rupture lysosomale, ROS Allen IC et al. 2009
Virus Sendai Non défini Kanneganti et al. 2006

Toxine bactérienne (Nigéricine)

Efflux de potassium, ROS

Mariathasan et al. 2006, Pétrilli et al. 2007 (a)

Signaux de dangers endogénes (DAMPs)

ATP

Efflux de potassium, ROS

Mariathasan et al. 2006, Pétrilli et al. 2007 (a)

b-amyloide

Rupture lysosomale

Halle A et al. 2008

Cristaux d'acide urique

Rupture lysosomale, efflux de potassium, ROS

Martinon et al. 2006, Pétrilli et al. 2007 (a)

Cristaux de cholestérol

Rupture lysosomale, efflux de potassium

Rajamaki K et al. 2010

Facteurs environnementaux

Alum Rupture lysosomale, ROS Kool M et al. 2008
Amiante Rupture lysosomale, ROS Dostert C et al. 2008
Silice ROS Dostert C et al. 2008

Tableau 1 : Activateurs et voies d’activations de I'inflammasome NLRP3.
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murin et a fait émerger trois paralogues : NLRP1a, NLRP1b, NLRP1c. Parmieux, NLRP1b a été iden-
tifié pour induire la sécrétion d’IL-1B, d’'IL-18 et la mort de macrophages de souris en réponse a
la toxine |étale (LT) de Bacillus Anthracis (Cordoba-Rodriguez et al., 2004). Cette sensibilité a la LT
est observée uniquement dans certains fonds génétiques de souris (Boyden and Dietrich, 2006)
exprimant un NLRP1b fonctionnel. En effet, il existe de nombreux variants de NLRP1b et seuls
certains d’entre eux conferent une sensibilité a la toxine |étale de bacillus anthracis (Sastalla et
al., 2013). De maniere intéressante, le domaine PYD présent en N-terminal du NLRP1 humain est
absent de la protéine NLRP1b chez la souris suggérant une interaction directe avec caspase-1 via
le domaine CARD toujours présent en C-terminal (Figure 7). De nombreuses études démontrent
gue la formation de lI'inflammasome NLRP1b par la LT dépend d’échanges ioniques entre le mi-
lieu intra- et extracellulaire suggérant un lien entre I'activation des inflammasomes NLRP1b et
NLRP3 (Pétrilli et al., 2007a; Wickliffe et al., 2008a). A I'instar de NLRP1b, une forme mutée de
NLRP1a est également capable de former un inflammasome et de provoquer une sécrétion d’IL-

1B (Masters et al., 2012). NLRP1c est pour sa part peu connu.

ii. Mécanisme d’activation de I'inflammasome NLRP1b

La toxine létale de Bacillus Anthracis est une toxine composée de deux protéines : le fac-
teur létal et 'antigéne protecteur. L'antigéne protecteur se fixe a la surface des cellules et forme
un pore permettant au facteur |étal de pénétrer dans le cytosol (Figure 8). Le facteur létal est une
protéase qui a la capacité de cliver et d’inactiver les kinases de la voie des MAP kinases (Turk,
2007). Cette fonction protéinase est également nécessaire a l'activation de NLRP1b, suggérant
gue le facteur létal n’est pas seulement un ligand de NLRP1b mais que NLRP1b détecte son acti-
vité protéinase (Hellmich et al., 2012; Levinsohn et al., 2012).

Un premier modele, décrit par Boyden et Dietrich en 2006, propose un clivage direct de
NLRP1b par le facteur létal qui aboutirait a son activation (Boyden and Dietrich, 2006). Ce modéle
a été confirmé par de nombreuses études qui montrent que la toxine |étale est capable de cliver
la partie N-terminale de NLRP1b et que ce clivage est nécessaire et suffisant pour induire la for-
mation de I'inflammasome, la sécrétion de cytokines et la pyroptose (Chavarria-Smith and Vance,
2013). D’un autre coté, d’autres études ont montré que des inhibiteurs du protéasome peuvent
empécher le clivage et I'activation de NLRP1b par le facteur Iétal. Ces études suggerent alors que
cette activation serait indirecte et passerait par le clivage d’un facteur inconnu recouvrant la par-
tie N-terminale de NLRP1b (Squires et al., 2007; Wickliffe et al., 2008b).
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Figure 9 : Mécanisme de formation de I'inflammasome NLRP3 via un premier signal dit de «priming» et
un second signal d’activation (inspiré de Bodnar-Wachtel, 2015, n° d’ordre 184-2015).

L'activation d’'un TLR ou de I'lL-1R permet de libérer le facteur de transcription NF-kB responsable de la
synthese d’IL-1B et de NLRP3 peu exprimés a I'état basal. Ce signal de priming permet également d’activer
BRCC3 conduisant a la dé-ubiquitination de NLRP3, étape nécessaire a son activation.
Aujourd’hui, trois principaux signaux aboutissent a la formation de I'inflammasome NLRP3 :

- La libération de cathepsin B par rupture lysosomale.

- La fuite d’ion potassium via 'ouverture de pores dans la membrane plasmique.

- La synthese de ROS provenant en majeure partie de la mitochondrie.
L'activation de NLRP3 aboutit a son oligomérisation et au recrutement de ASC et de la caspase-1 au sein
d’un agrégat provoquant I'auto-protéolyse et I'activation de la caspase-1. Ainsi activée, la caspase-1 clive
et induit la libération des cytokines pro-inflammatoires IL-1B et IL-18 ainsi que la mort des cellules par
pyroptose.



b. NLRP3

i. Description

Linflammasome NLRP3 est I'un des inflammasomes les plus documentés. Découvertily a
maintenant 12 ans par le laboratoire de Jirg Tschopp (Agostini et al., 2004), il a encore accumulé
plus de 600 publications sur I'année 2015.

Le role de I'inflammasome NLRP3 a d’abord été découvert dans les cellules immunitaires
telles que les macrophages et les cellules dendritiques mais les recherches ont permis d’établir
gue d’autres types cellulaires expriment I'inflammasome NLRP3 et sont également capables de
produire de I'IL-1B lorsqu’il est activé (Kummer et al., 2007; Watanabe et al., 2007).

La particularité de I'inflammasome NLRP3 est d’étre impliqué dans la réponse immuni-
taire a un grand nombre de pathogénes, de signaux de dangers mais également de facteurs envi-
ronnementaux (Cassel et al., 2009)(Tableau 1). La diversité des molécules pouvant activer NLRP3
suggere qu’elles ne se lient pas directement au récepteur mais qu’elles provoquent une cascade
de signalisation aboutissant a la formation de I'inflammasome NLRP3. Parmi les activateurs de
NLRP3, on retrouve un grand nombre de PAMPs issus de bactéries, de virus et de champignons
(Tableau 1). En effet, de nombreuses études effectuées dans des cellules immunitaires myéloides
telles que les macrophages ont permis de démontrer I'activation de NLRP3 par des toxines bac-
tériennes, comme la nigéricine issue de Streptomyces hygroscopicus ou la listériolysine O issue
de Listeria monocytogenes (Mariathasan et al., 2006), par 'ARN venant de bactéries (Kanneganti
et al., 2006) ou de virus tel que le virus influenza A (Allen et al., 2009), ou méme par la levure
Candida albicans (Joly et al., 2009). Outre sa capacité a détecter des PAMPs, I'inflammasome
NLRP3 peut également se former en réponse a divers signaux de dangers endogenes (DAMPs).
En 2006, des études chez la souris ont permis de découvrir que les cristaux d’acide urique (MSU,
Monosodium Urate Crystals) provoquent I'activation de I'inflammasome NLRP3. En effet, la sé-
crétion des cytokines IL-1B et IL-18 lors d’un traitement au MSU est inhibée en absence du ré-
cepteur NLRP3, de ASC ou de la caspase-1 (Martinon et al., 2006). Cette découverte a notam-
ment permis de comprendre le role de I'inflammasome NLRP3 dans les crises de goutte dues
a une accumulation de cristaux d’acide urique au niveau des articulations et responsable d’une
inflammation chronique (Martinon et al., 2006). La découverte du role de NLRP3 dans la détec-
tion d’autres agents endogénes tels que les cristaux de cholestérol (Duewell et al., 2010) ou la B
amyloide (Halle et al., 2008) a également permis de suggérer un role de I'inflammation dans des
pathologies telles que I'athérosclérose ou la maladie d’Alzheimer (Duewell et al., 2010; Heneka
et al., 2013). Enfin, 'ATP extracellulaire, potentiellement relargué par des cellules endommagées,
active également 'inflammasome NLRP3 via la liaison au récepteur P2X7, un canal potassique,

a la surface des cellules (Mariathasan et al., 2006). La derniére catégorie de molécules capables
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d’activer le récepteur NLRP3 est composée de facteurs environnementaux tels que les cristaux de
silice, I'amiante ou I'alum (Tableau 1). Les macrophages sont capables d’absorber ces particules,
via phagocytose, mais leur incapacité a les dégrader provoque |'activation de I'inflammasome

NLRP3 et la sécrétion d’IL-1 (Dostert et al., 2008; Hornung et al., 2008).

ii. Un mécanisme d’activation en 2 temps

L'activation de I'inflammasome NLRP3 est un mécanisme qui s’effectue en 2 temps. NLRP3
étant peu exprimé a I'état basal dans les cellules, un premier signal dit de «priming» est néces-
saire afin d’induire sa transcription, sa traduction ainsi qu’une étape de dé-ubiquitination es-
sentielle a son activité (Juliana et al., 2012; Py et al., 2013)(Figure 9). Cette étape de priming est
généralement réalisée par I'activation d’un PRR ou de certains récepteurs aux cytokines abou-
tissant a l'activation du facteur de transcription NF-kB comme décrit précédemment. Ce signal
permet également d’induire la synthése de la pro-IL-1B, I'un des susbtrats de la caspase-1, dont
la transcription est régulée par le facteur NF-kB. Pour simuler cette étape de priming, les cel-
lules immunitaires cultivées in vitro sont généralement stimulées avec du LPS, le ligand de TLR4
(Bauernfeind et al., 2009; Pétrilli et al., 2007a) (Figure 9). Prétes a agir, les cellules peuvent alors
étre traitées avec un activateur de NLRP3.

Malgré le grand nombre d’agonistes de NLRP3 mis en évidence, son véritable ligand n’a
pas encore été découvert et aujourd’hui, 3 modéles d’activation complémentaires et non exclu-
sifs de I'inflammasome NLRP3 ont été proposés : I'efflux d’ions potassium (K+), la rupture lysoso-
male et la génération de ROS (Reactive Oxygen Species) (Figure 9).

Lefflux d’ions potassium est un mécanisme commun a de nombreux activateurs de I'in-
flammasome NLRP3. En effet, 'ATP extracellulaire se fixe et active le canal membranaire P2X7
aboutissant a une fuite d’ions et responsable d’'une diminution des ions K+ dans le cytosol des
cellules (Ferrari et al., 2006) (Figure 9). D'autres activateurs tels que les toxines bactériennes,
comme la nigéricine, forment de pores membranaires résultant également en la fuite d’ions K+.
En effet, nos cellules maintiennent un gradient de concentration d’ion potassium entre le cytosol
et le milieu extracellulaire. La concentration intracellulaire est plus forte que la concentration
extracellulaire et est entretenue au moyen de pompes situées dans la membrane plasmique.
Ainsi, en saturant le milieu extracellulaire en ions K+ et ainsi en évitant I'efflux d’ions, V. Petrilli et
collegues ont démontré que l'activation de I'inflammasome NLRP3 dépend d’un efflux de K+ de
la cellule (Pétrilli et al., 2007a).

Comme précisé précédemment, certains activateurs de NLRP3 sont de larges particules,
telles que I'alum ou la silice, phagocytées par les cellules immunitaires. L'incapacité a dégrader
ces facteurs provoquent une déstabilisation et une rupture des lysosomes provoquant une libé-

ration de la protéine lysosomale, la cathepsine B, dans le cytosol (Duewell et al., 2010; Hornung
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et al., 2008) (Figure 9). La cathepsine B est une protéase qui a la capacité de se lier directement
au récepteur NLRP3 provoquant son oligomérisation et I'activation de I'inflammasome (Bruchard
et al., 2013).

Le dysfonctionnement des mitochondries est le principal générateur de ROS dans le cyto-
sol des cellules. En cas de stress cellulaire en réponse au MSU, a la silice ou a I'ATP, la génération
de ROS est nécessaire pour l'activation de I'inflammasome NLRP3 (Dostert et al., 2008; Pétrilli
et al., 2007b) (Figure 9). Zhou et collegues montrent qu’en réponse a de nombreux activateurs
de l'inflammasome NLRP3, la génération de ROS provoque la libération de la protéine thiore-
doxin-interacting protein (TXNIP) qui peut alors se fixer et activer NLRP3 (Zhou et al., 2010).
Outre TXNIP, des études ont montré que 'ADN mitochondrial oxydé, libéré dans le cytosol par
les mitochondries au cours de I'apoptose, fixe NLRP3 et provoque l'activation de I'inflammasome
(Shimada et al., 2012). Enfin, les derniers travaux effectués dans I'équipe de M. Karin ont permis
de démontrer que les mitochondries endommagées sont responsables de I'activation de I'inflam-
masome NLRP3 via la génération de ROS (Zhong et al., 2016).

Contrairement aux expériences réalisées in vitro, les deux étapes d’activation de I'inflam-
masome in vivo sont probablement réalisées au méme moment. En effet, I'injection de bactéries
ou de signaux de dangers détectés par NLRP3 dans le péritoine de souris provoque une forte
inflammation dépendante de I'activation de I'inflammasome (Martinon et al., 2006). Lors d’une
infection par un pathogene, tel que Listeria monocytogenes, de nombreux PAMPs provoquent
alors une activation, a la fois, des TLRs, responsables du priming, et de NLRP3 résultant en une

activation de l'inflammasome.

iii. Régulation de I'inflammasome NLRP3

En étudiant les relations entre les protéines R de la plante et les NLRs, A. Mayor et J.
Tschopp ont montré que les récepteurs NLRP3 et NLRC4 sont maintenus dans un état confor-
mationel inactif a I'état basal grace a HSP90 et SGT1 (Mayor et al., 2007) (Figure 9). Potentielle-
ment identique pour tous les récepteurs, cet état maintien les protéines dans un état inactif et
améliore leur activation. L'activation du récepteur via son domaine LRR provoque le retrait des
protéines chaperonnes et induit son oligomérisation via son domaine NACHT. Outre le retrait de
protéines chaperonnes, la protéine NLRP3 doit étre déubiquitinée afin d’étre capable de former
I'inflammasome. En effet, 'absence de la déubiquitinase BRCC3 (BRCA1/BRCA2-containing com-
plex 3) empéche I'activation de I'inflammasome NLRP3 (Juliana et al., 2012; Py et al., 2013). Lex-
pression de BRCC3 est régulée au niveau transcriptionnel par la voie des MAP kinases, induites
par I'activation des TLRs (Boudreau et al., 2007) (Figure 9). Cette étape de déubiquitination aurait
donc lieu en méme temps que le signal de «priming» de NLRP3.

Derniérement, trois équipes indépendantes ont démontré un role inattendu de la pro-
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téine NEK7 (Never In Mitosis A ou NIMA-related kinase 7) dans l'activation de I'inflammasome
NLRP3 (Figure 9). En effet, 'absence de NEK7 dans des macrophages empéche l'activation de
I'inflammasome NLRP3 en réponse a divers stimuli (He et al., 2016; Schmid-Burgk et al., 2016;
Shi et al., 2016). Connue pour son réle indispensable au cours de la mitose, notamment via la
formation du fuseau mitotique (Fry et al., 2012), ces travaux ont montré que NEK7, indépen-
damment de son activité kinase, interagit directement avec NLRP3 et favorise la formation de

I'inflammasome (Figure 7).

iv. L'inflammasome NLRP3 non canonique

Linflammasome non canonique est un mécanisme d’activation de I'inflammasome NLRP3
non conventionnel et nécessitant l'activation en amont de la caspase-11.

C’est en 2011 que I'équipe de Vishva M. Dixit a mis en évidence ce nouveau mécanisme
d’activation pour I'inflammasome NLRP3. En effet, alors que les pathogénes intracellulaires tels
gue Escherichia Coli sont connus pour activer I'inflammasome NLRP3, les macrophages isolés de
souris de souche 129 ne produisent pas d’IL-1B en réponse a ces pathogénes. Leur équipe a alors
démontré que ce phénomene est lié a une mutation de la caspase-11 dans ce fond génétique
de souris (Kayagaki et al., 2011). La caspase-11 est activée par de nombreux types de bactéries
Gram-négatives qui infectent le cytosol des cellules (Broz et al., 2012; Case et al., 2013; Casson
et al., 2013; Gurung et al., 2012; Rathinam et al., 2012) mais pas par des bactéries Gram-posi-
tives. Plus tard, d’autres équipes ont montré que le LPS présent dans la membrane des bactéries
Gram-négatives lie directement la caspase-11 et I'active (Hagar et al., 2013; Kayagaki et al., 2013;
Shi et al., 2014). Plus récemment et au moyen de la technologie CRISPR-Cas9, I'équipe de V.M.
Dixit a démontré que la caspase-11 a pour substrat la Gasdermin D. Clivée par la caspase-11 en
réponse au LPS intracellulaire, la Gasdermin D induit alors la pyroptose et active I'inflammasome

NLRP3 aboutissant a I'activation de la caspase-1 et a la sécrétion de I'IL-1[3 (Kayagaki et al., 2015).

c. AIM2

Le récepteur AIM2 fait partie des récepteurs d’ADN de la famille PYHIN et non des NLRs
comme les autres protéines capables de former un inflammasome. La reconnaissance directe
de 'ADN double brin cytosolique par AIM2 induit le recrutement de I'adaptateur ASC via une
interaction homotypique des domaines PYD de AIM2 et ASC, la formation de I'inflammasome et
la sécrétion d’IL-1B (Fernandes-Alnemri et al., 2009; Hornung et al., 2009). AIM2 est capable de
détecter, a partir de 80 paires de bases, 'ADN double brin de bactéries telles que Francisella Tu-
larensis ou Listeria Monocytogenes, de virus ou méme synthétique Poly(dA:dT) sans distinction
(Jin et al., 2012; Rathinam et al., 2010).

Récemment, deux études ont montré que I'absence de la DNase-Il dans un modele mu-

rin provoque une accumulation d’ADN dans le cytosol qui active AIM2 et induit la formation de
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I'inflammasome (Baum et al., 2015; Jakobs et al., 2015). Linflammation résultant de |'activation
anormale d’AIM2 par I'ADN endogene provoque le développement d’arthrite chez la souris.
Indépendamment de I'inflammasome, AIM2 interagit directement avec DNA-PK (DNA-de-
pendent protein kinase) et empéche son activation a I'état basal dans la cellule. DNA-PK est un
membre de la famille des PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) qui est impliqué dans l'activation
d’Akt, un important activateur des voies de survie cellulaire. Ainsi, 'absence d’AIM2 dans un mo-
dele de cancers du colon induit chez la souris provoque une plus forte activation d’Akt, favorisant
I'apparition de tumeurs colorectales (Wilson et al., 2015). AIM2 participe donc a la lutte contre

I'apparition de cellules tumorales en inhibant les voies de survie cellulaire.

d. NLRC4

La flagelline ainsi que certains systémes de sécrétions bactériens sont capables d’acti-
ver un inflammasome dépendant du récepteur NLRC4 (Zhao et al., 2011). Plus précisément, les
PAMPs bactériens responsables de la formation de I'inflammasome NLRC4 activent les récepteurs
cytosoliques NAIP (NLR family of Apoptosis Inhibitory Proteins) qui recrutent et activent NLRC4.
Chez la souris, NAIP5 reconnait la flagelline bactérienne tandis que NAIP1 et 2 reconnaissent des
composants du systéme de sécrétion de type 3 (T3SS) (Lightfield et al., 2008; Rayamajhi et al.,
2013; Suzuki et al., 2014). Récemment I'inflammasome NLRC4 a pu étre observé par cryo-micros-
copie électronique permettant d’en déduire ses étapes d’activation (Hu et al., 2015; Zhang et al.,
2015). Dans un premier temps, NAIP reconnait de maniere spécifique un ligand de pathogéne
déclenchant alors une modification de sa conformation dans une forme «active». La forme ac-
tive de NAIP rentre alors en contact avec NLRC4 provoquant également une modification de sa
conformation. La protéine NLRC4 ainsi activée recrute de nouvelles molécules de NLRC4 jusqu’a
former un disque induisant une oligomérisation des domaines CARD présents sur NLRC4. Ce re-
groupement de domaine CARD provoque le recrutement de la caspase-1 via des interactions
homotypiques CARD-CARD, déclenche sa dimérisation, son autoprotéolyse et ainsi son activation
(Hu et al., 2015; Zhang et al., 2015).

NLRC4 ne possédant pas de domaine PYD en N-terminal mais un domaine CARD, elle
peut interagir directement avec la caspase-1. Cependant, comme pour I'inflammasome NLRP1,
la présence ASC améliore grandement l'efficacité de cet inflammasome a produire de I'IL-1B et a
induire la pyroptose (Broz et al., 2010; Mariathasan et al., 2004).

De maniére intéressante, les études sur I'inflammasome NLRC4 dans les cellules épithé-
liales de I'intestin montrent que I'absence de NAIP ou de NLRC4 dans ces cellules provoque une
sensibilité accrue a Salmonella mais que cette sensibilité serait indépendante de la sécrétion
d’IL-1B ou d’IL-18 et de la mort par pyroptose (Nordlander et al., 2014; Sellin et al., 2014). Ces

recherches permettent d’envisager des roles différents de I'inflammasome selon le type cellulaire
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qui I'exprime.

e. Autres inflammasomes

Du fait de leur récente découverte, il reste probablement a découvrir d’autres récepteurs
capables de former un inflammasome. Récemment, Yersinia pestis, la bactérie responsable de
la peste, a été montrée comme étant un activateur d’'un inflammasome dépendant du récep-
teur NLRP12 (Vladimer et al., 2012). Le récepteur NLRP6, exprimé dans les cellules immunitaires
ou des cellules épithéliales, est également capable de former un inflammasome (Elinav et al.,
2011b). 'absence de NLRP6 chez la souris provoque une modification de la composition de leur
microbiote caractérisée par une augmentation de bactéries de la famille TM7 ou de Prevotellacae
et d’'une diminution des Lactobacillus (Elinav et al., 2011b) suggérant un role de I'inflammasome
dans la régulation du microbiote. De plus, les souris NLRP6 KO sont plus sensibles et développent
plus de tumeurs dans des modeles de colites induites pas DSS (Dextran-sodium sulfate) (Chen et
al., 2011; Elinav et al., 2011b; Normand et al., 2011).

Membre des récepteurs d’/ADN comme AIM2, IFI16 détecte '’ADN viral ayant pénétré dans
la cellule. En présence de son ligand, il est capable de former un inflammasome d’une part (Kerur

et al., 2011) et d’induire les voies de production de I'lIFN d’autre part (Unterholzner et al., 2010).

f. Inflammasomopathies

Outre les pathologies liées a une activation récurrente de I'inflammasome, telles que les
crises de goutte, il existe également des pathologies familiales liées a des mutations ou des va-
riants d’expression des récepteurs formant des inflammasomes. Chez ’lhumain, des variants du
geéne codant pour la protéine NLRP1 sont notamment responsables de I'apparition de vitiligo, une
maladie inflammatoire chronique liée a la destruction des mélanocytes et a une dépigmentation
de la peau (Jin et al., 2007).

Anciennement nommé cryopyrin, des mutations du gene NLRP3 sont associées a trois
types de Cryopyrinopathies, ou Cryopyrin-associated periodic syndroms (CAPS). On y retrouve le
syndrome familial auto-inflammatoire au froid (FCAS) peu sévére, le syndrome de Muckle-Wells
(MWS) de phénotype intermédiaire, et le syndrome chronique infantile neurologique cutané et
articulaire (CINCA) tres sévere. Découvertes avant méme que NLRP3 soit identifié comme un
récepteur menant a la formation d’un inflammasome, la majorité des mutations atteignent le
NACHT de la protéine codé au niveau de I'exon 3 du géne NLRP3 (Hoffman et al., 2001). Les mu-
tations a l'origine de ces syndromes inflammatoires causent I'activation constitutive de NLRP3
dans les monocytes et provoquent une production excessive d’IL-1B (Dowds et al., 2004). Alors
gue les traitements anti-inflammatoires a base de corticostéroides étaient peu efficaces, les trai-
tements ciblant I'IL-1R ont participé a une diminution spectaculaire des symptomes chez les pa-

tients (Goldbach-Mansky et al., 2006; Hawkins et al., 2003).
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D. Les autres composants de I'inflammasome

a. Ladaptateur ASC

L'adaptateur ASC est une protéine de 22 kDa composée d’un domaine PYD N-terminal et
d’un domaine CARD C-terminal dont la principale fonction est l'activation de la caspase-1 (Srini-
vasula et al., 2002).

Récemment, des études sur la structure des inflammasomes AIM2 et NLRP3 ont permis
de démontrer que leur domaine PYD est capable d’induire la polymérisation de type prion du
domaine PYD de I'adaptateur ASC (Cai et al., 2014; Lu et al., 2014). Cette polymérisation se carac-
térise par I'apparition d’'un agrégat de protéine visualisable par immunofluorescence et cytomé-
trie (Sester et al., 2015). Les filaments de ASC exposent alors a leur surface des domaines CARD
permettant le recrutement de la forme entiére de la caspase-1 via des interactions homotypiques
de type CARD/CARD. De récentes recherches ont montré que des specks de ASC peuvent s’ac-
cumuler dans le microenvironnement de cellules mourant par pyroptose (Franklin et al., 2014).
De maniére intéressante, ces agrégats de ASC peuvent alors étre phagocytés par des cellules
immunitaires environnantes et, de par leur activité «prion», propager I'inflammation en activant

la caspase-1 dans ces cellules.

b. Lacaspase-1

La caspase-1 ft initialement découverte pour son réle dans la maturation de la pro-IL-
1B et nommée en conséquence IL-1B-converting enzyme (ICE) a la fin des années 1980 (Black
et al., 1989; Kostura et al., 1989). La caspase-1, sous sa forme entiere de 45 kDa, posséde un
domaine CARD en N-terminal, un domaine contenant la longue sous-unité catalytique (p20), et
un domaine court (p10) en C-terminal renfermant la petite sous-unité catalytique de I'enzyme.
Ces 3 domaines sont séparés par des interdomaines de petite taille. Le recrutement de la forme
entiere de caspase-1 au sein du complexe de I'inflammasome permet son auto-activation et la
formation d’un tétramére composé de 2 sous-unités p20 et 2 sous-unités p10 selon modele de
«proximity-induced dimerization» décrit en 2003 par Boatright et al. (Boatright and Salvesen,
2003). En 2010, Petr Broz et colléegues ont montré que la forme longue de la caspase-1 est
capable d’induire la pyroptose apres I'activation de I'inflammasome NLRC4 par S. Typhimurium
ou L. Pneumophilia (Broz et al., 2010). En effet, la ré-expression d’'une forme non clivable de
la caspase-1 (mutée sur chacun de ses sites de clivage) dans des macrophages déficients pour
la caspase-1 restaure la mort, mais faiblement la sécrétion d’IL-1B, induite par I'activation de
I'inflammasome NLRC4 via S. Typhimurium et L. Pneumophilia, tandis que la ré-expression d’une
forme catalytiguement inactive de la caspase-1 en est incapable (Broz et al., 2010). Durant mes

travaux de thése, nous avons affiné le modeéle proposé par Petr Broz et étendu ce mode d’action
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Figure 10 : Roles de I'IL-1B au sein de l'organisme.
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Sécrétée en présence d’'un pathogene ou de signaux de dangers, I'lL-1 favorise le recrutement de cel-

lules immunitaires via la stimulation des cellules endothéliales, la prolifération des cellules myéloides en

général et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-6.

Lors de sa diffusion, I'IL-1B augmente la température corporelle en agissant sur le complexe thermo-ré-

gulateur de la glande hypothalamo-hypophysaire. Elle agit également sur le foie, permettant la synthése

de protéines de réponse de la phase aigie.
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a I'inflammasome NLRP1b.

Outre I'activation des cytokines pro-IL-1B et pro-IL-18 et I'induction de la mort des cellules
par pyroptose, de nombreux réles pro-inflammatoires ont été décrits pour la caspase-1. La forme
active de la caspase-1 est notamment responsable de I'activation du facteur de transcription NF-
kB via de nombreux mécanismes : clivage de MAL (Myd88 Adapter-Like), activation de I'IL-1R via
la sécrétion de I'lL-1B, ou encore activation de la caspase-7 (Dinarello, 2009; Erener et al., 2012;
Miggin et al., 2007).

De maniére intéressante, la caspase-1 régule également des voies de signalisation an-
ti-inflammatoire au sein de la cellule. En effet, son activité catalytique est responsable du clivage
et de l'activation de I'IL-37, une cytokine connue pour son réle anti-inflammatoire (Bulau et al.,
2014; Nold et al., 2010). Une autre cytokine pro-inflammatoire de la famille des IL-1, I'IL-33, est
clivée par la forme active de la caspase-1. Mais contrairement a la pro-IL-1pB et la pro-IL-18, le cli-
vage de I'lL-33 provoque son inactivation, démontrant un réle anti-inflammatoire de la caspase-1

(Cayrol and Girard, 2009).
c. Lacaspase-8

Outre son interaction avec la caspase-1, des études ont montré que la protéine ASC
pouvait également interagir avec la caspase-8, une caspase initiatrice de la voie extrinséque de
I'apoptose (Masumoto et al., 1999, 2003). Contrairement aux interactions CARD-CARD entre la
caspase-1 et ASC, la caspase-8 et ASC interagissent via leurs domaines DED (Death effector do-
main) et PYD respectivement (Masumoto et al., 1999, 2003; Vajjhala et al., 2015). Des recherches
ont montré qu’en absence de la caspase-1, les inflammasomes NLRP3 et AIM2 sont capables
d’activer la caspase-8 (Pierini et al., 2012; Sagulenko et al., 2013), ce qui aboutit a la mort cellu-

laire par apoptose et a la sécrétion d’IL-1 (Antonopoulos et al., 2015).
E. Les fonctions biologiques régulées par I'inflammasome

a. UIL-1B

La famille de l'interleukine-1 est un groupe de cytokines impliquées dans la défense de
I'organisme contre des pathogenes. Elle est formée de 11 membres, 7 dont I'IL-13 et I'IL-18 sont
des ligands de récepteurs, 3 sont des antagonistes de récepteurs et le dernier membre est une
cytokine anti-inflammatoire.

L'IL-1B est une cytokine pro-inflammatoire peu exprimée a I'état basale dans les cellules
immunitaires. Son expression peut notamment étre induite par la stimulation des TLRs et elle est
alors synthétisée sous la forme d’un précurseur inactif (Weber et al., 2010). Au sein de la cellule,
I'étape de maturation de I'lL-1B est médiée par I'inflammasome et la caspase-1 (Gross et al.,

2012). Lorsqu’elle se retrouve dans le milieu extracellulaire, la pro-forme de I'lL-1B peut égale-
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ment étre activée par des protéases sécrétées par les neutrophiles telles que la protéinase 3, la
granzyme A, I'élastase etc... (Guma et al., 2009; Joosten et al., 2009).

Le mécanisme aboutissant a la sécrétion de la pro-forme et de la forme active de I'lL-1B
est encore mal compris. Lactivation de la caspase-1 aboutissant a la mort de la cellule par py-
roptose et a la libération du contenu intracellulaire, I’hypotheése la plus simple est que I'lL-1B est
libérée de maniére passive lors de la mort induite par la caspase-1. Cette hypothése est soutenue
par des études montrant que la sécrétion de I'lL-13 est indissociable de la mort lors de I'activation
de la caspase-1 via l'utilisation de techniques d’imagerie sur des cellules isolées (Cullen et al.,
2015; Liu et al., 2014; Shirasaki et al., 2014). En revanche, deux récentes études montrent que
I'activation de NLRP3 et NLRC4 dans les neutrophiles provoque la sécrétion de I'lL-1 en absence
de mort cellulaire (Chen et al., 2014; Karmakar et al., 2015). Enfin, d’autres données suggerent
gue la sécrétion de I'lL-1B est un mécanisme actif. En effet, la sécrétion d’IL-1B aprés activation de
I'inflammasome semble intervenir en amont de la libération du contenu intracellulaire (Brough
and Rothwell, 2007; Gross et al., 2012; Silveira and Zamboni, 2010). Bien que la libération d’IL-13
et la pyroptose induites par 'activation de la caspase-1 soient deux évenements ayant lieu simul-
tanément, il semblerait qu’ils soient dissociables au moins dans certains types cellulaires.

Sécrétée dans le microenvironnement, la forme active de I'lL-1f se fixe a son récepteur,
I'IL-1R, qui est composé d’'un domaine TIR permettant d’enclencher les voies de I'inflammation
via MyD88 et NF-kB comme décrit chez les TLRs (Weber et al., 2010). L'IL-1R est exprimé par de
nombreux types cellulaires au sein de I'organisme. Selon le type cellulaire qui exprime son récep-
teur, I'lL-1B peut, entre autre, induire la fievre via son action pyrogene sur le systéme nerveux
central, augmenter la sécrétion de cytokines par les cellules immunitaires et induire I'expression
de molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales (ICAM) et vasculaires (VCAM) (Dinarello,
2009) favorisant ainsi le recrutement des cellules immunitaires sur le site de I'inflammation (Fi-
gure 10). Avec I'lL-1a, I'IL-1b régule I'expression des facteurs de transcriptions IRF4 et RORyt au
sein des lymphocytes T, favorisant leur différentiation en lymphocytes T helper 17 (Th17) (Chung,
2009).

LIL-1Ra est I'antagoniste naturel de I'IL-1R (Dinarello, 1991). Laffinité de I'lL-1Ra pour
I'IL-1R est plus forte que I'lL-1a et I'IL-1B lui permettant de bloquer la signalisation de ces deux
cytokines (Dinarello and van der Meer, 2013). La forme recombinante de I'lL-1Ra, I'anakinra, est
aujourd’hui utilisée pour traiter des maladies auto-inflammatoires telles que les cryopyrinopa-
thies (Jesus and Goldbach-Mansky, 2014).

b. LIL-18
Contrairement a I'lL-18, I'IL-18 ne nécessite pas de stimulus et se retrouve sous la forme

d’un précurseur de maniére constitutive dans les cellules. Elle a été observée dans les cellules im-
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munitaires mais également dans les kératinocytes et les cellules épithéliales (Puren et al., 1999).

'étape de maturation de I'lL-18 est également médiée par la caspase-1 et I'inflammasome
et méne a sa libération dans le milieu extracellulaire. Sécrétée dans le microenvironnement, I'lL-
18 est un inducteur important de I'lFN-y via son action sur les cellules NKs en combinaison avec
d’autres cytokines telles que I'lL-12 ou I'lL-15 (Siegmund et al., 2001; Takeda et al., 1998). l'IL-18
binding protein (IL-18BP) est 'antagoniste naturel de I'lL-18. Sa forte affinité pour I'lL-18 lui per-

met de se fixer sur la cytokine et 'empéche d’activer son récepteur I'lL-18R (Novick et al., 2001).
c. Larégulation d’autres cytokines

En dehors de I'IL-1B et I'lL-18, la caspase-1 est également capable de réguler 'activité de
deux autres cytokines : I'lL-33 et I'lL-37. L'IL-33 est synthétisée sous une forme active localisée
dans le noyau des cellules (Carriere et al., 2007) dont la fonction immunitaire dépend de sa sé-
crétion. La mort des cellules provoque la libération de I'lL-33 qui agit alors comme une alarmine
en induisant I'inflammation via la liaison de son récepteur ST2 (Suppression of tumorigenicity 2)
présent a la surface des cellules immunitaires (Schmitz et al., 2005). Toutefois, en cas de mort par
apoptose, I'lL-33 est clivée par les caspase-3 et -7 provoquant alors son inactivation (Lithi et al.,
2009). La caspase-1 peut également cliver I'lL-33 au niveau du méme résidu et réduit ainsi son
activité (Cayrol and Girard, 2009).

L'IL-37 est une cytokine anti-inflammatoire peu exprimée a I'état basal et dont la synthése
est induite en réponse a la stimulation des TLR ou de I'lL-1R (Nold et al., 2010). Possédant un
site de clivage de la caspase-1, I'lL-37 est toutefois synthétisée sous une forme entiére active
comme I'lL-33 (Kumar et al., 2002; Li et al., 2015). 'activation de I'inflammasome NLRP3 aboutit
a la sécrétion de I'lL-37 surtout sous sa forme entiére, caspase-1 ne semblant pas augmenter
la sécrétion de la forme clivée de I'lL-37 (Bulau et al., 2014). La forme entiere de I'IL-37 se fixe
aux récepteurs IL-18Ra et SIGIRR provoquant une forte diminution de la synthése de cytokines
inflammatoires (Nold-Petry et al., 2015). Au sein de la cellule, I'lL-37 peut également migrer dans
le noyau pour participer a la diminution de la transcription de cytokines inflammatoires telles
gue IL-6 ou TNF-a (Sharma et al., 2008). De maniere intéressante, cette translocation nucléaire
est dépendante du clivage de la forme longue de I'lL-37 par la caspase-1 (Bulau et al., 2014). Ces
résultats apportent une fonction surprenante pour I'inflammasome et la caspase-1 dans la régu-

lation de I'IL-37 et la diminution de la réponse inflammatoire.

d. La pyroptose

La pyroptose fit décrite pour la premiére fois en 1992 lors de I'infection de macrophages
par Shigella flexneri (Zychlinsky et al., 1992) et assimilée a une forme d’apoptose dépendante de
la caspase-1. Il faut attendre 2001 pour le terme de pyroptose émerge. La pyroptose, venant de

pyro — du grec feu, en référence a I'inflammation — et de ptose — du grec chute, en référence a
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Mode de mort Controlée

Mécanisme initiateur DAMPs, infection - Activation de I'inflammasome

Signal intermédiaire Dépendant de la caspase-1
Lyse par insertion de la gasdermin D dans la membrane plasmique,

Evenements terminaux formation de pores dans la membrane plasmique, gonflement du
cytoplasme

Immunogénicité ++

Inflammation Mort pro-inflammatoire

Relargage de DAMPs HMGB], IL-1e, IL-18, IL-18

Exemple de mécanisme inhibiteur Exposition au Z-Yvad-FMK, KO de la caspase-1

Tableau 2 : Principales caractéristiques de la pyroptose.
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la mort cellulaire — est un type de mort programmeée qui, contrairement a l'apoptose, induit une
inflammation dans le tissu environnant (Cookson and Brennan, 2001). Quelques caractéristiques
permettent tout de méme de distinguer la pyroptose de I'apoptose (tableau 2). Tout d’abord, bien
gue la chromatine se condense, on n‘observe pas de phénomeéne de pycnose dans le noyau des
cellules en pyroptose (Watson et al., 2000). De plus, la pyroptose se caractérise également par la
formation de pores dans la membrane provoquant d’'une part I'entrée d’Annexin-V a l'intérieur
de la cellule marquant les phosphatidyl-sérines et d’autre part la perméabilité des membranes
aux marqueurs de mort cellulaire tels que le iodure de propidium (Pl) (Edgeworth et al., 2002;
Fink and Cookson, 2006). Enfin, les pores ouverts lors de la pyroptose provoquent un gonflement
de la cellule conduisant a une rupture des membranes et au relargage du contenu du cytosol
dans le microenvironnement de la cellule (Brennan and Cookson, 2000).

Bien que la pyroptose ait été observée in vitro, son role in vivo est resté longtemps tres
incertain. Finalement, en étudiant le r6le de NLRC4 et de la caspase-1 dans I'élimination de bac-
téries intracellulaires in vivo, Miao EA et collegues ont montré que la pyroptose de macrophages
infectés par Salmonella thyphimurium exprimant la flagelline permettait une meilleure élimina-

tion des bactéries par les neutrophiles (Miao et al., 2010).

F. Conclusion du Chapitre 2

Les récepteurs de I'immunité innée et en particulier I'inflammasome sont au cceur de la
réponse immunitaire. C'est eux qui permettent la détection du pathogene ou du danger et qui
enclenchent la réponse inflammatoire nécessaire a la réponse immunitaire conduisant au retour
a I'état normal. D’un autre c6té, le dysfonctionnement de ces récepteurs est responsable de mul-
tiples maladies auto-inflammatoires. Il existe également une pathologie particuliére ou le réle de
I'inflammation est encore mal compris. En effet, le cancer est une maladie ou le systéme immu-
nitaire et plus particulierement I'inflammation peuvent avoir un réle protecteur ou au contraire
participer a la progression de la tumeur. Dans le chapitre suivant, nous aborderons le réle de

I'inflammation dans le cadre du cancer du sein.
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Analyse des génes liées a la prolifération

Luminal A Luminal B
(35%) (20%)

Figure 11 : Méthode de classification des cancers du sein basée sur des examens histologiques et de

biologie moléculaire.

Lanalyse par immunohistochimie de I'expression des récepteurs hormonaux HER2, ER et PR permet de

HER2 amplifié Tllriple(;\égagif
0 analyse des génes
(20/6) associés a I'adhésion

Basal-like Claudin-low
(15%) (10%)

classer les cancers en trois types : Luminal, HER amplifié et triple négatif.

Lanalyse du transcriptome de génes liés a la prolifération cellulaire permet de distinguer les cancers de
type luminal A ou luminal B. Parmi les cancers triple négatif, 'analyse de I'expression de genes liés a I'ad-

hésion permet de distinguer les cancers basal-like et claudin-low.
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Chapitre 3. Les cancers du sein et leur microenvironnement

A. Epidémiologie du cancer du sein

Dans le monde, le cancer du sein représente a lui seul 25% des cancers dépistés chez la
femme, ce qui en fait le cancer le plus fréquent dans cette population, et a causé la mort de plus
de 522 000 personnes en 2012 (Ferlay et al., 2015). L'age moyen du diagnostic du cancer du sein
est de 63 ans tandis que la survie nette sur la période de 1989 a 2004 était de 86% a 5 ans et 76%
a 10 ans. En France, au cours de I'année 2015, on estime a 54 062 le nombre de nouveaux cas
pour 11 913 déces liés a la maladie. De maniéere générale, le taux d’incidence des cancers du sein
a pratiquement doublé entre 1980 et 2005, passant de 56,3 a 97,8 pour 100 000 femmes tandis
gue la mortalité a continuellement baissé depuis 1990 (Belot et al., 2008). Cette évolution inverse
de la mortalité et de I'incidence des cancers du sein s’explique d’une part par 'amélioration du
diagnostic précoce liée au dépistage et d’autre part par I'amélioration des traitements thérapeu-
tiques. Sur la derniere décennie, I'incidence a amorcé une baisse significative expliquée par la
diminution de la prescription de traitements hormonaux substitutifs a la ménopause.

Il existe de nombreux facteurs qui peuvent influer sur le risque de développer un cancer
du sein. Qutre I'age, I'exposition aux hormones, la consommation de tabac, d’alcool et le surpo-
ids, la recherche a mis en évidence un certain nombre de mutations génétiques impliquées dans

10% de cas de cancer du sein familiaux et qui ne seront pas traitées dans ce manuscrit.

B. Classification des cancers du sein

Les cancers issus des cellules épithéliales (= carcinomes) de la glande mammaire (= adé-
no) représentent plus de 95% des cancers du sein. Au sein de ces adénocarcinomes, on distingue
notamment les cancers canalaires et les cancers lobulaires.

Les cancers canalaires se développent a partir des cellules épithéliales des canaux galac-
tophores qui servent normalement a évacuer le lait produit par la glande mammaire. Lorsque
les cellules cancéreuses restent cantonnées au revétement des canaux et qu’elles ne se sont pas
propagées a I'extérieur jusqu’au tissu mammaire voisin, le cancer est considéré comme in situ.
Les carcinomes canalaires in situ (CCIS) sont les types de cancer du sein non infiltrant les plus
courant. A ce stade, plus de 95% des femmes atteintes par ce cancer peuvent étre traitées avec
succes. Cependant, sans traitement, une femme atteinte d’'un CCIS risque davantage de déve-
lopper un carcinome canalaire infiltrant (CCl). Contrairement au CCIS, les cellules cancéreuses
d’un CCl envahissent le tissu mammaire voisin et peuvent continuer a se propager et former des
métastases aux ganglions lymphatiques puis dans d’autres parties du corps, le plus souvent vers

les os, les poumons, le cerveau ou le foie. Les CCl représentent 80% des cancers du sein invasifs.
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Les cancers lobulaires sont plus rares et, tout comme les cancers canalaires, se présentent
sous une forme in situ ou infiltrante. Dans le cas de carcinomes lobulaires in situ, les cellules tu-
morales s’accumulent dans les lobules du sein, c’est a dire les glandes qui produisent le lait, sans
se propager aux autres tissus du sein. La forme invasive du carcinome lobulaire représente 10%
des cancers du sein infiltrant et peut se propager (métastases) aux ganglions lymphatiques et
dans le reste du corps.

Hormis les carcinomes canalaires et lobulaires, il existe d’autres formes plus rare du can-
cer du sein : les carcinomes médullaires (1% des cancers du sein infiltrant), les carcinomes mu-
cineux (2% des cancers du sein infiltrant), les carcinomes tubuleux (1 a 2% des cancers du sein

infiltrant) et les carcinomes papillaires (1 a 2% des cancers du sein infiltrant).

a. Classification histologique

Dans les années 1950, Bloom et Richarson ont proposé une classification histologique
des cancers du sein (BLOOM and RICHARDSON, 1957) qui f(t par la suite améliorée et adoptée
de maniere plus générale comme la classification de Scarff-Bloom-Richardson (SBR). Cette clas-
sification tient compte de trois critéres : I'architecture de la tumeur (présence de tubes), I'atypie
cytonucléaire (diversité des types de noyaux dans la lésion), et du nombre de cellules en mitose
observées. L'addition de ces critéres permet d’obtenir une classification sur 3 grades d’un adé-
nocarcinome infiltrant. La classification TNM, proposée par le chirurgien francais Pierre Denoix,
permet de trier les cancers du sein selon la taille de la tumeur primitive (T), I'envahissement
des ganglions par les cellules tumorales (N), et la présence ou non de métastase (M) (DENOIX,
1953; Harmer et al., 1970). Au dela de leur facteur pronostic, I'étude anatomopathologique des
tumeurs du sein via ces différentes classifications permet au médecin d’établir une stratégie thé-

rapeutique.

b. Classification moléculaire

Au début des années 2000, le développement des techniques de séquencage a permis
I'étude de I'expression des génes permettant de regrouper les cancers du sein selon des caracté-
ristiques moléculaires communes. Basées notamment sur l'expression des récepteurs aux oes-
trogenes et des cytokératines, Perou et collégues ont initialement identifié 4 types moléculaires
de cancer du sein (Basal-like, HER2 amplifié, luminal et normal)(Perou et al., 2000). Les études
suivantes ont permis d’affiner le classement en subdivisant la classe des cancers du sein de type
luminal en luminal A et luminal B puis ont démontré que cette classification pouvait étre utilisée

a des fins pronostic (Sgrlie et al., 2001)(Figure 11).
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C. Traiter les cancers du sein

Le choix du traitement contre un cancer du sein dépend des résultats des divers examens
de la tumeur et tient compte du grade histologique et du type moléculaire de la tumeur mais
également de I'état de santé et des antécédents de la patiente. Les différents traitements utili-
sés aujourd’hui sont : la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, I'hormonothérapie et la
thérapie ciblée. Les études scientifiques sur ces différentes solutions ont permis de définir des
associations de traitements permettant de lutter plus efficacement contre le cancer.

Le traitement des cancers du sein repose avant tout sur la chirurgie et I'ablation de la tu-
meur. Selon I'envahissement de la tumeur, I'acte peut se limiter a une tumorectomie (retrait de
la tumeur sans déformation trop importante du sein) ou aller jusqu’a une ablation compléete de
la glande mammaire (mammectomie ou mastectomie). Une thérapie néo-adjuvante (précédant
I'acte chirurgical) peut, dans certains cas, réduire suffisamment le volume tumoral et limiter la
chirurgie au retrait de la tumeur sans mammectomie. Le retrait d’'une tumeur mammaire par
chirurgie est systématiquement associé a de la radiothérapie pour réduire les risques de récidive.

L'amélioration du diagnostic et I'évolution des techniques de dépistage ont permis le dé-
veloppement de thérapies ciblant certains types moléculaires de cancers. C’est notamment le
cas de I'hormonothérapie visant a priver les tumeurs de certaines hormones qui stimulent leur
croissance. C'est également le cas des thérapies ciblées telles que le trastuzumab qui permet de
traiter plus efficacement les tumeurs sur-exprimant le récepteur HER2 (Human epidermal growth
factor receptor 2). Le trastuzumab est un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur HER2.
En se fixant au récepteur, I'anticorps empéche son activation et inhibe ainsi la prolifération des
cellules tumorales qui en dépendent (Baselga et al., 2001; Sliwkowski et al., 1999). De plus, le
trastuzumab est un fort médiateur de la cytotoxicité cellulaire anticorps-dépendantes (ADCC)
permettant I'élimination des cellules exprimant le récepteur HER2 par les cellules NK (Baselga
et al., 2001; Sliwkowski et al., 1999). Mais malgré I'amélioration des traitements des cancers du
sein, de nombreuses patientes sont en échec thérapeutique et il reste important d’'améliorer nos

connaissances sur les cancers afin d’envisager de nouvelles perspectives thérapeutiques.

D. La réponse immunitaire face au développement tumoral

Il existe un grand nombre de mécanismes protégeant notre corps du développement de
cellules anormales. La réparation de I’ADN, le déclenchement de I'apoptose ou la sénescence sont
autant de mécanismes intrinseques a nos cellules qui les empéchent d’acquérir des propriétés
tumorales. Cependant, 'accumulation de mutations successives dans les cellules déja endomma-
gées peut altérer les génes contrélant ces barrieéres. Un mécanisme de protection extrinseque,
le systeme immunitaire, chargé de la surveillance de I'organisme, contribue alors a I'élimination

des cellules tumorales.
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Figure 12 : Caractéristiques pro ou anti-tumorales de certaines cellules immunitaires et concept d’«im-
muno-editing».

Limmunosurveillance permettant I'éradication des cellules tumorales est réalisée en premier lieu par les
cellules NK et les lymphocytes T CD8 via leur activité cytotoxique. Les cellules dendritiques, les macro-
phages M1 et les lymphocytes B participent également a cette lutte de maniére positive.

Au cours de la progression tumorale, le recrutement de cellules immunitaires pro-tumorales provoque un
état d’équilibre durant lequel ni les cellules tumorales ni le systéeme immunitaire ne prennent le dessus.
Enfin, un fort recrutement de lymphocytes T régulateurs, de macrophages de types M2 et des cellules
myéloides suppressives provoquent un échappement de la tumeur et a sa croissance incontrélée.

Limmunothérapie cherche avant tout a rétablir une réponse immunitaire anti-tumorale efficace.
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Bien qu’il soit aujourd’hui admis que notre systéeme immunitaire nous protege contre I'ap-
parition de cancers, I'immunogénicité des tumeurs a été longuement discutée a la fin du siecle
dernier. En effet, notre systeme immunitaire est congu pour détecter et éliminer les cellules et
agents étrangers a notre organisme en évitant d’'endommager nos propres cellules. Il était gé-
néralement admis que les cellules cancéreuses, provenant de notre propre corps, étaient, d’'une
certaine maniere, indétectables par notre systéme immunitaire. De quelle maniéere les cellules
cancéreuses peuvent-elles étre identifiées par notre systeme immunitaire ? De quelle maniére
sont-elles éliminées et enfin comment échappent-elles a ce contréle ? Lavancement de la re-
cherche a apporté certaines réponses qui ont permis de découvrir le réle de I'immunité dans le
controle du développement tumoral mais également d’envisager une nouvelle approche théra-
peutique : 'immunothérapie, qui s’est révélée tres prometteuse dans certains types de cancers
(Couzin-Frankel, 2013).

Toujours a la recherche de bio-marqueurs permettant d’anticiper I'évolution des |ésions
tumorales, I'analyse de la signature immunitaire des tumeurs peut servir de base pronostic
comme cela a été décrit dans les tumeurs colorectales (Galon et al., 2006). De maniére générale,
les études montrent qu’une forte densité de lymphocytes T CD3+, T CD8+ cytotoxiques et de cel-
lules T mémoires CD45R0+ est associée avec de meilleurs pronostics dans les cas de mélanomes,
de cancers des ovaires, de cancers de la téte et du cou, de cancers du sein etc... (Fridman et al.,

2012; Galon et al., 2013; Salgado et al., 2015).

a. Les lymphocytes cytotoxiques face aux cellules tumorales mammaires

En 1953, E.J. Foley met pour la premiére fois en évidence une réponse anti-tumorale dans
un modele de souris syngéniques (tumeurs et souris de méme fond génétique)(FOLEY, 1953). Au
cours de ses expériences, E.J. Foley a observé le rejet systématique d’'une seconde greffe de cel-
lules tumorales chez des animaux ayant préalablement subit I'ablation d’une premiére tumeur de
méme souche. Ces résultats suggérent que I'animal a développé une sorte de «vaccination» aux
cellules tumorales et ont permis de découvrir un réle du systéme immunitaire dans le contréle
des cellules anormales dans notre corps. En 2001, basé sur un modele d’induction de tumeurs
via des agents chimiques, les travaux réalisés par V. Shankaran montrent définitivement que le
développement de tumeurs chez des souris immuno-déficientes est plus rapide que chez des
souris ayant un systéme immunitaire fonctionnel (Shankaran et al., 2001).

Les cellules présentatrices d’antigénes, telles que les cellules dendritiques, patrouillant
dans les tissus, participent a cette réponse anti-tumorale. En effet, dés 1973, la découverte d’une
cytotoxicité tumorale dépendante de l'activité d’anticorps dirigés contre les cellules tumorales
du sein (Della Porta et al., 1973) ont permis de suggérer un rble des cellules de I'immunité innée

dans la présentation d’antigénes tumoraux. Plus tard, les premiers antigenes tumoraux ciblés par
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les lymphocytes T CD8 cytotoxiques (van der Bruggen et al., 1991) ont été découverts dans diffé-
rents types de tumeurs et notamment dans les cancers du sein (Ercan et al., 2012). En effet, les
mutations somatiques dans les cellules tumorales conduisent a la synthése d’antigenes pouvant
étre pris en charge par le systeme immunitaire inné, et plus particulierement par les cellules pré-
sentatrices d’antigénes telles que les cellules dendritiques responsables de I'activation d’une ré-
ponse immunitaire adaptative (Kan et al., 2010; Purev et al., 2004; Sjoblom et al., 2006). Dans les
cas de carcinome mammaire, la présence d’antigenes tumoraux et I'activation des cellules T CD8

cytotoxiques sont des facteurs de bon pronostic (Beckhove et al., 2004; Mahmoud et al., 2011).

b. Les cellules NK dans les cancers du sein.

De part leur réle dans la détection des cellules anormales, les cellules NK sont au coeur de
la réponse anti-tumorale (Figure 12). En effet, les cellules NK ont la capacité de prévenir I'appari-
tion de cellules tumorales en induisant la mort de cellules infectées, endommagées ou stressées
(Vivier et al., 2012). Dans des modéles d’apparition de tumeurs mammaires spontanées chez la
souris, I'immunosurveillance réalisée par les cellules NK permet en effet de ralentir I'apparition
de tumeurs (Croci et al., 2015, Gillgrass et al., 2015). De méme, la croissance de cellules tumo-
rales mammaires est accélérée dans un modeéle de greffe dans un modéle de souris SCID (Severe
combined immunodeficiency) en absence de cellules NK (Dewan et al., 2005). Dans ce méme
modele, la présence de cellules NK permet également de réduire I'apparition de métastases sug-
gérant un role des cellules NK dans le contrdle de la croissance de la tumeur primaire, d’'une part,
et de I'apparition de cellules métastatiques d’autre part (Dewan et al., 2007).

Chez I’humain, la présence des cellules NK dans le microenvironnement tumoral est liée
a de meilleurs pronostics chez les patients atteints de cancer (Coca et al., 1997; Ishigami et al.,
2000). De maniere intéressante, la surexpression de genes liés aux cellules NK et a I'induction
d’une réponse immunitaire de type Thl dans le microenvironnement tumoral mammaire sont
des marqueurs de bons pronostics (Finak et al., 2008). De plus, les patientes présentants une
surexpression des ligands activateurs du récepteur activateur NKG2D, tels que MIC-AB et ULBP-
2, présentent également une chance de récidive moins importante (de Kruijf et al., 2012). L'en-
semble de ces données suggere donc fortement que les cellules NK sont au cceur de la réponse
immunitaire contre les cellules tumorales mammaires.

Cependant, bien que les cellules NK soient particulierement efficaces pour I'élimination
des cellules tumorales, de nombreuses études ont montré que leur fonction était altérée au
cours du développement des tumeurs mammaires (Mamessier et al., 2011a, 2011b, Amo et
al., 2015). En effet, les cellules NK présentes dans le microenvironnement tumoral mammaire
perdent I'expression de récepteurs activateurs tandis qu’elles sur-expriment des récepteurs inhi-

biteurs provoquant une perte dans la détection des cellules tumorales (Mamessier et al., 20113,
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2011b). En réalité, au sein du microenvironnement tumoral mammaire, les cellules NK sont la
cible de nombreuses cellules immunosuppressives, telles que les cellules myéloides suppressives
et les cellules T régulatrices, provoquant une diminution de leur capacité a détecter les cellules
tumorales et favorisant alors I'échappement de ces cellules.

De nombreuses études proposent aujourd’hui des immunothérapies basées sur la res-
tauration de l'activité cytotoxique des cellules NK contre les cellules tumorales (Chretien et al.,
2014). Parmi ces stratégies, on peut citer le trastuzumab, présenté précédemment, qui favorise

I’ADCC et l'activation des cellules NK (Wu et al., 2008).

c. Subversion et échappement

Sous la pression du systéeme immunitaire, les cellules tumorales mettent en place des
mécanismes d’échappement faisant émerger le concept d’ «immuno-editing» (Dunn et al., 2004;
Mittal et al., 2014) (Figure 12). Ce concept met en avant trois phases d’évolution d’'une masse
tumorale :

- La phase d’élimination durant laquelle les cellules tumorales sont éliminées par le
systeme immunitaire.

- La phase d’équilibre pendant laquelle la Iésion tumorale est stable.

- La phase d’échappement qui apparait lorsque les cellules tumorales ne subissent
plus la pression du systéme immunitaire.

On distingue deux types de mécanismes d’échappement mis en place par les cellules tu-
morales. D’une part, les cellules peuvent réguler la présentation des antigenes a leur surface
et ainsi empécher la réponse adaptative de les cibler (Khong et al., 2004). En effet, I'instabilité
génomique des cellules tumorales leur permet d’éteindre I'expression d’antigenes tumoraux, des
ligands activateurs de NKG2D ou du MHCI. Ainsi «camouflées», il devient plus difficile aux cel-
lules du systéme immunitaire inné et acquis de les détecter (Poschke et al., 2011). D’autre part,
les cellules tumorales peuvent atténuer la réponse immunitaire en favorisant le recrutement de
cellules immunosuppressives (Meloni et al., 2006), un mécanisme appelé immunosubversion. En
effet, malgré I'activité anti-tumorale du systéme immunitaire, la présence de certaines cellules
immunitaires dans le microenvironnement tumoral peut étre associée a des mauvais pronostics
chez les patientes (Figure 12).

Pour limiter les réponses inflammatoires et maintenir une tolérance immunitaire, le sys-
teme immunitaire possede des cellules et des molécules spécifiques pouvant étre détournées de
leur role protecteur dans le contexte tumoral. Chez les patients atteints de cancers, on observe
régulierement I'accumulation de progéniteurs de cellules myéloides dans le sang et le microenvi-
ronnement tumoral (Almand et al., 2001) (Figure 12). Ces cellules, communément appelées cel-

lules myéloides suppressives (MDSC), sont notamment connues pour réprimer 'activité des cel-
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lules T et des cellules NK aboutissant a une diminution de la réponse anti-tumorale (Gabrilovich
and Nagaraj, 2009; Keskinov and Shurin, 2015). Chez la souris, on distingue deux sous-populations
de MDSC, les MDSC granulocytiques caractérisées par I'expression des marqueurs CD11b*, Ly6G*
et Ly6Cmicl et les MDSC monocytiques caractérisées par I'expression de CD11b", Ly6G", Ly6Chigh
(Hestdal et al., 1991). En méme temps qu’elles inhibent les cellules immunitaires anti-tumorales,
les MDSC favorisent la prolifération d’'une population de lymphocytes immosuppresseurs : les
lymphocytes T régulateurs (Gabrilovich and Nagaraj, 2009) (Figure 12). Parmi les populations de
lymphocytes, les lymphocytes Treg sont connus pour leur action immunosuppressive. Les Treg
peuvent étre identifiés par I'expression du marqueur CD4, du récepteur a l'interleukine 2 (CD25)
et du facteur de transcription FoxP3. Impliqués dans le maintien de la tolérance immunitaire,
les Treg inhibent la réponse immunitaire via la sécrétion de I'lL-10 et du TGF-b, des cytokines
anti-inflammatoires, ou I'expression de CTLA-4, provoquant une diminution de l'activation des
cellules dendritiques (Shevach et al. 2009). Les Treg peuvent se retrouver au sein des tumeurs et
ainsi supprimer la réponse immunitaire anti-tumorale (Ghiringhelli et al., 2004). Leur présence
dans le microenvironnement tumoral est associée a un facteur de mauvais pronostic (Gobert et

al., 2009).
E. Inflammation et cancer du sein.

a. Linflammation a l'origine du cancer

Nous savons aujourd’hui que les mutations germinales ne représentent que 5 a 10% des
cas de cancer. En effet, la grande majorité des cancers est liée a 'apparition de mutations soma-
tiques ou dus a des facteurs environnementaux. De plus, apres de longues années de suspicions,
de récentes études ont pu mettre en évidence qu’une inflammation chronique favorise I'appa-
rition de cancers tels que les cancers du pancréas ou les cancers du colon (Coussens and Werb,
2002). On observe, par exemple, une prédisposition accrue au cancer du colon chez des per-
sonnes atteintes de la maladie de Crohn qui provoque une inflammation chronique de l'intestin
(Strober et al., 2010). Le microenvironnement de la glande mammaire est aussi particulierement
sensible a I'inflammation. Chez les personnes atteintes d’obésité, on observe notamment une
augmentation de cytokines pro-inflammatoires dans la circulation, telles que I'lL-6, responsable
d’une augmentation de macrophages inflammatoire dans la glande mammaire (Sun et al., 2012).
Ces personnes ont également une prédisposition a développer un cancer du sein ER positif, sug-
gérant un réle de I'inflammation dans le développement de ce type de cancer du sein. Le déve-
loppement d’une inflammation chronique lors d’'une infection augmente également le risque de
développer un cancer. Les virus de I'hépatite B (HBV) et C (HCV), par exemple, provoquent une

inflammation chronique du foie responsable de la majorité des cirrhoses et des cancers du foie
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(Perz et al., 2006).

De maniere intéressante, I'environnement inflammatoire peut provenir des cellules tu-
morales elles-méme. En effet, certaines altérations génétiques conduisent a l'activation de voies
de signalisation intracellulaire inflammatoires. La mutation de I'oncogene Ras conduit a I'activa-
tion de la voie des MAP kinases menant a la synthése de cytokines telles que I'IL-1, I'IL-6, I'IL-8
et I'lL-11 impliquées notamment dans I'angiogenese et le recrutement de macrophages et de
neutrophiles pro-inflammatoires (Sparmann and Bar-Sagi, 2004). D’autres oncogénes tels que

B-Raf et Myc induisent également la synthese de cytokines et chimiokines inflammatoires.

b. LUinflammation favorise la progression tumorale

En plus d’étre a l'origine de I'apparition des cellules tumorales, I'inflammation peut fa-
voriser leur croissance. L'IL-6 est notamment connue pour activer la phosphorylation de STAT3
(Signal transducer and activator of transcription 3) qui est un facteur souvent activé de maniére
constitutive dans les lignées de cancer du sein (Diaz et al., 2006). D’un autre c6té, I'IL-6 et I'lIL-13
sont connues pour activer le facteur de transcription NF-kB. Activé dans de nombreux types de
cancers, NF-kB régule de nombreux genes impliqués dans la prolifération cellulaire, I'angiogenéese
et I'inflammation (Shostak and Chariot, 2011). STAT3 et NF-kB étant notamment responsables de
la synthese de cytokines, telles que I'lL-6 et I'IL-1[3 respectivement, des boucles de rétro-controle
positif se créent et induisent une inflammation chronique favorisant la croissance tumorale. En
effet, I'inhibition de STAT3 dans des modeéles de tumeurs mammaires murins permet I'élimina-
tion des cellules tumorales via la voie intrinseque de lI'apoptose (Kunigal et al., 2009).

Enfin, lors de la croissance tumorale, le microenvironnement s’appauvrit en oxygene. Lors
d’un stress hypoxique, les cellules expriment fortement HIF1a (Hypoxia-inducible factor 1 alpha).
En tant que facteur de transcription, HIF1a régule I'expression de cytokines inflammatoires mais
également du VEGF (Vascular endothelial growth factor), favorisant ainsi I'angiogenése (Scholz
and Taylor, 2013). L'angiogenése permet de rétablir 'approvisionnement en oxygene des tumeurs.
Cependant, si I'hypoxie perdure, les cellules peuvent mourir par nécrose et libérer leur contenu
dans le microenvironnement. Ce type de mort induit également une réponse inflammatoire via

le recrutement de cellules immunitaires sur le site de nécrose.

F. Conclusion du chapitre 3

Le cancer n’est pas seulement le résultat de la croissance anarchique de cellules tumo-
rales. En effet, a I'instant ou I'on détecte les tumeurs, elles sont le plus souvent infiltrées par les
cellules du systeme immunitaire. S'il est clair qu’au début, les cellules immunitaires aident a lutter
contre le développement des cellules anormales, leur réle est plus flou a mesure que la tumeur

progresse. Linflammation créée pour recruter les cellules immunitaires semble en contrepartie
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favoriser la croissance des cellules tumorales. De méme, on sait aujourd’hui que I'inflammation

chronique est également la source de cancers.

-64 -



Chapitre 4. Inflammasome et cancer, amis ou ennemis ?

Dans les chapitres précédents, nous avons vu que le systéme immunitaire est un rempart
face aux pathogénes mais également face I'apparition de cellules anormales. La détection de ces
cellules passe notamment par I'activation des PRRs qui permettent de déclencher une réponse
inflammatoire et l'activation des cellules de I'immunité innée et adaptative. Cependant, des
études scientifiques prouvent également que cette réponse inflammatoire n’est pas seulement
salvatrice mais qu’elle peut, dans certains cas, favoriser la croissance tumorale. Dans ce contexte,
I'inflammasome peut agir comme un senseur de DAMPs et induire I'inflammation mais quel sera
son effet sur le long terme ? Peut-il permettre I'’éradication des tumeurs ou va-t-il favoriser leur

progression ?

A. Lerole de I'lL-1B au cours de la progression tumorale

A l'instar d’autres cytokines, I'lIL-1B est fréquemment surexprimée dans les cancers du
sein par rapport aux tissus sains (Pantschenko et al., 2003). Comme nous l'avons vu précédem-
ment, I'IL-1B est un acteur clé de la réponse inflammatoire. Dans le contexte du cancer, ses dif-
férentes fonctions peuvent étre utilisées afin de promouvoir la croissance des cellules tumorales
(Apte et al., 2006). En effet, si les mécanismes sous-jacents sont encore mal compris, de nom-
breuses études ont pu démontrer un role pro-tumoral de I'lL-1B. Dans un modele d’induction de
tumeurs par carcinogénes, Krelin et collégues ont démontré que I'lL-1B favorise I'apparition de
fibrosarcomes (Krelin et al., 2007). Dans ce modele, 'absence d’IL-1 provoque une diminution
significative de la croissance tumorale ainsi qu’un faible recrutement de cellules immunitaires
inflammatoires. La surexpression d’IL-1B dans des cellules de fibrosarcomes les rend également
plus agressives (Song et al., 2003). Dans d’autres modeles, différentes études montrent que I'ab-
sence d’IL-1B réduit fortement I'invasion des cellules, via notamment une forte diminution de
I'angiogenese et une dérégulation du VEGF (Carmi et al., 2013; Voronov et al., 2003). Enfin, dans
un modeéle murin de croissance tumorale mammaire, via l'injection de cellules 4T1, I'absence
de I'lL-1R provoque un retard de croissance des tumeurs primaires ainsi que de I'apparition de
métastases (Bunt et al., 2007). Ce phénomene s’explique par une diminution du recrutement des
MDSC sur le site tumoral en absence de signalisation de I'lL-1p3 (Figure 13). De plus, la surexpres-
sion de I'lL-1P par les cellules 4T1 favorise leur croissance et I'apparition de métastases (Bunt et
al., 2006).

De maniere intéressante, tandis que les cellules immunitaires sont les principales sources
d’IL-1B dans notre corps, certaines cellules tumorales agressives sont également capables d’en
produire (Okamoto et al., 2010; Singer et al., 2003).
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Figure 13 : Inflammasome et cancer, roles décrits pour I'lIL-1p, I'lL-18 et NLRP3

Dans la littérature, la présence d’IL-1B dans le microenvironnement tumoral est régulierement décrite

comme un facteur de mauvais pronostic. Les études ont, pour la plupart, montrer un réle pro-tumoral de
I'IL-1B au cours de la progression tumorale dans de nombreux modéles murins.

Le role de I'lL-18 semble plus contrasté avec des roles pro- ou anti-tumoraux selon les modeles.
Enfin, le role de NLRP3 et de I'inflammasome est également pro- ou anti-tumoral selon les modeles étu-
diés.




B. Role de I'lIL-18 au cours de la progression tumorale

L'IL-18 est généralement considérée comme une cytokine anti-tumorale. Dans un modele
murin de carcinomes induit par de I'azoxymethane (AOM) ou du DSS, les souris IL-18-/- ou IL-
18R-/- développent plus de cancers colorectaux suggérant un réle protecteur de I'lL-18 (Salcedo
et al., 2010; Zaki et al., 2010). Dans ce modele, I'absence d’IL-18 provoque une diminution de
I'expression de I'lIFN-y suggérant un role de I'IL-18 dans la réponse anti-tumorale médiée par les
cellules NK et les cellules T cytotoxiques. D’un autre c6té, I'administration d’IL-18 recombinante
provoque une réduction de la croissance tumorale dans des modeéles murins de mélanomes ou
de sarcomes via l'activation des cellules NK et T CD4 (Nishio et al., 2008; Osaki et al., 1998). En
présence de cytokines co-stimulatrices telles que I'lL-12, I'activité anti-tumorale de I'lL-18 est
encore améliorée (Cho et al., 2000). En conséquence, des études cliniques ont débuté dans les
années 2000 afin d’évaluer l'efficacité d’un traitement basé sur des injections d’IL-18 recombi-
nantes. Seule, I'lL-18 est bien tolérée, induisant une lymphopénie a court terme, mais augmen-
tant I'expression de CD69 et du récepteur FasL sur les lymphocytes T et les cellules NK (Robertson
et al., 2006, 2008). Leffet sur les tumeurs est cependant limité et n’est pas beaucoup amélioré
par I'injection de cytokines co-stimulatrices (Robertson et al., 2013) (Figure 13).

Toutefois, il est important de noter que certaines études suggerent également un role
pro-tumoral de I'lL-18 (Fabbi et al., 2015). Linjection d’IL-18 peut conduire dans certains cas a
une accumulation de MDSC dans des modeles de mélanomes murins (Lim et al., 2014). LU'IL-18
peut également conduire a I'expression de PD-1 (Programmed death 1) sur les cellules NK, rédui-
sant alors leur pouvoir anti-métastatique (Terme et al., 2011, 2012). Dans ce modeéle, I'injection
de son inhibiteur naturel, I'lL-18BP, permet de restaurer I'activité des cellules NK et I'immunosur-

veillance (Figure 13).

C. linflammasome NLRP3 dans le cancer

Le r6le de I'inflammasome dans le cancer est encore mal compris. Selon le modeéle étudié
et I'inflammasome étudié, il semble avoir tantot un effet pro-tumoral tantot un effet anti-tumo-
ral (Terlizzi et al., 2014). Parmi eux, I'inflammasome NLRP3 n’échappe pas a cette regle et peu
d’étude ont pu démontrer son réle in vivo.

Dans un modele de fibrosarcomes induits par carcinogenes ou de mélanome métasta-
tique, NLRP3 altere I'activation des cellules NK et des lymphocytes T anti-tumoraux. En effet, les
souris déficientes pour NLRP3 montrent une réduction de I'apparition de tumeurs et de métas-
tases dans ces modeéles (Chow et al., 2012). D’une part les souris déficientes pour NLRP3, I'IL-1R
ou la caspase-1 développent moins de fibrosarcomes induits par méthylcholanthréne suggérant
un role de I'inflammasome et de I'lL-1B dans I'apparition de tumeurs. D’autre part, dans différents

modeles métastatiques, NLRP3 semble favoriser I'apparition de métastases via l'altération de la
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réponse anti-tumorale des cellules NKs. Dans ce cas, I'effet est indépendant de I'inflammasome
et de la sécrétion de cytokines (Chow et al., 2012). Plus récemment, M. Bruchard et collégues ont
montré que l'inflammasome NLRP3 atténuait I'effet anti-tumoral de 2 traitements chimio-thé-
rapeutiques : la Gemcitabine et le 5-fluorouracil (Bruchard et al., 2013). Ces deux traitements
éliminent efficacement les MDSC et provoquent, dans un premier temps, une diminution de la
croissance tumorale grace a la restauration de I'immunité. Cependant, il est fréquent d’observer
un retour de la croissance tumorale malgré les traitements. En étudiant les mécanismes sous-
jacents, M. Bruchard a montré que le 5-fluorouracil et la Gemcitabine provoquent, en plus de la
mort, I'activation de I'inflammasome NLRP3 et la sécrétion d’IL-1B par les MDSC. Ainsi sécrétée,
I'lL-1B participe alors au recrutement de lymphocytes Th17 a fort potentiel immunosuppressif.
Ainsi, cette étude montre I'ambivalence des chimiothérapies et prone un réle pro-tumoral pour
I'inflammasome NLRP3 dans ce cas (Figure 13).

Comme précisé auparavant, NLRP3 peut également avoir un réle anti-tumoral dans cer-
tains modeles de cancers. Dans un modele de tumeurs colorectales induites par des carcino-
génes, 'absence de NLRP3 favorise I'apparition de tumeurs suggérant un réle anti-tumoral de
NLRP3 (Allen et al., 2010; Du et al., 2016; Zaki et al., 2010). D’autre part, les équipes des pro-
fesseurs G. Kroemer et L. Zitvogel ont démontré que l'activation de I'inflammasome NLRP3 au
sein des cellules dendritiques provoquent la sécrétion d’IL-1f et induit une réponse immunitaire
adaptative contre les cellules tumorales (Ghiringhelli et al., 2009). Dernierement, 'équipe de M.
Saleh a montré que les souris déficientes pour NLRP3 présentent un nombre de métastases hépa-
tiques plus important que des souris contréles dans un modeéle d’injections de cellules tumorales
dans la rate (Dupaul-Chicoine et al., 2015). Dans cette étude, NLRP3 permet la sécrétion d’IL-18
qui favorise la réponse anti-métastatique via l'activation des cellules NK (Figure 13).

Parmi les autres inflammasomes, les études montrent que NLRC4 induit une réponse in-
flammatoire favorisant 'apparition de tumeurs dans un modéle de tumeurs colorectales induites
par carcinogéne (Hu et al., 2010). Enfin, comme vue précédemment, en dehors de I'inflamma-
some, le récepteur AIM2 empéche le développement de tumeurs colorectales induites par car-

cinogénes via l'inhibition de la voie PI3K-Akt (Man et al., 2015; Wilson et al., 2015).
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Chapitre 5. Intérét scientifique et problématique du projet de
these

Au cours d’un premier projet de recherche, nous nous sommes intéressés aux interactions
qui peuvent exister entre les différents récepteurs capables de former un inflammasome. Nous
avons vu dans le second chapitre que I'activation de I'inflammasome NLRP3 était dépendante
d’un efflux d’ion potassium (Pétrilli et al., 2007a) et qu’il était capable de 'empécher en inhibant
cet efflux par ajout d’ions K+ dans le milieu extracellulaire. Des études ayant rapporté que I'in-
flammasome NLRP1b était également inhibé en présence de K+ extracellulaire, nous avons voulu
déterminer si NLRP3 contribuait a la formation de I'inflammasome NLRP1b.

De plus, la présence d’'un domaine CARD au sein de récepteur NLRP1b suggere une inte-
raction directe avec la caspase-1 sans nécessiter la présence de 'adaptateur ASC. Pourtant, des
études montrent que I'absence de ASC réduit partiellement 'activité de I'inflammasome NLRP1
(Faustin et al., 2007). Nous avons donc entrepris de découvrir le role de ASC au sein de I'inflam-
masome NLRP1b.

L'objectif de ce premier projet flit de comprendre les relations qui pouvaient exister entre
les récepteurs NLRP3 et NLRP1b ainsi que de déterminer le role de I'adaptateur ASC au cours de

la formation de I'inflammasome NLRP1b.

Linflammasome est un acteur essentiel du systéme immunitaire inné découvert récem-
ment. Il fait 'objet de nombreuses publications mais il reste encore des zones d’'ombre sur son
fonctionnement dans certaines pathologies telles que le cancer. Dans cette introduction, nous
avons vu que les études récentes démontrent une véritable dualité fonctionnelle de I'inflam-
masome selon le contexte tumoral. En effet, il n’y a, a ce jour, pas de consensus permettant de
définir le role anti- ou pro-tumoral de I'inflammasome.

Les récentes études mettent en avant qu’une forte concentration d’IL-1p dans le microen-
vironnement de tumeurs mammaires est de mauvais pronostic pour les patientes (Bunt et al.,
2007; Miller et al., 2000; Pantschenko et al., 2003)(observations non publiées de I'équipe de C.
Caux au CRCL). Ces données suggerent donc que le complexe régulant I'activité de I'lIL-1p, I'in-
flammasome, est activé et participe au développement tumoral mammaire. Au cours de mes
guatre années de these, nous avons cherché a déterminer si I'lL-1B présente dans les tumeurs
provenait de I'activation de I'inflammasome via I'étude de croissance tumorale dans des modeéles
murins déficients pour des composants de I'inflammasome tels que la caspase-1 et ASC. Outre
la sécrétion d’IL-1B, nous voulions déterminer I'impact de 'activation de I'inflammasome sur la
croissance de cellules tumorales mammaires. De plus, parmi les différents récepteurs capables

de former I'inflammasome, NLRP3 détecte un grand nombre de signaux de dangers que I'on peut
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retrouver fréquemment dans le microenvironnement tumoral (ATP, acide urique). Sans nous ar-
réter a ASC et Caspase-1, nous avons cherché a déterminer le role du récepteur NLRP3 dans la
croissance tumorale mammaire au sein de souris NLRP3 déficientes.

Comprendre le role de I'inflammasome durant la progression tumorale s’inscrit d’ailleurs
pleinement dans le cadre de 'immunothérapie et la recherche de nouveaux traitements contre

le cancer.
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RESULTATS
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Publication 1. La nécessité du clivage de la caspase-1 varie selon
I'inflammasome activé.

Base de I'étude

Les inflammasomes sont des plateformes moléculaires permettant I'activation de la cas-
pase-1. Linflammasome NLRP1b a été identifié comme un senseur de la toxine létale de Bacillus
Anthracis dans les macrophages de souris BALB/c sensibles a cette toxine. En réponse a la toxine
létale, I'inflammasome NLRP1b active la caspase-1 pour produire de I'lL-1 mature et induire la
pyroptose. Ces deux processus sont connus pour étre dépendants de I'autoprotéolyse de la cas-
pase-1. Contrairement au récepteur NLRP1 humain, NLRP1b murin ne possede pas de domaine
PYD en N-terminal suggérant que cet inflammasome ne requiert pas |I'adaptateur ASC pour se
former. De plus, I'activation de NLRP1b par la toxine |étale est dépendante d’un efflux d’ion po-
tassium qui est également nécessaire a la formation de I'inflammasome NLRP3. Nous avons donc
cherché a déterminer si NLRP3 et ASC participent a la formation de I'inflammasome NLRP1b dans
les cellules immunitaires myéloides telles que les macrophages et les cellules dendritiques de

souris BALB/c.

Modeéle utilisé

Nous avons mis en culture des macrophages inflammatoires péritonéaux de souris BAL-
B/c WT ou déficientes pour différents composants de I'inflammasome : NLRP3, ASC ou caspase-1.
Outre ces macrophages inflammatoires, nous avons différencié les cellules souches de la moelle
osseuse de ces mémes souris en macrophages (Bone Marrow-Derived Macrophages) ou en cel-
lules dendritiques (Bone Marrow derived Dendritic Cells). Ces cellules immunitaires ont ensuite
été stimulées in vitro par des activateurs de NLRP3 et NLRP1b et I'activation de I'inflammasome

a été analysée comme décrit dans le chapitre de méthode (Guey and Petrilli, 2016)(en annexe).

Résultats

Dans un premier temps, nous avons montré que l'absence de NLRP3 n’altére pas la si-
gnalisation de NLRP1b. De maniere surprenante, I'absence de ASC provoque la sécrétion d’IL-1
et I'induction de la pyroptose en réponse a la toxine Iétale mais sans clivage de la caspase-1. En
reconstituant des macrophages et des cellules dendritiques caspase-1/caspase-11 KO avec une
forme mutante non clivable de la caspase-1, nous avons démontré que la forme entiere de la
caspase-1 est capable d’induire la pyroptose et la sécrétion d’IL-1B en réponse a la toxine létale

alors qu’elle n’est pas fonctionnelle au sein de I'inflammasome NLRP3.
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Conclusion

Lensemble de ces résultats montre que le clivage de la caspase-1 n’est pas indispensable
a son activité et qu’il dépend avant tout du complexe dans lequel la caspase-1 est recrutée. En ef-
fet, alors que le clivage n’est pas nécessaire au sein de I'inflammasome NLRP1b pour induire la sé-

crétion d’IL-1B et la pyroptose, il est indispensable lors de 'activation de I'inflammasome NLRP3.
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Inflammasomes are caspase-1-activating multiprotein complexes.
The mouse nucleotide-binding domain and leucine rich repeat
pyrin containing 1b (NLRP1b) inflammasome was identified as
the sensor of Bacillus anthracis lethal toxin (LT) in mouse macro-
phages from sensitive strains such as BALB/c. Upon exposure to LT,
the NLRP1b inflammasome activates caspase-1 to produce mature
IL-1B and induce pyroptosis. Both processes are believed to depend
on autoproteolysed caspase-1. In contrast to human NLRP1, mouse
NLRP1b lacks an N-terminal pyrin domain (PYD), indicating that
the assembly of the NLRP1b inflammasome does not require the
adaptor apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
(ASQ). LT-induced NLRP1b inflammasome activation was shown to
be impaired upon inhibition of potassium efflux, which is known to
play a major role in NLRP3 inflammasome formation and ASC di-
merization. We investigated whether NLRP3 and/or ASC were re-
quired for caspase-1 activation upon LT stimulation in the BALB/c
background. The NLRP1b inflammasome activation was assessed in
both macrophages and dendritic cells lacking either ASC or NLRP3.
Upon LT treatment, the absence of NLRP3 did not alter the NLRP1b
inflammasome activity. Surprisingly, the absence of ASC resulted in
IL-18 cleavage and pyroptosis, despite the absence of caspase-1
autoprocessing activity. By reconstituting caspase-1/caspase-11~/"~
cells with a noncleavable or catalytically inactive mutant version of
caspase-1, we directly demonstrated that noncleavable caspase-1 is
fully active in response to the NLRP1b activator LT, whereas it is
nonfunctional in response to the NLRP3 activator nigericin. Taken
together, these results establish variable requirements for caspase-1
cleavage depending on the pathogen and the responding NLR.

interleukin-1beta | pyroptosis | lethal toxin | macrophage | dendritic cell

nthrax is a zoonotic disease caused by the Gram-positive
bacterium Bacillus anthracis. B. anthracis provokes a shock-
like syndrome that can prove fatal to the host (1) and has re-
cently gained notoriety as a potential bioterrorism agent. An-
thrax pathogenicity relies on its ability to secrete three virulence
proteins, which combine with each other to form two toxins. The
protective antigen (PA) combines with the edema factor (EF) to
form the edema toxin (2, 3). EF is an adenylate cyclase that causes
edema of the infected tissue. The binary combination of PA with
lethal factor (LF) gives rise to the most virulent factor, called lethal
toxin (LT), responsible for the systemic symptoms and death of the
infected animal. To escape the host immune response, LT impairs
the host innate immunity by killing macrophages (4-6). The PA
protein interacts with LF and binds to cell surface receptors, en-
abling endocytosis of the LT complex. In the acidic compartment,
PA forms pores allowing the delivery of LF to the cytosol. LF is
a zinc metalloprotease that was shown to cleave the N-terminal
region of many MAP kinase kinases and to induce apoptosis of
macrophages. LT also triggers pyroptosis through the formation of
a caspase-1-activating platform, named “inflammasome” (6-8).
Inflammasomes are multiprotein complexes of the innate
immune response that control caspase-1 activity and pro-IL-1p
and pro-IL-18 maturation. Most inflammasomes are composed
of specific cytosolic pathogen recognition receptors (PRRs), as
well as the apoptosis-associated speck-like protein containing

17254-17259 | PNAS | December 2,2014 | vol. 111 | no. 48

-76 -

a caspase activation and recruitment domain (CARD) (ASC)
adaptor protein that enables the recruitment and activation of
the caspase-1 protease. Once caspase-1 is oligomerized within an
inflammasome platform, the enzyme undergoes autoproteolysis
to form heterodimers of active caspase-1 (9-12). In the mouse, at
least five distinct inflammasomes have been described, distin-
guished by the PRR that induces the complex formation. The
PRRs capable of participating in inflammasome platform for-
mation are either members of the nod-like receptor (NLR)
family (e.g., NLRP1, NLRP3, or NLRC4) or of the PYrin and
HIN (PYHIN) family (e.g., AIM2) (13, 14). ASC is composed of
a pyrin domain (PYD) and a caspase activation and recruitment
domain (CARD). ASC interacts with a PYD-containing PRR via
its PYD domain and recruits the CARD domain of caspase-1 via
its CARD domain. Thus, ASC is essential to the formation of the
inflammasome by receptors such as NLRP3 or AIM2 (15-18).
However, its presence is dispensable for NLRC4, which contains
a CARD in place of a PYD, allowing direct interaction with the
CARD domain of caspase-1 (19, 20).

Past studies have determined that certain mouse strains are
more sensitive than others to LT cytotoxicity, and genetic studies
identified NLRPIb as the factor conferring mouse strain sus-
ceptibility to anthrax LT (21). The mouse genome contains three
different NLRPI isoforms (a, b, and ¢) and a functional NLRP1b
was found to be expressed by the mouse strains sensitive to LT
(e.g., BALB/c or 129 background). Expression of NLRP1b was
shown to mediate IL-1p release and caspase-1-mediated cell
death in response to LT (7, 21, 22). Mouse NLRP1b differs
structurally from human NLRP1 in that it lacks the N-terminal
PYD (23). The absence of the PYD suggests that NLRP1b can
directly engage caspase-1 without a requirement for ASC.

Significance

In the context of the nucleotide-binding domain and leucine rich
repeat pyrin containing 1b (NLRP1b) inflammasome activation by
anthrax lethal toxin, we reveal a new role for full-length caspase-1.
We directly demonstrate that the caspase-1 45-kDa zymogen is
able to process pro-L-1p and to induce pyroptosis, and that
apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD is dis-
pensable for the activity of the NLRP1b inflammasome. This is in
contrast to the NLRP3 inflammasome activity, which is inhibited in
the absence of caspase-1 autoproteolyis. Our data, which highlight
differential requirements for caspase-1 autoproteolysis in NLRP1b
and NLRP3 inflammasome function, may have implications for
pathogen recognition and response.
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However, studies dissecting the mechanism of NLRC4 inflam-
masome activation demonstrated that ASC is required for the
amplification of caspase-1 autoprocessing and IL-1f secretion
but not for pyroptosis (19, 20). Cell lysis mediated by LT was
shown to be dependent on sodium and potassium fluxes (24),
and high extracellular potassium inhibited IL-1f secretion upon
LT treatment, suggesting a role for the NLRP3 inflammasome in
LT sensing (22, 25). Therefore, we investigated whether NLRP3
and/or ASC were required for caspase-1 activation in response to
LT. The NLRP3, ASC, and caspase-1 mouse knockout strains
were backcrossed into the BALB/c background and the response
of macrophages and dendritic cells (DCs) to LT intoxication was
studied. Our data reveal that (i) in response to LT, ASC is dis-
pensable for caspase-1 activation, but uncleavable caspase-1 is
fully active; and (if) upon activation of the NLRP3 inflamma-
some, uncleavable caspase-1 is inactive.

Results

Secretion of Mature IL-1p in Response to LT Is Independent of the
NLRP3 Inflammasome in Murine Macrophages. In response to LT,
NLRP1b is activated to form an inflammasome, resulting in
caspase-1 activation. To study whether ASC and/or NLRP3 were
also required to activate caspase-1 in response to LT, we isolated
peritoneal macrophages and differentiated macrophages from
bone marrow progenitors (BMDMSs) from BALB/c WT, caspase-1/
caspase-11-, ASC-, or NLRP3-deficient mice. In mouse macro-
phages, lipopolysaccharide (LPS) is used as the priming signal,
also called signal 1 that is necessary to induce the expression of the
caspase-1 substrate, pro-IL-1f, and to increase the amount of
NLRP3. The cells were then incubated with LT for 6 h and
inflammasome activation was monitored by assessing the secretion
of mature IL-1p and cleaved caspase-1. As expected, LT induced
secretion of mature IL-1f and cleaved caspase-1 (p20) in the su-
pernatant of primed WT cells (Fig. 1 4 and B). Secretion of IL-18
was also significantly increased upon LT treatment (Fig. S14). In
nonprimed macrophages, the level of cleaved caspase-1 secreted
into the supernatant was similar to that under priming conditions
(Fig. 1 4 and B). Upon LT treatment, NLRP3~~ macrophages
secreted a similar amount of IL-1f, IL-18, and cleaved caspase-1
to WT cells, demonstrating that NLRP3 was dispensable for
NLRPI1b inflammasome activation (Fig. 1 and Fig. S14). LT
treatment triggered significant IL-1p maturation in the cell
supernatants of ASC~~ peritoneal macrophages and BMDM,
suggesting that ASC was not required for NLRP1b inflammasome
formation to induce IL-1f maturation (Fig. 1 A and B). In-
triguingly, in the absence of ASC, cleaved caspase-1 was not
detected in the cell supernatant of either peritoneal macrophages
or BMDMs, whether the cells were primed or not. Similarly,
cleaved caspase-1 was not detected in the ASC™~ cell lysates,
suggesting that caspase-1 did not undergo autoproteolysis (Fig.
S1B). As previously described, IL-1p and caspase-1 p20 secretions
were abolished in NLRP3~~ and ASC~'~ peritoneal macrophages
and BMDMs in response to the NLRP3 activator nigericin (15).
Finally, primed caspase-1/caspase-11~'~ macrophages treated with
LT did not produce mature IL-1p, demonstrating that caspase-1 is
the effector of NLRP1b activation.

LT Induces IL-1f Maturation in the Absence of Caspase-1 Cleavage in
ASC~'~ Bone Marrow Derived Dendritic Cells. To determine whether
the phenotype observed in mouse macrophages was conserved in
mouse DC, bone marrow dendritic cells (BMDCs) from WT,
ASC-, NLRP3-, and caspase-1/caspase-11-deficient mice were
generated and exposed to LT. WT BMDC:s released a similar
amount of cleaved caspase-1 into the cell supernatant whether or
not the cells were exposed to a priming signal; however, only
LPS-primed cells secreted a large amount of mature IL-1p (Fig.
1C). As expected, caspase-1/caspase-11""~ BMDCs primed with
LPS did not produce active IL-1p (Fig. 1C). In NLRP37/~
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Fig. 1. LT induces IL-1f secretion but not caspase-1 autoprocessing in ASC-
deficient macrophages and BMDCs. Nonprimed or LPS-primed mouse peri-
toneal macrophages (A) or BMDMs (B) or BMDCs (C) of indicated genotypes
were treated with B. anthracis lethal toxin (LT, 0.5 pg/mL, 6 h) or nigericin
(Nig, 10 uM, 2 h) or left untreated (-); caspase-1 and IL-1p cleavage, and ASC
and NLRP3 protein levels were assessed by Western blot. Actin was used as
a loading control. These results were replicated three times independently.

BMDC s, LT induced similar levels of caspase-1 activation to WT
cells, as illustrated by the amount of p20 subunit secreted into
the cell supernatant. Furthermore, in the presence of LPS + LT,
NLRP3™~ cells efficiently secreted IL-1p, demonstrating that
NLRP3 does not participate in NLRP1b inflammasome formation
in response to LT (Fig. 1C). ASC™~ BMDCs stimulated with LT
did not secrete processed caspase-1 as illustrated by the absence of
p20 in the cell supernatant, regardless of the presence of a priming
signal. As observed in macrophages, when the cells were primed
with LPS, mature IL-1f was secreted despite the lack of processed
caspase-1 in the cell supernatant (Fig. 1C). Thus, the absence of
ASC in primed BMDCs prevents caspase-1 autoprocessing but does
not affect the pro-IL-1p maturation and secretion (Fig. 1C and Fig.
S1C). As described earlier, the absence of NLRP3 and ASC abol-
ished the IL-1p production in response to nigericin treatment.

LT-Induced Pyroptosis Is Independent of NLRP3 and ASC. In addition
to its role in IL-1p maturation, LT is a potent inducer of
pyroptosis, a caspase-1-dependent cell death (21). To address
the question of whether ASC and NLRP3 are required for LT-
induced pyroptosis, peritoneal macrophages isolated from WT,
caspase-1/caspase-11 /=, ASC™~, and NLRP3™'~ mice, were trea-
ted with LT and cell death was monitored over 6 h. As shown in
Fig. 24, when exposed to LT, WT macrophages died rapidly,
beginning at 2 h posttreatment and reaching more than 90%
cell death by 6 h. ASC™'~ and NLRP3~/~ cells were as sensitive
as WT cells to LT-induced pyroptosis, indicating that neither
ASC nor NLRP3 participated in LT-induced cell death. LT
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Fig. 2. ASC and NLRP3 are dispensable for LT-induced cell death. LPS-primed mouse peritoneal macrophages (A) or BMDMs (B) or BMDCs (C) of indicated
genotypes were treated with LT (0.5 pg/mL) for 6 h. Cell death was measured by cytotoxic assay (lactate dehydrogenase, LDH release) upon LT treatment over a time
course of 6 h. Quantification by flow cytometry of peritoneal macrophages and neutrophils in the peritoneum of WT and ASC™~ mice (Left) or WT and caspase-1/

caspase-11~"~ mice (Right) injected with PBS or LT for 3 h is shown (D). Data represent mean + SEM *P < 0.01 (Mann-Whitney test) (N.S., nonsignificant).

intoxication was easily visible 2 h posttreatment by phase
contrast microscopy as illustrated by the presence of bright
blebs on sensitive cells (Fig. S24). As described previously in
the literature, caspase-1/caspase-117'~ macrophages were fully
protected from pyroptosis and showed no morphological signs of
intoxication (Fig. 24 and Fig. S24) (21). Similar experiments were
carried out in BMDMs (Fig. 2B) and BMDCs (Fig. 2C), and, as
described for peritoneal macrophages, ASC and NLRP3 were not
required for the pyroptosis triggered by LT. The absence of cas-
pase-1 protected both BMDMs and BMDCs from death. Next, an
in vivo model was used to assess in situ the macrophage sensitivity
to LT intoxication. Thioglycollate-treated animals were injected
intraperitoneally on day 3 with LT and euthanized 3 h later to
quantify the number of macrophages present in the peritoneal
cavity. As observed in vitro, LT induced the death of peritoneal
macrophages in vivo of WT and ASC~~ mice, whereas peritoneal
macrophages of caspase-1/caspase-11 ~/~ mice were mostly not af-
fected, but did not induce the death of neutrophils (Fig. 2D and
Fig. S2B).

Uncleaved Caspase-1 Is Able to Induce Pyroptosis and IL-1$ Maturation
upon LT Stimulation. Altogether, these observations suggest that
caspase-1 may be fully active in its 45-kDa form and in the ab-
sence of autoprocessing. To clarify whether caspase-1 activity is
involved in IL-1p secretion and pyroptosis in 4ASC™'~ cells, WT
and ASC™'~ macrophages were pretreated with carbobenzoxy-
valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-fluoromethylketone (z-VAD-
fmk), a pan-caspase inhibitor, or Z-Tyr-Val-Ala-Asp(OMe)-
fluoromethylketone (z-YVAD-fmk), a caspase-1-specific inhibitor,
before the addition of the toxin. In WT cells, z-VAD-fmk and
z-YVAD-fmk completely inhibited both the NLRP3 inflammasome
activity in response to nigericin, and the NLRP1b inflammasome
activity upon LT treatment, as illustrated by the absence of mature
IL-1p and cleaved caspase-1 in the cell supernatants (Fig. 34). LT-
induced IL-18 secretion was also reduced (Fig. S34). Similarly, in
ASC™~ cells incubated with LT, a complete inhibition of IL-1p and
IL-18 secretion was observed in the presence of z-VAD-fmk or
z-YVAD-fmk. Both caspase inhibitors protected WT and ASC™/~
macrophages from LT intoxication (Fig. 3B). These results in-
directly suggest that caspase-1 is enzymatically active in ASC ™~ cells
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Fig. 3. LT-induced cell death and IL-1p secretion rely on caspase-1 catalytic activity in ASC-deficient cells. LPS-primed mouse peritoneal macrophages were
treated or not (-, NT) with LT (0.5 pg/mL) in the presence or absence of the pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk (50 pM) or caspase-1 inhibitor z-YVAD-fmk
(50 pM) for 6 h. Protein expression was assessed by Western blot (A) and cell death was determined by measuring the LDH released in cell supernatants (B).

Peritoneal macrophages were isolated from WT or ASC™'~ mice.
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desPite its inability to undergo autoproteolysis. Caspase-1/caspase-
117~ BMDMs were reconstituted with retroviruses expressing ei-
ther WT or different mutant forms of caspase-1 to directly and
definitively establish whether, in response to LT, noncleaved cas-
pase-1 is capable of triggering IL-1f and IL-18 maturation and se-
cretion and pyroptosis. Caspase-1 was expressed at similar levels
using WT caspase-1, caspase-1 DEAD (mutated at the catalytic
site), and uncleavable caspase-1 C71 (catalytically active but mu-
tated in all processing sites) (Fig. 44) (20). Transduction of cas-
pase-1/caspase-11—deficient cells with WT caspase-1-expressing
plasmid restored LT sensitivity, as assessed by cell death (Fig. 4B).
Furthermore, the expression of WT caspase-1 resulted in the se-
cretion of IL-1p and IL-18 and autoprocessed caspase-1 upon LT
and nigericin treatments (Fig. 44 and Fig. S3B). As expected, cells
reconstituted with the enzyme-dead version did not produce any
active IL-1f in response to LT or to nigericin and were not sensitive
to LT intoxication. Interestingly, the expression of the uncleavable
C71 caspase-1 mutant was able to restore pyroptosis and the pro-
duction of mature IL-1p and IL-18, demonstrating that the caspase-
1 45 kDa is fully active in response to LT treatment (Fig. 44 and
Fig. S3B). As described for BMDM, the transduction of caspase-1/
caspase-11-deficient BMDCs with the uncleavable C71 caspase-1
mutant restored both IL-1p secretion and pyroptosis in response to
LT (Fig. 4 C and D). Notably, in both BMDMs and BMDCs, C71
caspase-1 did not restore nigericin-induced cleavage and secretion
of IL-1pB, suggesting different mechanisms of caspase-1 activation
in the NLRP1b and NLRP3 inflammasomes (Fig. 4 A and C).

LT Induces Speck Formation in WT and Caspase-1/Caspase-11~'" Cells.
Upon inflammasome activation, ASC assembles into a large
multimeric structure called a “speck” detectable by immunoflu-
orescence as a single perinuclear focus (26, 27). The polymerized
ASC recruits and dimerizes caspase-1 within the specks, allowing
caspase-1 activation by autoproteolysis of the enzyme (27). Re-
cently, efficient cytokine production was associated with autopro-
cessing of caspase-1 within specks upon NLRC4 inflaimmasome
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activation (20). LT treatment of macrophages induced caspase-1
cleavage and secretion, suggesting active ASC speck formation. We
therefore wondered whether the sensing of LT by the NLRP1b
inflammasome could induce ASC speck formation. In WT macro-
phages treated with LT, ASC specks were detected 2 h posttreat-
ment by immunofluorescence (Fig. 54). At the same time point,
caspase-1 was also found to form a perinuclear focus (Fig. 5B).
Colabeling of ASC and caspase-1 clearly demonstrated that foci of
caspase-1 were localized in very close proximity to ASC specks (Fig.
5C). In the absence of caspase-1, ASC was still able to form a speck
(Fig. 54). However, when ASC was absent from the cells, no cas-
pase-1 focus was detected, suggesting that ASC specks recruit cas-
pase-1 to the foci in response to LT (Fig. 5B).

Discussion

In mouse macrophages of sensitive strains, LT triggers the for-
mation of the NLRP1b inflammasome, culminating in pyroptosis
and in the secretion of mature IL-1p and active caspase-1 (7, 21).
We and others could inhibit NLRP1b inflammasome activity by
adding extracellular potassium to the culture medium (Fig. S4)
(22, 25), suggesting a role for NLRP3 and/or ASC in the for-
mation of the NLRP1b inflammasome. To study whether these
proteins contribute to LT detection by the NLRP1b inflamma-
some, we examined the role of NLRP3, ASC, and caspase-1 in
response to LT intoxication in both macrophages and DCs in the
mouse BALB/c background.

The data presented here show that LT induces similar levels of
autoprocessed caspase-1 in primed and nonprimed cells (Figs. 1 and
2), suggesting that the assembly of the NLRP1b inflammasome does
not require any upstream Toll-like receptors (TLRs) signaling (sig-
nal 1) for optimal activation. This mode of activation differs from
the NLRP3 inflammasome activation. Although the NLRP3 inflam-
masome can form and activate caspase-1 without an additional
signal, studies showed that the TLR priming signal significantly
increases the amount of NLRP3 protein and therefore the amount
of caspase-1 activated within the inflammasome platform (28, 29).
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Fig. 4. Caspase-1 autoproteolysis is not required to induce cell death nor to induce IL-1p cleavage and secretion upon LT treatment. LPS-primed BMDMs (A

and B) or BMDCGs (C and D) from caspase-1/caspase-1 17~

mice, transduced or not () with the indicated caspase-1 constructs were treated with LT (0.5 pg/mL)

for 6 h or with nigericin (Nig, 10 uM) for 2 h or left untreated (-). Protein expression was assessed by Western blot (A and C), LDH release was measured in cell

supernatants of LT-treated cells (B and D).
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Fig. 5. LT induces ASC speck formation in a caspase-1-independent man-

ner. LPS-primed peritoneal macrophages were treated with LT (0.5 pg/mL) or
not (=) for 2 h. Cells were then fixed in 2% (wt/vol) paraformaldehyde and
immunostained for ASC (green, A) or caspase-1 (red, B). Confocal microscopy
sequential imaging of ASC immunostaining (green) and caspase-1 immuno-
staining (red) was performed on LPS-primed macrophages treated or not (-)
with LT (0.5 pg/mL) (C). Hoechst (blue) was used to stain nuclei.

However, our results show that NLRP3 is not required for IL-1p
maturation and pyroptosis in response to LT in mouse macro-
phages and in BMDCs. As such, our results extend those of
Kovarova et al. who described that NLRP3 is dispensable for
NLRP1b inflammasome activation in macrophages of 129 back-
ground mice (30). Using ASC-deficient macrophages and BMDCs,
we observed that upon LT stimulation, IL-1p secretion and
pyroptosis proceeded normally despite the absence of caspase-1
autoprocessing (Figs. 1 and 2). As described in the literature, cas-
pase-1/caspase-11""~ macrophages and DCs were fully protected
from death and did not secrete any IL-1f3. With regard to macro-
phage cell death, cells were as sensitive in vivo as in vitro; ASC™~
macrophages died in response to LT treatment, whereas caspase-1/
caspase-11~'~ macrophages were protected (Fig. 2D). Intriguingly,
whereas ASC ™~ cells secreted a similar level of IL-1p to WT cells,
we were not able to detect any cleaved caspase-1 (p20) in the cell
supernatants. However, IL-18 production was dependent on cas-
pase-1 activity, as IL-1f secretion was inhibited by the pan-caspase
inhibitor z-VAD-fmk and by the caspase-1 inhibitor z-YVAD-fmk
(Fig. 34). Similarly, pyroptosis was inhibited in ASC™~ cells with
both caspase inhibitors (Fig. 3B). Our results suggest that in re-
sponse to LT and in the absence of ASC, caspase-1 zymogen (p45)
is active despite its inability to undergo autoproteolysis.

Caspase-1 belongs to the family of initiator caspases, which
includes caspase-8, -9, and -2. Initiator caspases are found in the
cell cytosol as monomeric zymogens with little activity (31). Their
activation is thought to follow the proximity-induced dimerization
model (32, 33). Local increase in caspase-1 zymogen through di-
merization increases the catalytic activity required to initiate its
own activation by autoproteolysis. Once proteolysed, the caspase-1
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p20 and p10 subunits assemble into enzymatically active p20/p10
dimers that cleave caspase-1 substrates such as pro-IL-1p and pro—
IL-18 (9, 10). Inflammasomes form the molecular platforms that
allow caspase-1 dimerization, activation, and autoproteolysis (11).
Our data indicate a possible role for the zymogen form of caspase-1
in IL-1p processing and pyroptosis in ASC-deficient cells. A
study by Broz et al. suggested that specific inflammasome
receptors had distinct molecular platforms with distinct modes of
activation of caspase-1 depending on the presence of ASC (20).
Inflammasomes with a PRR containing a CARD domain, such
as NLRC4, form large specks in the presence of ASC, where
caspase-1 is autoproteolysed and cleaves pro-IL-1p and pro-IL-
18. A second type of NLRC4 inflammasome platform that
functions independently of ASC, activates caspase-1 through
CARD-CARD interactions without inducing its autoprocessing
activity. This platform controls caspase-1-induced pyroptosis
(20). A similar mode of action was proposed for the CARD-
containing NLRP1b receptor. However, our study demonstrates
another mechanism of activation. In the absence of ASC and
caspase-1 autoproteolysis, the NLRP1b inflammasome was still
capable of inducing both cytokine maturation and cell death. In
addition, by reconstituting caspase-1/caspase-11-deficient BMDMs
and BMDCs with a vector expressing the uncleavable C71 or the
enzyme dead caspase-1 mutant, we showed that uncleavable
caspase-1 promoted IL-1p secretion and pyroptosis in response
to LT (Fig. 4). The efficient reconstitution of caspase-1/caspase-
11-deficient cells with WT caspase-1 excluded a role for cas-
pase-11 in response to LT.

While preparing this paper, a study by Van Opdenbosch et al.
reported observations similar to ours in C57BL/6 mice expressing
a NLRPIb transgene (34). They described IL-1f cleavage and
pyroptosis in ASC~~ macrophages. However, their work, which also
suggested that uncleaved caspase-1 is active in ASC™~ macro-
phages, was largely based on the use of a caspase-1 inhibitor, which,
like most pharmacological inhibitors, may lack complete selectivity.
In the work presented here, we sought to overcome this limitation
and, by reconstituting caspase-1 knockout cells expressing endoge-
nous NLRP1b with different caspase-1 mutant constructs, we di-
rectly and definitively demonstrated for the first time to our
knowledge that the uncleavable version of caspase-1 accomplishes
efficient IL-1p maturation and pyroptosis upon LT stimulation.

Our work suggests that the NLRP1b—caspase-1 interaction
through their CARD domains confers a structural change allowing
full-length caspase-1 to become activated. The NLRP1b inflam-
masome may function like the apoptosome (Fig. S5). A recent
biochemical analysis reported that the electrostatic surface
charges of hANLRP1 and caspase-1 CARDs share similarities with
the surfaces of Apaf-1 and caspase-9 CARDs (35). Caspase-9 was
shown to be active in its full-length form when oligomerized within
the apoptosome in the absence of autoproteolysis (36, 37). Further
biochemical experiments are required to understand how full-
length caspase-1 is activated within the NLRP1b inflammasome.

In addition, we show that the C71 uncleavable mutant was not
effective in response to the NLRP3 inflammasome activator
nigericin despite the presence of ASC. This result implies that the
NLRP3 inflammasome fully relies on caspase-1 autoproteolysis for
activity. The NLRP3 inflammasome requires the presence of ASC
to activate caspase-1. Indeed, it has been widely described that in
response to NLRP3 activators, the IL-1p secretion is abolished and
the pyroptosis is strongly impaired in ASC™~ macrophages (16,
19). NLRP3 bearing only a PYD and no CARD domain requires
ASC, containing both a PYD and a CARD, to recruit caspase-1
and to form an inflammasome. Caspase-1 is then autoproteolysed
and activated within specks. Thus, NLRP1b and NLRP3 inflam-
masomes differentially activate caspase-1.

Our study also shows that in WT cells treated with LT, ASC
specks are formed and foci of caspase-1 colocalized with the
specks (Fig. 5). In the absence of ASC, the foci of caspase-1 are
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not detected, whereas in the absence of caspase-1, ASC specks
are still formed. In response to LT, ASC specks are most likely
responsible for the autoproteolysis of caspase-1 as previously
described for other inflammasomes (20, 27). Recent studies
demonstrated that ASC PYD and MAVS CARD domains func-
tion like prion domains by inducing polymerization of the PYD
and CARD domains (38). Our results suggest that the NLRP1b
CARD domain is not able to induce polymerization of caspase-1
because no focus was detected in the absence of ASC. However,
ASC speck formation is most likely dependent on the NLRP1b
CARD domain. ASC polymerization was shown to be dependent
on low intracellular potassium concentration (27). ASC assembly
and the NLRP3 inflammasome activation are inhibited by in-
creasing the extracellular potassium concentration above 90 mM
(25, 27). Despite the inhibitory effect of extracellular potassium
addition on the NLRPI1b inflammasome activation by LT, cas-
pase-1 activity was not dependent on its autoproteolysis within the
ASC speck. Low intracellular potassium may be required for
NLRP1b and caspase-1 interaction. Indeed, it has previously been
demonstrated that the apoptosome assembly is sensitive to po-
tassium concentration (39). The NLRP1b inflammasome can ef-
ficiently activate caspase-1 in the absence of ASC and in the
absence of caspase-1 autoproteolysis. It is therefore tempting to
speculate that ASC may have additional functions yet to be de-
scribed. Similarly, caspase-1 autoprocessing appears not to be
critical for its activity. Thus, it remains to be elucidated why cas-
pase-1 autoproteolyses in WT cells in response to LT and whether
the autoproteolysis is associated with unknown function.

In conclusion, our data, which highlight differential require-
ments for caspase-1 autoproteolysis in NLRP1b and NLRP3
inflammasome function, may have implications for pathogen
recognition and response.
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Materials and Methods

Reagents. Nigericin (N7143) and KCl (P9541) from Sigma, ultra-pure LPS
(Escherichia coli 0111:B4) from Invivogen, anthrax lethal factor (batch 1692A1B),
and protective antigen (batch 17117A1B) from List Biological Laboratories.
z-YVAD-fmk and z-VAD-fmk are from Bachem.

Mice. NLRP3™~ mice were obtained from J. Tschopp (16), ASC™”~ mice from
V. M. Dixit (19), and caspase—1”’ mice from R. A. Flavell (40). The three
transgenic strains were backcrossed in BALB/c/Ola background for at least
nine generations. WT animals were littermates from the caspase-1/caspase-
117=, ASC~, or NLRP3™'~ colonies. Animals were housed in individually
ventilated cages under specific pathogen-free conditions, and studies were
conducted under protocols in accordance with the animal care guidelines of
the European Union laws and were validated by the local Animal Ethic
Evaluation Committee (CECCAPP).

Infection. For transduction of primary bone marrow cells, retroviral particles
were generated using Phoenix-Eco packaging cells and used to transduce
bone marrow cells at day 2 and day 3 during cell differentiation as described
by Broz et al. (20). Cells were stimulated after 7 d of differentiation as de-
scribed above. pMSC2.2-expressing vectors for caspase-1 wild type, caspase-1
DEAD, and caspase-1 C71 were obtained from P. Broz.
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Cell Preparation. Peritoneal macrophages were obtained by in-
jecting 8- to 12-wk-old mice of indicated genotypes i.p. with 10%
(wt/vol) thioglycollate solution, followed by peritoneal lavage
after 3 d. Macrophages were plated at a density of 10° cells in 12-
well dishes and nonadherent cells were removed after 2 h. Cells
were cultured in DMEM complemented with 10% (vol/vol) FBS,
1 mM sodium pyruvate, 100 IU/mL penicillin/streptomycin, and
2 mM L-glutamine. For in vivo study, mice were injected i.p. with
1 pg/g body weight of lethal toxin 3 h before peritoneal lavage.

BMDMs were generated by differentiation of mouse bone mar-
row cells in DMEM supplemented with 20% (vol/vol) 1929 super-
natant, 10% (vol/vol) FBS, 1% penicillin/streptomycin for 2 d in
nonadherent Petri dishes. BMDM progenitors were seeded in 6- or
12-well plates and differentiated for 5 additional days.

BMDCs were generated by growing mouse bone marrow cells
in RPMI medium supplemented with 10% (vol/vol) FBS, 1 mM
sodium pyruvate, 1 mM nonessential amino acids, 1% penicillin/
streptomycin, and 30 ng/mL GM-CSF for 7 d.

Mouse peritoneal macrophages were primed overnight with
500 ng/mL ultra-pure LPS. BMDMs and BMDCs were primed for
3 h with 500 ng/mL ultra-pure LPS. Cells were stimulated in Opti-
MEM (Life Technologies) for 6 h with LT (500 ng/mL LF and
500 ng/mL PA), for 2 h with 10 uM nigericin, or for 30 min with
5 mM ATP. z-YVAD-fmk and z-VAD-fmk were used at 50 pM,
KCl was used at 90 mM, and each molecule was added 30 min
before stimulation. IL-18 ELISA was purchased from MBL
International.

Western Blotting. For intracellular protein extraction, cells were
washed with PBS and detached by incubation with 6 mM PBS—
EDTA followed by scraping. Cell pellets were lysed in RIPA
buffer containing 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1%
sodium deoxycholate, 0.03% SDS, 0.005% Triton X-100, 5 mM
EDTA, 2 mM sodium orthovanadate, and protease inhibitor
mixture (Roche). For supernatant protein extraction, cell su-
pernatants were collected and subjected to protein precipitation
using a classical methanol/chloroform protocol. Protein extracts
were separated on SDS/PAGE [8% or 15% (vol/vol)] gels. Gels
were transferred onto nitrocellulose membranes (GE Health-
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care) for immunoblotting with the following antibodies: anti-ASC
(AL177, 1:2,000) from Enzo Life Sciences, anti-mouse IL-1p (IL-
1F2, 1:1,000) from R&D Systems, anti-NLRP3 (Cryo-2, 1:500)
and anti-mouse caspase-1 (Casper-1, 1:500) from Adipogen. The
antibody against mouse actin (clone C4, 1:50,000) was purchased
from ICN-MP Biomedicals.

Flow Cytometry. Peritoneal macrophages were washed in FACS
buffer [PBS supplemented with 2 mM EDTA and 5% (vol/vol)
FBS] and incubated for 5 min with purified anti-mouse CD16/32
FcBlocks (93; Biolegend). Cells were stained with Alexa-Fluor
700-conjugated anti-CD45 (30-F11; Biolegend), PerCP/CyS5.5-
conjugated anti-CD11b (M1/70; Biolegend), Brilliant Violet 570-
conjugated anti-Ly-6G (1AS8; Biolegend), APC-conjugated anti-
F4/80 (BMS; eBioscience) antibodies, Zombie Aqua Fixable
Viability (Biolegend), and fixed in 2% paraformaldehyde. Data
were collected on a LSR II Fortessa (BD Bioscience) and ana-
lyzed using FlowJo software.

Immunofluorescence. Peritoneal macrophages were plated on
sterile glass coverslips and fixed with PBS-PFA 2% (wt/vol) for
5 min at room temperature. Cells were permeabilized with 0.5%
Triton X-100 in PBS and then blocked in PBS and 3% (vol/vol)
FBS for 30 min. The following antibodies were diluted in PBS—
FBS 3% and applied to the coverslips for 1 h at room temper-
ature: anti-ASC (1:200, AL177) and anti-mouse caspase-1
(1:100, Casper-1). The cells were then incubated with Alexa-Fluor
555-conjugated anti-mouse (1:500; Life Technologies) or Alexa-
Fluor 488-conjugated anti-rabbit (1:500; Life Technologies) anti-
bodies for 30 min at room temperature and in Hoechst (500 ng/mL
in PBS) for 5 min. Fluorescence microscopy pictures were taken
using a Nikon Eclispse Ni-E microscope and confocal pictures using
a Zeiss LSM 780.

LDH Release Assay. LDH was measured in cell supernatant using
CytoTox 96 (nonradioactive cytotoxicity assay; Promega). To
normalize for spontaneous lysis, the percentage of LDH re-
lease was calculated as recommended by the manufacturer:
([LDH treated] — [LDH untreated]/[LDH total lysis] — [LDH
untreated]) x 100.
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Fig. S1. IL-18 secretion relies on caspase-1 but not on ASC and NLRP3 in response to lethal toxin. IL-18 in supernatants of peritoneal macrophages primed
overnight with LPS (500 ng/mL) and treated with B. anthracis lethal toxin (0.5 pg/mL, 6 h), or nigericin (10 uM, 2 h) or left untreated (NT) were assessed by ELISA
(A). Data represent mean + SEM *P < 0.05 (Mann-Whitney test). Uncropped caspase-1 immunoblots of the cell extracts presented in Fig. 1B (BMDM:s) (B) and
Fig. 1C (BMDCs) (C) showing no retention of caspase-1 p20 within ASC™~ cells.
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Fig. S2. Morphology of LT intoxicated macrophages. Phase-contrast microscopy (200x) pictures of peritoneal macrophages of indicated genotype after 2-h
incubation with lethal toxin (0.5 pg/mL) or untreated (NT). Arrows indicate signs of intoxication (A). Representative dot plots illustrating the gating of
macrophages and neutrophils in the peritoneal lavages of WT, ASC™', or caspase-1/caspase-11~"~ mice injected with PBS or LT (B).
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Publication 2. L'inflammasome favorise la croissance tumorale
en modulant I'activité des cellules NK

Base de I'étude

La présence de I'IL-1B dans le microenvironnement tumoral mammaire est un corrélé
avec un mauvais pronostic chez les patients. Régulée par le complexe de I'inflammasome, nous
avons voulu déterminer le réle de I'inflammasome dans la modulation de I'lL-1B et plus globale-

ment sur la croissance tumorale mammaire.

Modeéle utilisé

Nous avons utilisé un modele de tumeurs syngéniques basé sur I'injection orthotopique
des cellules tumorales 4T1 dans la glande mammaire de souris BALB/c WT ou déficientes pour les
composants de I'inflammasome NLRP3.

Les cellules 4T1 sont issues d’un clone d’une tumeur spontanée de la glande mammaire
de souris BALB/cfC3H (Miller et al., 1983) et sont relativement proches, en terme de prolifération
et de pouvoir métastatique, des tumeurs du sein triples négatives humaines de grade Il (Mi et
al., 2004; Pulaski and Ostrand-Rosenberg, 1998). Injectées dans la glande mammaire, les cellules
4T1 migrent rapidement via la circulation sanguine vers de nombreux organes et forment des
métastases dans les poumons, le coeur, les os, le cerveau et le foie (Aslakson and Miller, 1992).

Bien que peu immunogéniques (Morecki et al., 1998), les cellules 4T1 peuvent induire
une réponse anti-tumorale chez I’héte. En effet, en présence de cellules 4T1 irradiées, les cellules
dendritiques s’activent et présentent des antigénes provenant des cellules tumorales (Coveney
et al., 1997). In vivo, la croissance des 4T1 et I'apparition de métastase peuvent étre retardées via
I'injection d’IL-12 améliorant I'activité cytotoxique des cellules NK et donc la réponse la réponse
anti-tumorale (Rakhmilevich et al., 2000; Shi et al., 2004).

De manieére intéressante, la croissance des cellules 4T1 est fortement liée au microenvi-
ronnement inflammatoire qu’elles induisent. Source de CCL5 notamment, les cellules 4T1 pro-
voquent un remodelage tissulaire important et réduisent l'activité cytotoxique des lymphocytes
T CD8 (Adler et al., 2003; Lv et al., 2013; Robinson et al., 2003). En sécrétant du GM-CSF et du
G-CSF, les 4T1 provoquent également la prolifération des cellules myéloides aboutissant a une
splénomégalie et la présence de granulocytes immatures dans le sang (DuPre’ and Hunter, 2007).
De plus, I'expression ectopique d’IL-1B dans les cellules 4T1 augmente la présence de cellules
myéloides suppressives favorisant ainsi la croissance de la tumeur et I'apparition de métastases
(Bunt et al., 2006). Enfin, 'absence de I'lL-1R dans le microenvironnement provoque une réduc-

tion de la croissance des cellules 4T1 liée a une diminution du recrutement des MDSC (Bunt et
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al., 2007) démontrant I'importance de I'inflammation dans le développement des cellules 4T1 in

vivo.

Résultats

Dans le manuscrit présenté ci-apres, nous avons montré que l'absence de la caspase-1 et
de ASC dans le microenvironnement tumoral provoque un retard de croissance des cellules 4T1
in vivo. Basé sur I'étude de la croissance des cellules tumorales dans des souris chimériques, nous
avons montré que l'absence de la caspase-1 dans les cellules immunitaires est responsable du
retard de la croissance tumorale.

Lanalyse des cellules immunitaires ayant infiltrées le microenvironnement tumoral a ré-
vélé que I'absence de ASC et caspase-1 provoque un plus faible recrutement de neutrophiles,
souvent décrit comme des cellules myéloides suppressives, mais surtout une augmentation de
I'infiltration de cellules NK. Les cellules NK sont particulierement efficaces pour éliminer les cel-
lules anormales. Nous avons montré que les cellules NK provenant des tumeurs des souris cas-
pase-1 déficientes ont un phénotype plus « activé » comparé aux cellules NK des tumeurs de sou-
ris WT. Enfin, les cellules NK du microenvironnement tumoral des souris caspase-1 KO sont plus
sensibles et sécretent plus d’interféron-gamma en réponse a différents stimuli que les cellules NK
du microenvironnement tumoral de souris WT.

Alors que nous supposions que l'inflammasome NLRP3 pourrait avoir un réle dans la
croissance des cellules tumorales 4T1, I'absence du récepteur NLRP3 n’a eu aucun impact sur la

croissance des cellules 4T1 suggérant qu’un autre inflammasome favorise la croissance tumorale.

Conclusion

Dans notre étude, nous avons montré que I'inflammasome participe a la croissance des
cellules tumorales mammaires en provoquant une diminution de la réponse anti-tumorale des
cellules NK. Cependant, nous n’avons pas pu mettre en évidence le récepteur impliqué dans le
soutien de la croissance tumorale ni le réle des cytokines régulées par I'inflammasome dans ce

modéle.

Note

L'article présenté ci-apreés est en cours d’écriture et refléete uniquement les résultats obte-
nus a I’heure actuelle. Nous envisageons notamment d’étudier le réle de I'IL-18 et de I'IL-18 dans

notre modeéle avant de le soumettre pour publication.
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Abstract

Upon sensing of Danger Associated Molecular Patterns (DAMPs) or Pathogen Associated Molecular
Patterns (PAMPs), specific innate immune receptors like NLRP proteins trigger inflammasome
assembly by recruiting the adaptor protein ASC and the enzyme caspase-1. These multi-protein
complexes control the maturation and the secretion of the IL-1f3 and the IL-18, two major pro-
inflammatory cytokines. Interestingly, several studies reported the presence of IL-1p within the
microenvironment of mammary tumors, suggesting the activation of an inflammasome within tumors.
However, the role of the inflammasome during tumor growth is poorly understood and currently
controversial. We therefore addressed whether the activation of the inflammasome supports mammary
tumor growth. Based on orthotopic injection of a syngeneic triple negative cancer mice model, our
results demonstrate that the inflammasome supports tumor growth in vivo. Moreover, The absence of
ASC or caspase-1 improved the recruitment and the activation of natural killer (NK) cells within
tumor microenvironment.

In summary, our work identifies a novel role for the inflammasome in supporting mammary tumor
growth by modulating the NK cell recruitment and activity. These results suggest that inflammasome

inhibition could be a putative target for the treatment against breast cancer.

Keywords: Caspase-1; ASC; Inflammasome; Inflammation; Cancer; 4T'1
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Introduction

Many tumours are infiltrated with immune cells that are either involved in the immune
surveillance or are manipulated by the tumor cell to support their growth (1). Tumor
microenvironment displays an immune signature that is strongly related to prognosis of
cancer patients depending on pro- or anti-tumoral roles of the immune infiltrate (2-5). Several
studies showed that the inflammation taking place within tumors promotes tumor progression
by different mean like angiogenesis stimulation or anti-tumoral immune response down-
regulation (6,7). Thus inflammation is a potent inducer of tumoral characteristic and is now
considered as an enabling characteristic of cancer (8). Within an injured tissue, innate
immune cells sense Pathogen- or danger-associated molecular patterns (PAMPs, DAMPs)
using germline-encoded pattern recognition receptors (PRRs) that can drive inflammation to
restore homeostasis. Among PRRs, intracellular sensors, including some nod-like receptors
(NLRs) and HIN200 (hematopoietic interferon-inducible nuclear antigens with 200 amino
acid repeats) family proteins, operate by forming a multiprotein complex named
inflammasome. Besides innate immune receptors, inflammasomes are composed of the
adaptor protein ASC (Associated Speck-like containing a CARD protein) and of the cysteine
protease caspase-1 (9). Once activated through the inflammasome formation, caspase-1
cleaves and activates two major pro-inflammatory cytokines: the pro-IL-1f3 and the pro-IL-18
and drive an inflammatory cell death known as pyroptosis (10).

In the context of cancer, the role of the inflammasome is controversial as it can promote anti-
tumoral responses but can also favor tumor progression. For instance, NLRP3-, NLRC4-,
NLRPG6- or even caspase-1-deficient mice are more sensitive to colon carcinoma induced by
DSS-AOM treatment suggesting a protective role for the inflammasome against tumor
formation in the colon (11-13). In this context, the protective role of the inflammasome is
mediated by the production of IL-18, which is involved in the epithelial barrier integrity
maintenance in the intestine. In contrast, through the release of IL-1P, the NLRP3
inflammasome has been shown to favor myeloid-derived suppressor cells recruitment within
the tumor microenvironment that suppress NK and T-cell activity in mouse models of
carcinogenic-induced sarcoma or metastatic melanoma (14). As they are expressed by various
cell type, inflammasome components role in cancer is also tissue-specific. For instance, in a
carcinogen-induced skin cancer model, ASC depletion in keratinocyte facilitates tumor
development whereas in myeloid cells it impairs it (15). At last, chemotherapeutic treatment

results in the release of cytosolic molecules, such as ATP, by dying cells into the
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microenvironment (16), which can mediate the activation of the NLRP3 inflammasome in
dendritic cells and lead to IL-1f secretion. In this particular condition, IL-1f3 drives anti-
tumoral response by enhancing the adaptive immunity through the activation of antigen
presenting cells (APC) (17,18).

In breast cancer, the presence of IL-13 within the tumor microenvironment is frequently
associated with poor prognosis suggesting that IL-1f favors tumor progression rather than it
activates the anti-tumor immune response and that the inflammasome may have a role during
mammary tumor development (19-22). Nevertheless, while studies describe a pro-
tumorigenic role for IL-1f3, the impact of the inflammasome activation on breast cancer
progression remains unclear.

Here we addressed the role of the inflammasome during mammary tumor progression by
studying the growth of 4T1 mammary tumor cells in presence or absence of different
inflammasome components. We reveal that both caspase-1 and ASC, two major proteins of
the inflammasome complex, promotes the growth of 4T1 cells through the down-regulation of
anti-tumoral response. Indeed, we show that the absence of caspase-1 in the hematopoietic
lineage enhances the recruitment and the activity of NK cells that participate to tumor growth
impairment. Altogether, our data suggest that the inflammasome impairs NK cell activity

against tumor and favors tumor progression.
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Methods

Mouse tumor cell lines

4T1 cells were cultured in RPMI medium supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated FBS (Life
technologies), 1% (v/v) penicillin/streptomycin, 1% (v/v) L-Glutamine and 25uM 2-Mercaptoethanol
at 37°C in a 5% CO2 incubator. All cell lines were proved mycoplasma free (MycoAlert Mycoplasma
detection kit, Lonza). All cell lines were proved mouse infectious agent free by (Tagman® PCR testing

of mouse essential panel, Charles River)

Mice

NLRP3—/— mice were obtained from J. Tschopp (Martinon 2006), ASC—/— mice from V. M. Dixit
(Mariathasan 2004), and caspase-1/caspase-11—/— mice from R. A. Flavell (Kuida 1995). Caspase-
1/caspase-1—/— mice are designated as caspase-1—/— mice throughtout the article. The three transgenic
strains were backcrossed into BALB/c/Ola background for at least nine generations. WT animals were
littermates from the caspase-1/caspase-11—/—, ASC—/—, or NLRP3—/— colonies or imported from
Harlan and hosted in the same cages with KO animals. Animals were housed in individually ventilated
cages under specific pathogen-free conditions, and studies were conducted under protocols in
accordance with the animal care guidelines of the European Union laws and were validated by the

local Animal Ethic Evaluation Committee (CECCAPP).

Tumor growth assays
4T1 tumor cells were injected orthotopically in the mammary fat pad. Growth of the primary tumors
was monitored with a digital caliper measurement and expressed as a tumor volume. Mice were

sacrificed when tumors size reached 1000mm?3.

Cell suspensions from spleens or tumors

Spleen isolated from mice were crushed and filtered through 40-micron filter and resuspended in
FACS buffer (PBS supplemented with 0,5% (vol/vol) FBS, 2mM EDTA). Red blood cells are lysed in
SmL of erythrocytes lysis buffer (155 mM NH4CI, 12 mM NaHCO3, 0.1 mM EDTA) during 5
minutes. After a PBS wash, cells were then resuspended in FACS buffer.

7 or 14 days post-injection, tumors isolated from mice were cut in small pieces and incubated with
SmL of DMEM supplemented with DNase 0,02mg/mL (Sigma D4513) — Collagenase Img/mL
(Sigma C2674) for 30 minutes at 37°C. Digested tumors were then filtered through 40-micron filter
and re-suspended in FACS buffer (PBS supplemented with 0,5% (vol/vol) FBS, 2mM EDTA) and
filtered again two times. Red blood cells are lysed in SmL of erythrocytes lysis buffer during 5

minutes. After a PBS wash, cells were then resuspended in FACS buffer.
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Flow cytometry

Cell suspensions from spleens or from tumors were washed in FACS buffer (PBS supplemented with
2 mM EDTA and 5% (v/v) FBS) and incubated for 5 min with purified anti-mouse CD16/32 FcBlocks
(93; Biolegend). Cells were stained with fluorochrome-conjugated antibodies (Supplementary Table
S1) at 4°C for 20 minutes. Without intracellular staining conditions, cells were washed twice in FACS
buffer, fixed in PBS 2% paraformaldehyde and stored in FACS buffer before analysis. For
intracellular staining, cells were incubated with Cytofix/Cytoperm fixation/permeabilization kit
(554714, BD Bioscience) for 20 minutes on ice. Cells were washed with PermWash buffer and stained
with fluorochrome-conjugated antibodies diluted (Supplementary Table S1) in permwash buffer for 30
minutes on ice. Cells were again washed in permwash buffer and keep at 4°C before analysis. Data

were collected on a LSR II Fortessa (BD Bioscience) and analyzed using FlowJo software.

Bone Marrow Stem Cell transfer

Bones of mice hind legs were removed and placed in RPMI supplemented with 5% (v/v) FBS. Bones
were immersed in bath of 70% (v/v) ethanol and rinsed in PBS. Epiphyses of each bone were cut and
the bone marrow was flushed with 5Sml of RPMI supplemented. CD3 cells were then depleted
according to CD3g MicroBead Kit (Miltenyi biotec). 10° cells in PBS supplemented with 0,1%

Penicillin/streptomycin were re-injected 1.V. in lethally irradiated mice.

NK cell depletion

Mice were injected 1.V. (in the retro-orbital sinus) with 50 L of the Ultra-LEAF™ Purified anti-
Asialo-GM1 (clone: Poly21460, Biolegend) antibody 1 day prior to the tumor cell injection. In order

to maintain NK cell depletion during tumor growth, mice were injected I.V. every 10 days.

NK activation

3.10° Splenic lymphocytes or tumor suspension were prepared in complete medium (RPMI +
glutamax, 10% SVF, 1% Penicillin/streptomycin, 10mM HEPES, ImM Sodium-pyruvate, SOuM b-
mercaptoethanol) and incubated for 4 hour with cytokines (recombinant mouse IL-12 (preprotech,
200-12) (Final concentration: 100ng/mL) and recombinant mouse IL-18 (R&D, B004-5) (Final
concentration: 20ng/mL)) or on antibody-coated plates (anti-NKp46 (29A1; BD Biosciences), anti-
Ly49D (4E5; BD Biosciences), anti-NKG2D (CX5; BD Biosciences), and GolgiStop (BD
Biosciences) in the presence of anti-CD107a (2B6; BD Biosciences)) or co-cultured with Yac-1 or

4T1 cells.

Statistical analysis
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Statistical analysis of each experiment was done using Prism software. Nonparametric Mann-Whitney

U test were used to compare tumor progression and immune cell analysis.

Cell cycle analysis (Supp methods)

4T1 cells were treated with different amount of IL-1p (25 ng/mL, 50 ng/mL) overnight at 37°C in an
incubator 5% CO2. The following day, 4T1 cells were incubated two hours with 20mM BrdU (Final
Dilution 1/1000). All cells are recovered by trypsin 5 minutes at 37°C. 1 million of cells are
transferred in each wells of a 96 wells plate and centrifuged. Cell pellet are suspended in 100 uL of
cold 70% ethanol for 20 minutes at room temperature. Cells are then rinsed and incubated in 100 uL
of HCI1 3N for 20 minutes at room temperature. Cells are then rinsed and incubated in 100 pL of borax
0,1 M for 3 minutes at room temperature. After washing, cells are incubated 15 minutes at room
temperature with 15 uL. of anti-BrdU-FITC antibody. Cells are then rinsed and suspended in a PI
buffer (100 mM Tris, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 7,5, plus PI 25 ug/ml, plus RNase 0,25

mg/ml). Data were collected on a FACS Calibur and analyzed using FlowJo software.

Western Blotting (Supp methods)

Cell protein extracts were obtained and analyzed as described in Guey et al. (23).
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Results

The absence of a functional inflammasome impairs mammary tumor growth in mice.

To address if the inflammasome supports tumor progression in vivo, 4T1 mammary tumor
cells were injected in the mammary fat pad of WT, caspase-1 knockout (KO) and ASC KO
BALB/c mice, and tumor growth was followed over time. While the inoculation of the tumor
cells in WT BALB/c mice resulted in a large tumor formation within 30 days, the absence of
caspase-1 or ASC from the host impaired considerably their growth (Figure 1A). These
results suggest that an inflammasome supports tumor growth. As previously described,
NLRP3 is an innate immune receptors which senses Danger Associated Molecular Patterns
(DAMPs). To investigate whether the NLRP3 inflammasome is responsible for the delayed
tumor growth in this model, 4T1 tumor cells were inoculated in NLRP3 deficient mice. The
tumor growth was similar in WT and NLRP3 KO mice indicating that the NLRP3
inflammasome is not supporting the 4T1 growth in vivo (Supplementary figure 1A).
Caspase-1 expression is not restricted to immune cells as it was described to be also expressed
by many different cell types such as epithelial cells or adipocytes (24,25). To study whether
the hematopoietic compartment was involved in the tumor growth control, chimeric mice
were generated. Lethally irradiated WT and caspase-1 KO mice received intravenous
injection of bone marrow progenitors isolated from caspase-1 KO and WT mice respectively.
4T1 cell growth was impaired in WT chimeric mice compared with caspase-1 KO chimeric
mice (Figure 1B). Thus, the absence of caspase-1 in the hematopoietic cell lineage is
responsible for the tumor growth delay (Figure 1B) suggesting that caspase-1 expressing

immune cells supports tumor growth.

The inflammasome modulates the tumor immune infiltrate

The inflammasome is a major player of the innate immunity and controls the production of
IL-1f and IL-18, which are both involved in the recruitment and activation of immune cells.
To investigate whether the recruitment of immune cells by tumor cells relies on the
inflammasome, we analyzed the tumor immune infiltrate at days 7 and 14 post-injection in
WT, ASC and caspase-1 deficient mice. Different myeloid cell subtypes were analyzed by
flow cytometry. Our analysis showed that the absence of caspase-1 or ASC resulted in a
decrease in Ly6G"" neutrophils recruitment compared with WT at both time points (Figure
2A and supplementary figure 2A). Macrophage, eosinophil or dendritic cell recruitment was

not affected by the absence of caspase-1 or ASC in the tumor microenvironment (Figure 2A).
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Although the 4T1 tumor progression was similar in NLRP3 deficient and WT mice, less
neutrophils were recruited in the NLRP3 KO mammary tumor (Supplementary figure 1B).
Thus, the impaired neutrophils infiltration within the tumor microenvironment did not
correlate with the delayed tumor growth.

We further investigated the tumor infiltration by lymphoid cells in the different mouse
backgrounds. No significant difference in CD4 or CD8 T lymphocytes recruitment was
observed between WT and inflammasome deficient mice at D7 and D14 post-injection
(Figure 2A and Supplementary figure 2A). Little B cells infiltrated the tumors. Interestingly,
NK cells were recruited to the tumor microenvironment, and significantly more NK cells were
detected in the tumor implanted in caspase-1 and ASC KO mice at both D7 and D14 (Figure
2A and Supplementary figure 2A). Of note, no difference in the NK cell recruitment in
NLRP3-deficient tumor bearing mice as compared to WT mice was observed, suggesting a
role for NK cells in the control of tumor growth in caspase-1 and ASC KO mice
(Supplementary figure 1B).

Splenic analysis of the tumor-bearing mice revealed a high concentration of neutrophils in
WT and inflammasome KO mice, but no difference within the different immune populations

was observed (Figure 2B and Supplementary figure 2B).

Caspase-1 deficiency improves NK cells function in tumor-bearing mice.

NK cells are able to control tumor growth by killing abnormal cells (26). To address whether
NK cells were responsible for the tumor growth delay in the inflammasome deficient mice,
caspase-1 KO and WT mice were depleted for NK cell. Mice were either injected
intravenously with PBS or with NK cell depleting antibody (Anti-Asialo GM1) and then
inoculated with 4T1 cells. NK cell depletion abolished the delayed in 4T1 tumor growth in
caspase-1 deficient mice demonstrating the important role of NK cells in mammary tumor
growth control (Figure 3A).

We then wondered whether caspase-1 expression within the immune compartment infiltrating
the mammary tumor could modify the phenotype of NK cells. As shown in figure 3B, NK
cells infiltrating the 4T1 tumors isolated from caspase-1 KO were larger (FSC) than NK cells
infiltrating the mammary tumors of WT mice, a feature associated with the activation status.
Furthermore, they expressed higher levels of NKG2D, Granzyme B (GZB), CD69 and CD98
(Figure 3B) previously described as markers of NK cell activation (27). However, splenic NK

cells from tumor bearing mice showed similar phenotype in WT and caspase-1 deficient

-908 -



tumor-bearing mice (Figure 3B) suggesting that tumor microenvironment directly impact NK
cell phenotype.

In addition, we investigated the function of NK cells infiltrating the mammary tumors of WT
or caspase-1 deficient mice. To that extend, we incubated the tumor cell suspension with a
combination of IL-12+IL-18 cytokines, or with antibodies against activating receptor
(NKp46, Ly49D, NKG2D) or with different cell lines (YAC-1, 4T1). Interestingly, NK cells
from caspase-1 KO tumor mice showed an increased expression of IFN-y following
activation with these different stimulations compared to NK cells from WT tumor-bearing
mice (Figure 3C) suggesting that caspase-1 absence from the tumor immune

microenvironment improve NK cell activation.
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Discussion

Many tumors are known to induce an inflammatory milieu. The tumor microenvironment is
composed of various immune cells that secrete several cytokines and chemokines and create
an inflammatory response to the tumor. IL-1f3 is major pro-inflammatory cytokines that is
observed in mammary tumor microenvironment (19). Moreover, in several studies, IL-1f3 was
shown to directly supports tumor growth and metastasis emergence (21,28). Since, the
inflammasome is the major pathway controlling IL-1f3 production, we speculated that it could
be activated in the microenvironment of breast tumors to drive tumor progression. To study
whether the inflammasome contributes to mammary tumor growth in vivo, we took advantage
of the 4T1 mammary cancer cell model. The 4T1 model is used as a model for triple negative
cancer and its growth was shown to rely on IL-1p (29,30). We therefore investigated the
ability of 4T1 cells to form mammary tumor in vivo in host deficient in major inflammasome
components.

The data presented here show that the absence of two major inflammasome components
impairs the 4T1 tumor growth. Indeed, in ASC KO and caspase-1 KO mice, the tumor cell
growth was delayed compared to WT mice suggesting that ASC and caspase-1 promote tumor
progression. Moreover, our results in bone marrow chimeric mice demonstrated that caspase-
1 expressing immune-cells promote mammary tumor progression. Altogether, these data show
that immune cells, which express inflammasome component, display a pro-tumoral role.
Several inflammasome platforms are described depending on the receptor that forms the
complex. Necrotic cell death occurs during tumor progression releasing DAMPs, such as ATP
or uric acid, in the tumor microenvironment that could activate the NLRP3 inflammasome.
We thus investigated whether NLRP3 modulate 4T1 tumor growth. Unexpectedly, tumor
growth was similar whether NLRP3 was present or absent from the tumor microenvironment
suggesting the involvement of another PRR. Indeed, other innate immune receptors such as
AIM2 or NLRC4 can form inflammasome platform. AIM2 being a DNA sensor, it could be
involved in the sensing of free DNA released by dying cells (31). Indeed, in other
pathological conditions AIM2 was shown to be activated by free DNA (32). At last, activation
of several inflammasomes in the tumor microenvironment through different signal may
promote mammary tumor growth.

While the absence of ASC and caspase-1 did not modify the spleen immune cell population
compared with WT spleen in tumor-bearing mice, our observations show that it directly

affected the tumor innate immune infiltrate. Indeed, neutrophils were less recruited in the
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tumor microenvironment of caspase-1 and ASC-KO mice. Interestingly, several studies have
described Ly6G+ neutrophil tumor infiltrating cells as myeloid-derived suppressor cell
(MDSC) population, due to their ability to down-regulate immune response in cancer (33,34).
Moreover, some studies showed that IL-13-expressing 4T1 cells induce the proliferation of
MDSC and impair NK cell function against tumors (21,28,30). Interestingly, despite the fact
that the absence of NLRP3 did not modify the rate of tumor growth in vivo, we observed a
lower recruitment of neutrophils in NLRP3-KO, ASC KO and caspase-1 KO mice
demonstrating that the NLRP3 inflammasome promotes neutrophils recruitment within the
microenvironment without impairing tumor progression. While previous studies indicate that
MDSC promote primary and metastatic 4T1 tumor progression (29), and that reducing their
recruitment in the tumor microenvironment limits 4T1 tumor growth (21,35), our data showed
that a decreased neutrophil recruitment is not sufficient to impair 4T1 development in NLRP3

KO mice suggesting a role for another cell type in promoting the tumor growth.

In addition to its role on MDSC recruitment, IL-13 can act on several mechanisms such as
angiogenesis or cytokine production that could affect tumor growth and its role in our model
remains to be completely uncovered. Whereas 4T1 cells respond to IL-1f stimulation, as
illustrated by the IxBa degradation (supplementary figure 3A), this cytokine had no impact
on 4T1 cell growth in vitro neither on MHCI expression excluding a direct role of IL-1f3 on

4T1 cell proliferation or targeting in vivo (Supplementary figure 3B and C).

On the other hand, it is well established that NK cell drives an anti-tumoral response (36) and
their presence is associated with good prognosis in several types of cancer (37,38). Consistent
with these observations, our results highlighted a stronger recruitment of NK cells in the
mammary tumor microenvironment of ASC KO and caspase-1 KO mice compared with WT
and NLRP3 KO mice suggesting that the increased number in NK cells detected within tumor
lead to the delayed tumor growth in ASC and caspase-1-deficient mice (figure 3A). Our data
show that NK cell depletion facilitates 4T1 growth in the inflammasome-deficient mice and
impairs the delayed tumor growth observed in caspase-1 KO mice. Thus, NK cells control the
mammary tumor growth. Furthermore, the phenotypic characterization of NK cells infiltrating
the mammary tumors revealed that NK cells from caspase-1-deficient mice were more

activated and responded better to NK activators than NK cells from mammary tumors of WT
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described in non-small cell lung cancer (NSCLC) models (39,40). Altogether, our data
indicate that caspase-1, and by extension the inflammasome, impairs NK cell anti-tumoral
activity. In the context of cancer, NK cells are the targets of multiple direct and indirect tumor
escape mechanisms (26). For instance, MDSC are able to suppress NK cell cytotoxicity, IFN-
g production or even NKG2D expression through membrane-bound TGF-b1 (41). Otherwise,
while IL-18 cytokine is known to activate NK cells and to be protective in colorectal cancer
models (42,43), Terme M et al. showed that IL-18 is able to increase PD-1 expression on NK
cells resulting in a decrease of their anti-tumor response (44). Thus, our results suggest that
the inflammasome, and potentially IL-18, rather than promoting an efficient NK cells anti-
tumoral response, down-regulate NK cell anti-tumoral response. Nevertheless, IL-18 role in

our model remain to be demonstrated in /L-/8 KO mice or mice treated with IL-18 inhibitors.
To conclude, our study highlights a new role for the inflammasome in promoting mammary

tumor progression by impairing NK cell anti-tumor functions and suggest that inflammasome

should be an interesting target to use in therapy against breast cancer progression.
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Figure Legends:

Figure 1 Lack of caspase-1 and ASC expression in immune cells reduce 4T1 tumor growth in
BALB/c mice. Tumor growth of 4T1 cells in indicated mice genotype (Wild Type mice: blue curve,
caspase-1/caspase-11 KO: red curve; ASC KO: green curve) was measured over 30 days (A). Average
curves are detailed on the right. Tumor growth of 4T1 cells in indicated chimeric mice was measured
over 30 days (Wild Type hematopoietic chimeric mice: blue curve; Caspase-I/caspase-11 KO
hematopoietic chimeric mice: red curve) (B). Average curves are detailed on the right. Data represent

mean +/- SEM **P<0,01 ***P<0,001 (Mann Whitney test) (n.s., non significant).

Figure 2 Caspase-1 or ASC deficiencies modify immune infiltrate within tumor
microenvironment 7 days post-injection. Tumor microenvironment (A) and spleen (B) immune
composing of indicated mice genotype at day 7 post-injection was analyzed by flow cytometry. Wild
type mice: blue; caspase-1/caspase-11 KO mice: red; ASC KO mice: Green. Lymphoid and myeloid
cells were individually analyzed within CD45 positive cells. Data represent mean +/- SEM *P<0,05

(Mann Whitney test).

Figure 3 NK cells drive anti-tumor response and impair tumor growth in caspase-1/caspase-11-
KO mice. Tumor growth of 4T1 cells was measured in mice of indicated genotype and treated or not
with anti-Asialo GM1 antibody during 24 days (Wild Type mice untreated: blue curve; Wild Type
mice treated with anti-asialo GM1 antibody: dark blue curve; caspase-1/caspase-11 KO mice
untreated: red curve; caspase-1/caspase-11 KO mice treated with anti-asialo GM1 antibody: dark red
curve) (A). Average curves are detailed on the right. NK cells phenotype from spleen or tumor was
analyzed by flow cytometry (B). Tumor cell extracts of indicated mice genotype were cultured in
presence of cytokines (IL-12/18), antibodies (NKp46, Ly49D, NKG2D) or tumor cells (YAC-1, 4T1)
and NK cells IFN- v production was measured by flow cytometry (C). Wild Type mice: blue; caspase-
1/caspase-11 KO mice: red. Data represent mean +/- SEM *P<0,05 **P<0,01 (Mann Whitney test)

(n.s., non significant).
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Supplementary figure and table legend

Supplementary table 1 — Inventory of fluorochrome conjugated-antibodies used for cytometry

analysis

Supplementary figure 1 Lack of NLRP3 expression has no impact on 4T1 tumor growth in
BALB/c mice but modify immune infiltrate within tumor microenvironment. Tumor growth of
4T1 cells in indicated mice genotype was measured over 30 days (A). Immune infiltrate within the
tumor microenvironment of indicated mice genotype was analyzed by flow cytometry (B). Lymphoid
and myeloid cells were individually analyzed. Data represent mean +/- SEM *P<0,05 **P<0,01

(Mann Whitney test) (n.s., non significant).

Supplementary figure 2 Caspase-1 or ASC deficiencies modify immune infiltrate within tumor
microenvironment 14 days post-injection. Tumor microenvironment (A) and spleen (B) immune
composing of indicated mice genotype at day 14 post-injection was analyzed by flow cytometry. Wild
type mice: blue; caspase-1/caspase-11 KO mice: red; ASC KO mice: Green. Lymphoid and myeloid
cells were individually analyzed within CD45 positive cells. Data represent mean +/- SEM *P<0,05

(Mann Whitney test).

Supplementary figure 3 IL-1f8 induces IkB degradation in 4T1 cells without affecting MHCI
expression or cell proliferation in vifro. 4T1 cells were incubated with recombinant IL-1f3. kB
expression in cell extracts was analyzed by western blotting (A). Using BrdU/PI staining, cell cycle of
4T1 cells was analyzed by flow cytometry (B). 4T1 cell expression of MHC class T after IL-1f

treatments was analyzed by flow cytometry (C).
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Extracellular staining

Antigen Clone Conjugate Ref/Supplier

CD11b M1/70 PerCP-Cy5.5 101228 Biolegend
CD11c N418 Brilliant Violet 605 117333 Biolegend
CD16 275003 APC FAB19601A, R&D

CD19 6D5 Brilliant Violet 605 115540 Biolegend

CD3 17A2 APC/Cy7 100222 Biolegend

CDh4 RM4-5 PerCP-Cy5.5 550954 BD Biosciences
CD45 30-F11 Alexa Fluor 700 B191240 Biolegend
CD64 X54-5/7.1 APC 139306 Biolegend
CD69 H1.2F3 Alexa Fluor 488 104516 Biolegend

CD8 53-6.7 PE 100708 Biolegend
CD98 RL388 PE 120981 eBioscience
F480 BMS8 Alexa Fluor 488 123120 Biolegend
I-A/I-E M5/114.15.2 Brilliant Violet 421 107631 Biolegend
KLRG1 2F1 PE-Cy7 25-5893-82, eBioscience
Ly6C AL-21 APC/Cy7 560596 BD Biosciences
Ly6G 1A8 Brilliant Violet 570 127629 Biolegend
NKG2D CX5 PE 12-5882, eBioscience
NKp46 29A1.4 APC 137608 Biolegend
SiglecF E50-2440 PE 552126 BD Biosciences
CD27 LG.3A10 Brilliant Violet 605 563365, BD Biosciences
CD122 TM-b1 PerCP-eFluor 710 46-1222, eBioscience
intracellular stanning

Antigen Clone Conjugate Ref/Supplier

Eomes Danllmag eF660 50-4875, eBioscience
Granzyme B GB12 PE MHGBO04, Invitrogen
IFN-Gamma XMG1.2 PE 554412, BD Biosciences
T-bet eBio4B10 PE-Cy7 25-5825-80, eBioscience
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Chapitre 1. Mise en avant d’'une auto-protéolyse de la cas-
pase-1 difféerente selon les inflammasomes activés.

A. Les inflammasomes NLRP3 et NLRP1b fonctionnent indépendamment l'un
de l'autre

Bien qu’étant des senseurs de PAMPs/DAMPs tres différents, des études ont montré que
la capacité a former un inflammasome par les récepteurs NLRP1b et NLRP3, chez la souris, est
lige a un efflux de potassium (Pétrilli et al., 2007a; Wickliffe et al., 2008a). Ces données suggérent
une potentielle interaction entre les récepteurs aboutissant a la formation d’'un inflammasome
fonctionnel.

En accord avec des données récoltées dans des souris de fond génétique 12956 (Kova-
rova et al., 2012), nous avons montré que les inflammasomes NLRP3 et NLRP1b fonctionnent de
maniére indépendante dans 3 types de cellules immunitaires distincts chez la souris BALB/c. Le
traitement des macrophages et des cellules dendritiques déficientes pour NLRP3 par la toxine
létale de bacillus anthracis, ne modifie ni la sécrétion d’IL-1B ni la sensibilité des cellules a la
pyroptose. De facon originale, nos résultats montrent que le priming, pourtant indispensable au
fonctionnement de I'inflammasome NLRP3, n’est pas nécessaire pour l'activation de I'inflamma-
some NLRP1b, comme le montre les quantités de caspase-1 sécrétées hors de la cellule lors de
traitement a la toxine |étale en absence de priming.

Le mode d’activation de I'inflammasome NLRP1b est encore débattu dans la littérature.
Les 2 modeles proposés, du clivage ou de la dégradation par le protéasome d’une partie du ré-
cepteur, ne semblent pas conciliables. De plus, il est intéressant de noter que la réduction d’ATP
intracellulaire est également capable d’induire une sécrétion d’IL-1B dépendante de I'inflamma-
some NLRP1b dans un modéle de surexpression dans le fibroblaste (Liao and Mogridge, 2013). Le
mécanisme d’activation est alors totalement indépendant du clivage de NLRP1b mais partielle-
ment dépendant de la production de ROS suggérant que les mécanismes d’activation de NLRP1b
par la toxine létale d’'une part et de la baisse d’ATP intracellulaire d’autre part sont différents. Le
mécanisme clé permettant de comprendre I'activation du récepteur NLRP1b pourrait étre lié a
I'efflux d’ion potassique et I'étude du clivage de NLRP1b en fonction de la concentration extra-
cellulaire en ion K+ permettrait certainement de comprendre I'impact de ce flux sur la formation
de I'inflammasome. En effet, il est possible d’imaginer un modéle dans lequel la modification de
la conformation du domaine CARD, dépendante d’un efflux d’ions potassiques, de NLRP1b pro-

voque le recrutement de la caspase-1 et son activation.
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B. L'autoprotéolyse de la caspase-1 n’est pas indispensable a son activité et
dépend du complexe moléculaire qui la recrute.

Les études précédentes ont largement démontré I'importance du clivage de la caspase-1
pour son activation (Ayala et al., 1994; Martinon et al., 2002). Pourtant, nos résultats montrent
gue la forme non-clivée de la caspase-1 peut étre catalytiquement active au sein du complexe
de lI'inflammasome NLRP1b. En effet, contrairement a I'inflammasome NLRP3 qui requiert I'au-
toclivage de la caspase-1 afin d’induire la pyroptose et la sécrétion d’IL-1B, la forme mutée non
clivable de la caspase-1 peut induire ces deux voies en réponse a la toxine létale de bacillus
anthracis. En 2010, une étude par P. Broz a suggéré que les modes d’activations de la caspase-1
pouvaient différer selon les inflammasomes et la présence de la protéine adaptatrice ASC (Broz et
al., 2010). Les récepteurs contenant un domaine CARD, tels que NLRC4, ont la capacité de former
un inflammasome en présence et en absence de 'adaptateur ASC. La présence de ASC provoque
I'apparition d’un speck au sein duquel la caspase-1 est auto-protéolysée induisant le clivage de
la pro-IL-1B, tandis que son absence induit une interaction directe entre les domaines CARD des
récepteurs et de la caspase-1 et ne provoque pas son auto-protéolyse. Dans cette étude, P. Broz
montre également que cette plateforme, indépendante de ASC et du clivage de la caspase-1, est
capable d’induire la pyroptose mais peu de clivage de cytokine (Broz et al., 2010). Notre étude
décrit donc un nouveau modele selon lequel la forme zymogéne de la caspase-1, au sein de I'in-
flammasome NLRP1b, est capable d’induire la pyroptose mais également le clivage de la pro-IL-
1B et de la pro-IL-18. Ce modele a été confirmé par une étude menée dans des macrophages de
souris C57BL/6 sur-exprimant le récepteur NLRP1b (Van Opdenbosch et al., 2014).

De maniére intéressante, une récente étude de la structure biochimique de l'inflamma-
some NLRP1b a permis de mettre en évidence une similarité entre les domaines CARDs de cas-
pase-1 et NLRP1b avec les domaines CARDs de Apaf-1 et caspase-9 (Jin et al., 2013). Apaf-1 et
la caspase-9 forment un complexe nommé apoptosome connu pour son réle dans le déclenche-
ment d’'une mort cellulaire par apoptose. Lors de la formation de ce complexe, les études ont
montré que la caspase-9 est active sous sa forme entiére en absence de toute auto-protéolyse
(Chao et al., 2005; Rodriguez and Lazebnik, 1999). Lensemble de ces données suggére un méca-
nisme semblable entre la formation de I'apoptosome et de I'inflammasome NLRP1b permettant
d’activer les caspases effectrices en absence de leur auto-protéolyse. De plus amples expériences
seront nécessaires pour déterminer par quel mécanisme la caspase-1 peut étre active sous sa

forme entiére.

C. L'adaptateur ASC forme une plateforme pour amplifier I'inflammation

Une autre donnée intéressante de notre étude est le role de ASC au sein des différents in-

flammasomes. Comme décrit dans d’autres études, nos résultats montrent que les macrophages
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de souris ASC KO traités avec la nigéricine, un activateur de I'inflammasome NLRP3, ne sécrétent
pas d’IL-1B ni ne meurent par pyroptose. En revanche, nos expériences démontrent que I'ab-
sence de la protéine adaptatrice ASC conduit a une pyroptose et a la sécrétion d’IL-13 en absence
du clivage de la caspase-1 en réponse a la toxine létale. De plus, la formation d’un speck de cas-
pase-1 en réponse a la toxine létale est dépendante de la présence de ASC. Ensemble, ces don-
nées suggerent donc que le clivage de la caspase-1, lorsqu’elle est recrutée au sein d’un speck,
est indispensable a son activité. Afin de démontrer I'indépendance de l'activité de la caspase-1
vis-a-vis de |'adaptateur ASC au sein de I'inflammasome NLRP1b, nous souhaitons traiter des
macrophages issus de souris double-KO (caspase-1/ASC KO) et reconstitués avec les différentes
formes de la caspase-1, avec la toxine létale. Ces résultats permettront de comprendre définiti-
vement le role de ASC au sein de I'inflammasome NLRP1b.

En plus de son domaine CARD permettant une interaction avec la caspase-1, I'adaptateur
ASC est une protéine dont le domaine PYD a des propriétés de type Prion. En effet, la modifica-
tion de la conformation de ce domaine conduit a une réaction en chaine provoquant l'agglomé-
ration de la protéine ASC et a la formation du speck (Cai et al., 2014). De maniére intéressante, la
formation de ce speck est localisée en périphérie du noyau et peut étre sécrété par la cellule par
un mécanisme mal compris souvent relié a la mort des cellules (Baroja-Mazo et al., 2014; Franklin
et al., 2014). Cette sécrétion de ASC ne semble pas étre un mécanisme anodin mais permettrait
la diffusion du signal d’inflammation aux cellules alentours. En effet, la protéine ASC peut étre
phagocytée par les cellules immunitaires patrouillant alentours et provoquer I'agglomération et
I'activation de la caspase-1 en absence d’autres signaux activateurs de I'inflammasome (Baro-
ja-Mazo et al., 2014; Franklin et al., 2014). La caspase-1 est recrutée dans cet agrégat protéique
via des interactions homotypiques de son domaine CARD avec celui de ASC. Lensemble de ces
données suggere que le clivage de la caspase-1 est nécessaire et lui permet de se «libérer» de
I'agrégat afin d’induire le clivage et la sécrétion des cytokines et la pyroptose. D’un autre coté,

I'importance du clivage de la caspase-1 peut étre lié a une activité qui reste a découvrir.
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Chapitre 2. Roéle de I'inflammasome au cours de la progression
tumorale mammaire

Linflammasome est un complexe moléculaire impliqué dans la détection de PAMPs et
de DAMPs et régulant la réponse inflammatoire via l'activation de la caspase-1 déclenchant le
clivage et la sécrétion de deux cytokines pro-inflammatoires : la pro-IL-1B et la pro-IL-18 (Schro-
der and Tschopp, 2010). Cytokines clés de la réponse inflammatoire, I'IL-1B et I'IL-18 ont un role
moins bien défini dans le cancer. Selon les conditions, ces deux cytokines peuvent avoir des réles
aussi bien pro-tumoraux (Carmi et al., 2013; Voronov et al., 2003) qu’anti-tumoraux (Salcedo et
al., 2010; Zaki et al., 2010) décrits dans I'introduction de ce manuscrit.

Linflammation est un phénomene fréquemment observé dans le cancer et se refléte par
la présence de cytokines et de cellules inflammatoires dans le microenvironnement tumoral (Ha-
nahan and Weinberg, 2011). Parmi ces cytokines, de nombreuses études ont pu détecter la pré-
sence d’IL-1B dans le microenvironnement tumoral mammaire, suggérant que l'inflammasome
est activé au sein de ces tumeurs (Pantschenko et al., 2003). De plus, la présence d’IL-1B dans
le microenvironnement est associée a un mauvais pronostic d’évolution du cancer (Bunt et al.,
2007; Dirat et al., 2011; Miller et al., 2000; Pantschenko et al., 2003). Partant de ces observations,
la seconde partie des résultats présentés dans ce manuscrit a permis de définir le réle de I'inflam-

masome au cours de la progression tumorale mammaire.

A. Un role pour I'inflammasome, oui, mais pour quel inflammasome ?

Nos résultats obtenus dans un modele de greffes syngéniques et orthotopiques de cel-
lules tumorales ont montré que I'absence de la caspase-1 et de ASC, deux protéines majeures de
I'inflammasome, réduit la croissance des cellules tumorales mammaires suggérant un réle pour
I'inflammasome dans le soutien de la croissance tumorale (figure 14).

La présence de nombreux DAMPs dans le microenvironnement tumoral, tels que I'ATP
sécrété par les cellules endommagées, permettait d’envisager I'activation de l'inflammasome
NLRP3 dans les cellules immunitaires infiltrant la tumeur. Néanmoins, nos expériences n‘ont pas
mis en évidence de role du récepteur NLRP3 et suggerent que, dans notre modele, un autre ré-
cepteur, capable de former I'inflammasome, favorise la croissance des cellules tumorales mam-
maires.

Parmi ces autres récepteurs de I'immunité, le récepteur AIM2 détecte I’ADN présent
dans le cytosol et conduit a la formation de I'inflammasome (Birckstimmer et al., 2009; Fer-
nandes-Alnemri et al., 2009; Hornung et al., 2009). Exprimé par de nombreux types cellulaires,
AIM2 est notamment connu pour empécher le développement de cancers du colon indépen-

damment de I'inflammasome (Wilson et al., 2015). En effet, I'absence d’AIM2, dans des modéles
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murins de cancers induits, augmente le nombre de polypes et le risque de cancers colorectaux
(Wilson et al., 2015). D’autre part, les études sur AIM2 'associent également a une détection en-
dogene de 'ADN aboutissant a la mort des cellules anormales (Chen et al., 2006; Liu et al., 2015).
Son réle au sein des cellules immunitaires au cours de la progression tumorale reste obscur. Ce-
pendant, 'ADN relargué par les cellules endommagées au sein de la tumeur peut conduire a la
formation de I'inflammasome AIM2 au sein des cellules immunitaires aboutissant a l'activation
de la caspase-1 (Jakobs et al., 2015; Schattgen et al., 2016) qui, dans notre cas, pourrait participer
au soutien de la croissance tumorale mammaire. L'étude de la croissance tumorale des cellules
4T1 au sein de souris BALB/c déficientes pour AIM2 permettrait de déterminer le role de cet
inflammasome dans notre modéle. Les souris AIM2 KO sous fond BALB/c n’existant pas a notre
connaissance, il faut dans un premier temps les dériver sous ce fond génétique.

Le récepteur NLRC4 est peu probablement impliqué dans le phénotype que nous obser-
vons. Comme AlIM2, NLRC4 est notamment connu pour son rdle protecteur dans le cas d’appa-
rition de cancers colorectaux chez la souris lorsqu’il est exprimé par les cellules épithéliales (Hu
et al., 2010). De plus NLRC4 est connu pour détecter des PAMPs associés aux systemes de sécré-
tions des bactéries et non a des DAMPs (Vance, 2015). Enfin, I'inflammasome NLRC4 possede un
domaine CARD permettant une interaction directe avec la caspase-1 qui suggere un réle moins
important de ASC dans la formation de cet inflammasome. LUensemble de nos données et les
connaissances actuelles sur NLRC4 écartent pour I'instant un réle de ce récepteur dans le soutien
de la croissance tumorale mammaire.

Linflammasome NLRP1b pourrait présenter un intérét particulier dans ce modeéle de
croissance tumoral. En effet, comme précisé dans la partie précédente, NLRP1b peut étre activé
lors d’une diminution trop importante de I'ATP intracellulaire, un phénomene qui peut se pro-
duire en absence d’oxygéne, empéchant la phosphorylation oxydative, ou lors d’une privation
en glucose (Chavarria-Smith and Vance, 2015). La diminution de la concentration en oxygene
ou en glucose dans le microenvironnement peut étre la conséquence d’une croissance excessive
observée au cours de la progression tumorale, permettant de suggérer I'activation de I'inflamma-
some NLRP1b dans les cellules immunitaires infiltrantes. Cependant, comme nous l'avons montré
précédemment dans notre étude sur NLRP1b, I'activation de I'inflammasome NLRP1b n’est pas
dépendante de ASC in vivo, ce qui ne permet donc pas d’expliquer I'impact de I'absence de ASC
sur la croissance des cellules 4T1. L'étude de la croissance des cellules 4T1 dans des souris BAL-
B/c déficientes pour NLRP1b permettrait néanmoins de déterminer avec précision le réle de cet
inflammasome dans le soutien de la croissance tumorale mammaire.

Enfin, un role pour le récepteur NLRP3 n’est pas totalement a écarter dans notre modéle.
En effet, son activité pourrait étre suppléée par un autre récepteur tel que AIM2. La progression

tumorale provoque l'apparition de nombreux DAMPs dans le microenvironnement qui peuvent
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Figure 14 : Modeles suggérés de soutien de la croissance tumorale par I'inflammasome

(A) La croissance des cellules 4T1 dans la glande mammaire est ralentie par I'activité anti-tumorale des
cellules NK. Via l'activation de I'inflammasome dans les cellules immunitaires présentes dans le microen-
vironnement, la sécrétion de cytokines provoque une modification de I'activité des cellules NK, favorisant
ainsi la croissance tumorale. Dans ce modeéle, il reste a déterminer quel inflammasome est responsable
de l'activation de la caspase-1 dans les cellules immunitaires ainsi que le role des cytokines régulées par
I'inflammasome (entre autres IL-1p et IL-18).

(B) Un second modeéle d’activation peut étre imaginé dans lequel I'inflammasome pourrait étre directe-
ment activé dans les cellules NK provoquant leur anergie vis a vis des cellules tumorales.
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activer différents inflammasomes connus et méme encore inconnus. Il est donc possible qu’un
phénomeéne de redondance nous empéche de comprendre le réle du récepteur NLRP3 dans le

soutien de la croissance tumorale mammaire (Figure 14).

B. De quelle maniéere I'inflammasome régule-t-il I'activité immunitaire an-
ti-tumorale ?

a. Quelles sont les cellules a l'origine de I'activation de I'inflammasome ?

Comme nous l'avons vu précédemment, I'inflammasome et ses composants sont expri-
més par de nombreux types cellulaires. Au sein de la glande mammaire par exemple, les cellules
épithéliales mais également les adipocytes peuvent exprimer la caspase-1 et induire le clivage de
I"IL-1PB (Dirat et al., 2011). Dans le cadre du cancer du sein, les adipocytes en contact avec des cel-
lules tumorales produisent une grande quantité de cytokines telles que I'IL-1B, I'IL-6 et le TNF-a
(Dirat et al., 2011). De plus, la co-culture d’adipocytes et des cellules tumorales 4T1 stimulent le
potentiel métastatique des 4T1 in vivo. Pour déterminer quel compartiment cellulaire exprimant
I'inflammasome est responsable du retard de la croissance tumorale chez les souris caspase-1
KO, nous avons donc étudié la croissance tumorale au sein de souris chimériques pour leur sys-
téme hématopoiétique. Les résultats de nos expériences ont permis de conclure que I'absence
de la caspase-1 dans les cellules du systeme hématopoiétique, réduit la croissance des cellules
4T1 in vivo. Cette observation nous permet d’éliminer les cellules épithéliales et les adipocytes
comme source de l'activation de la caspase-1 et montre que I'inflammasome, exprimé par les
cellules immunitaires, favorise la croissance des cellules tumorales mammaires (figure 14).

En revanche, la caspase-1 est exprimée par de nombreux types de cellules immunitaires
(Mankan et al., 2012; Miao et al., 2011; Osuka et al., 2012; Winkler and Rosen-Wolff, 2015). Il est
donc difficile de spéculer sur le type cellulaire responsable du soutien de la croissance tumorale.
Les études de F. Ghiringhelli ont permis de montrer que I'activation de I'inflammasome dans les
cellules dendritiques favorisent la réponse anti-tumorale aprés des traitements chimio thérapeu-
tiques (Ghiringhelli F et al. 2009). D’autres travaux du méme groupe ont également montré que
I'activation de I'inflammasome dans les cellules myéloides suppressives apres un autre type de
traitement chimio thérapeutique provoque la libération d’IL-1B qui, en agissant sur les lympho-
cytes T CD4, induit la production d’IL-17 et favorise ainsi 'angiogenése et la croissance tumorale
(Bruchard M et al 2012). Selon le type de cellules immunitaires qui exprime I'inflammasome, il
semble donc qu’il puisse avoir un réle pro- ou anti-tumoral. En rapprochant ces données de la
littérature a nos expériences, on peut supposer que le soutien de la croissance tumorale soit lié

a l'activation de I'inflammasome dans des cellules telles que les MDSC.

b. Les MDSC perturbent-elles la réponse anti-tumorale en présence de I'inflamma-
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some ?

Au cours de I'étude du microenvironnement tumoral, nous avons observé une modifi-
cation du recrutement de neutrophiles dans les tumeurs des souris caspase-1 et ASC KO. Ces
cellules, caractérisées par une forte expression de Ly6G, sont particulierement moins recrutées
dans le microenvironnement tumoral en absence de caspase-1, ASC mais également de NLRP3.

Bien que nous n’ayons pas étudié leurs caractéristiques in vitro, il est tentant de rappro-
cher ces cellules des cellules myéloides suppressives (MDSC) fréquemment retrouvées dans le
microenvironnement tumoral. Considérées comme des cellules n’ayant pas totalement terminé
leur différenciation, les MDSC peuvent inhiber la réponse anti-tumorale et favoriser la croissance
des cellules cancéreuses de diverses manieres. D’une part, les MDSC sont capables d’exprimer
simultanément NOS2 et ARG1 permettant d’induire I'anergie des cellules T CD8 et NK, leur apop-
tose et méme d’altérer la reconnaissance du MHCI par le TCR (Gallina et al., 2006; Nagaraj and
Gabrilovich, 2007; Ochoa et al., 2007). D’autre part, les MDSC stimulent I'angiogeneése via la sé-
crétion de nombreuses molécules telles que le VEGF et MMP-9 (Yang et al., 2004) favorisant ainsi
I'oxygénation de la tumeur et son invasion (Du et al., 2008; Sevko and Umansky, 2013). Enfin,
I'exposition a la membrane du TGF-B1 par les MDSC provoque une baisse de la cytotoxicité, de
I'expression de NKG2D et de la production d’IFN-y des cellules NK (Li et al., 2009).

De nombreuses études ont montré que I'IL-1f3 joue un réle dans la prolifération et le re-
crutement des MDSC sur le site tumoral (Bunt et al., 2007; Elkabets et al., 2010; Tu et al., 2008).
Plus précisément, les MDSC sont recrutées de maniére moins importante au sein de tumeurs de
souris NLRP3 KO par rapport a des souris WT (van Deventer et al., 2010). Dans une étude de tu-
meurs mammaires, S.K. Bunt et collégues ont également montré que la surexpression d’IL-1B par
les cellules 4T1 favorise le recrutement de MDSC dans les tumeurs qui soutiennent la progression
tumorale (Bunt et al., 2007). De la méme maniére, nos données suggerent que I'inflammasome,
via ASC, la caspase-1 et NLRP3, favorise le recrutement des MDSC, potentiellement via la sé-
crétion d’IL-1P. Il est toutefois important de noter que la diminution du recrutement des MDSC
n‘est pas suffisante pour provoquer une réduction de la croissance tumorale dans notre modéle.
En effet, alors qu’elle correle avec une diminution de la croissance tumorale mammaire dans les
souris caspase-1 et ASC KO, la diminution du recrutement des MDSC dans les souris NLRP3 KO n’a
pas d’impact sur la croissance des cellules 4T1 par rapport aux souris WT. Il semblerait donc que
la présence ou I'absence des MDSC au sein du microenvironnement tumoral ne soit pas directe-
ment liée a la réduction de la croissance tumorale observée dans les souris caspase-1 et ASC KO
dans notre étude. Cependant et afin de comprendre le role des MDSC dans notre modele, il serait
intéressant d’observer la croissance tumorale au sein de souris, de différents génotypes, dans
lesquelles cette population cellulaire aura été éliminée préalablement via I'utilisation d’anticorps

déplétant (anti-Ly6G).
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Outre leur impact sur la tumeur primaire, les MDSC sont également décrits pour favoriser
I'apparition de métastases, notamment pulmonaires (Bunt et al., 2006; Chow et al., 2012). Le
modele 4T1 provoquant I'apparition de métastases pulmonaires, il sera intéressant d’observer le

nombre de métastases présentes chez les souris WT ou déficientes pour I'inflammasome.
c. Linflammasome inhibe I'activité anti-tumorale des cellules NK

En ciblant les cellules anormales de notre organisme pour les éliminer par des mécanismes
décrits dans l'introduction de ce manuscrit, les cellules NK ont un tres fort potentiel anti-tumoral
(Vivier et al., 2012). La présence de cellules NK dans le microenvironnement est également un
facteur de bon pronostic dans les cancers du poumon (Villegas et al., 2002), colorectaux (Coca et
al., 1997) ou méme du sein (Emens, 2012).

Au cours de la progression tumorale des cellules 4T1, les cellules NK participent a la ré-
ponse immunitaire anti-tumorale comme nous I'avons observé via I'injection d’anticorps déplé-
tant. Nous avons également observé une augmentation significative du nombre de cellules NK
dans le microenvironnement tumoral en absence de la caspase-1 et de ASC, corrélant avec une
diminution de la croissance des cellules tumorales. De plus, la déplétion des cellules NK, par
injection d’anticorps dans les souris caspase-1 KO, supprime le retard de croissance des cellules
4T1 observé auparavant dans ces souris par rapport aux souris WT. Enfin, alors que I'absence de
NLRP3 provoque une diminution du recrutement des MDSC, les tumeurs des souris NLRP3 KO
ne présentent pas d’augmentation de cellules NK permettant d’envisager un réle des NK dans le
ralentissement de la croissance tumorale observée chez les souris ASC et caspase-1 KO. La mo-
dulation du nombre de cellules NK au sein des tumeurs des différents génotypes de souris peut
étre due a une modification de leur recrutement, a un effet sur leur prolifération ou encore a une
diminution de leur mortalité. La prostaglandine E2 (PGE2) est un médiateur important de I'in-
flammation fréquemment observé dans le microenvironnement tumoral mammaire (Schrey and
Patel, 1995) et dont la synthése peut notamment étre régulée par I'lL-1B (Hou et al., 2011; Pang
and Knox, 1997). De maniére intéressante, la PGE2 favorise la croissance de tumeurs mammaires
via le recrutement de MDSC (Sinha et al., 2007) et provoque également l'arrét de la prolifération
et I'apoptose des cellules NK dans le cas de cancers gastriques (Li et al., 2016). De maniére plus
générale, la PGE2 est un inhibiteur de l'activité cytotoxique des cellules NK (Kalinski, 2012). Dans
notre modele, I'inflammasome pourrait, via la sécrétion de I'lL-1B, induire la production de PGE2
responsable de la mort des cellules NK dont la prolifération et la survie seraient restaurées par
I'absence d’un des composants de I'inflammasome dans les souris ASC et caspase-1 KO.

En plus de I'augmentation de leur recrutement, I'étude de différents marqueurs des cel-
lules immunitaires infiltrant les tumeurs nous a permis de montrer que I'absence de la caspase-1

et de ASC favorise I'expression de marqueurs d’activation par les cellules NK tels que NKG2D, la
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granzyme B ou CD98. Lensemble de ces données suggere donc que I'inflammasome, indépen-
damment du récepteur NLRP3, perturbe l'activation et le recrutement des cellules NK dans le
microenvironnement tumoral mammaire et favorise ainsi la croissance des cellules 4T1.

Chez I’humain, il est intéressant de noter que le microenvironnement tumoral provoque
une modification de I'activité des cellules NK. Par exemple, les cellules NK infiltrant les cancers
pulmonaires non a petites cellules (NSCLC) ont un phénotype altéré et présentent une moins
bonne capacité a sécréter de I'lFN-y ainsi qu’une dégranulation défectueuse (Cremer et al., 2012;
Platonova et al., 2011). De la méme maniéere, les cellules NK présentes dans le microenvironne-
ment de cancer du sein exhibent un plus faible marquage des récepteurs activateurs tels que
NKG2D ou NKp30 et une augmentation de I'expression de récepteurs inhibiteurs tels que NKG2A
(Mamessier et al., 2011a, 2011b). Ces données tendent a montrer que le microenvironnement
tumoral modifie le fonctionnement biologique des cellules NK et inhibe leur activité anti-tumo-
rale (Figure 14A). Les mécanismes provoquant cette modification sont encore mal compris et nos
résultats permettent de proposer I'inflammasome comme un régulateur négatif de I'activité des
cellules NK dans le microenvironnement tumoral mammaire. En effet, nous montrons que, plus
gu’une simple modification du recrutement des cellules NK, I'absence de la caspase-1 provoque
également une amélioration du phénotype anti-tumoral des cellules NK avec une meilleure sé-
crétion de I'lFN-y en réponse a divers stimuli in vitro.

Il reste cependant a comprendre de quelle maniére ASC, la caspase-1 ou I'inflammasome
en général, perturbent le fonctionnement des cellules NK dans le microenvironnement tumo-
ral. Comme précisé précédemment, les MDSC participent a la croissance tumorale en inhibant
I'activité anti-tumorales des lymphocytes T et des cellules NK. Lobservation du phénotype des
cellules NK dans les différents génotypes de souris déplétées pour les MDSC nous permettra de
comprendre le réle des MDSC dans l'inhibition de I'activité anti-tumorale des cellules NK dans
notre modele.

D’un autre c6té, il existe également des études suggérant un role pro-tumoral pour I'IL-
18, une cytokine régulée par I'inflammasome, qui s’accorderait avec nos observations. En effet,
dans des études de modeéles de cancers murins, I'lL-18 accroit I'expression de PD-1, un récepteur
inhibiteur, par les cellules NK provoquant une baisse de la réponse anti-tumorale (Terme et al.,
2011). Linhibition de I'IL-18 via I'lL-18BP ou des mécanismes de silencing permet de restaurer,
dans ce cas, I'immunosurveillance et la réponse anti-tumorale médiée par les cellules NK (Terme
et al., 2012). Dans notre modele, I'absence de la caspase-1 pourrait provoquer une diminution de
I'IL-18 dans le microenvironnement tumoral et ainsi diminuer leur expression de PD-1.

Des données dans le cancer du poumon chez I’humain montrent que la perte de récep-
teurs a la surface des cellules NK, recrutées dans le microenvironnement tumoral, n’est pas liée a

une diminution de la transcription et de 'FARNm de ces récepteurs (Gillard-Bocquet et al., 2013),
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suggérant un role du microenvironnement dans la modification de la localisation des récepteurs
au sein des cellules NK. De la méme maniere, nous pourrions déterminer si 'absence de la cas-
pase-1 provoque une modification de la transcription des récepteurs activateurs ou une modifi-
cation de leur localisation au sein de la cellule.

Enfin, une derniere hypothése est envisageable selon laquelle les cellules NK, elles-
mémes, exprimeraient les composants de I'inflammasome et que leur activation en leur sein
provoquerait une modification de leur activité en régulant la localisation des récepteurs activa-
teurs au sein de la cellule, en modifiant leur programme transcriptionnel ou méme en induisant
leur mort par pyroptose (figure 14B). A ce jour, seule I'équipe de J.A. Lederer a publié des études
montrant I'activation de lI'inflammasome NLRP3 au sein de cellules NK via cytométrie en flux

(Osuka et al., 2012; Stoecklein et al., 2015).

C. Quel facteur, régulé par I'inflammasome, favorise la progression tumorale
mammaire ?

Si I'absence des composants de I'inflammasome favorise la progression tumorale mam-
maire dans notre étude, nous n‘avons pas pu mettre en évidence son role dans la sécrétion de
cytokines dans le microenvironnement. En effet, I'lL-13 et I'IL-18 étant synthétisées sous la forme
de précurseurs inactifs, il est nécessaire d’avoir des techniques permettant de distinguer les deux
formes (actives et inactives) des cytokines. Les tests ELISA utilisables sur les surnageants de tu-
meurs au laboratoire ne permettent pas de distinguer ces deux formes de protéine et donc de

connaitre I'état d’activation de ces deux cytokines dans le microenvironnement des tumeurs 4T1.

a. LIL-1B favorise-t-elle la croissance tumorale des cellules 4T1 en présence de la
caspase-1?

Dans le contexte du cancer du sein, I'lL-1B est régulierement associée a des réles pro-tu-
moraux. Considérée comme un facteur de mauvais pronostic lorsqu’elle est fortement exprimée
dans différents types de cancers (Lewis et al., 2006), de nombreuses études montrent que I'utili-
sation de I'antagoniste du récepteur de I'IL-1 permet de réduire 'apparition de métastases dans
différents modeles de tumeurs murines (Chirivi et al., 1993; Elkabets et al., 2010; Vidal-Vanaclo-
cha et al., 1994).

Les résultats obtenus lors de nos expériences laissent également entrevoir un role de
I'lL-1B dans la croissance tumorale mammaire. Plus précisément, I'lL-1p sécrétée par les cellules
immunitaires présentes dans le microenvironnement tumorale pourrait favoriser la croissance
des cellules tumorales par de nombreux mécanismes tels que I'angiogenése ou la sécrétion de
cytokines. En 2010, une étude de M. Elkabets montre que la présence d’IL-1p3 au sein de tumeurs
mammaires provoque I'accumulation de progéniteurs myéloides, considérés comme des MDSC,

dans le microenvironnement tumoral (Elkabets et al., 2010). En concordance avec ces résultats,
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Figure 15 : L'injection d’Anakinra n’influe pas la croissance des cellules tumorales 4T1

Suivi de la croissance des cellules 4T1 injectées dans la glande mammaire de souris WT ou caspase-1 KO
traitées avec la forme recombinante de I'lL-1Ra (Anakinra) ou du PBS (PBS). Moyenne et déviation stan-
dard. *p<0,05 (Test statistique non parametrique de Mann-Whitney), n.s. = non significatif
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notre étude du microenvironnement tumoral dans des souris caspase-1, ASC et NLRP3 KO montre
une diminution du recrutement de cellules Ly6G positives, considéré comme un marqueur des
MDSC. Pourtant, comme nous |'avons vu auparavant, cette diminution n’est pas suffisante pour
réduire la croissance des cellules 4T1.

Afin de définitivement démontrer le role de I'lL-1B dans notre modeéle, nous avons tenté
d’étudier la croissance des cellules tumorales 4T1 au sein de souris traitées avec I'antagoniste du
récepteur de I'lL-1 (IL-1Ra, Anakinra). Les injections répétées (tous les 2 jours) de I'lL-1Ra n’ont
pas eu d’effet significatif sur la croissance des cellules 4T1 (Figure 15). Cependant, le métabolisme
de I'lL-1Ra au sein des souris étant tres rapide, il est possible que I'absence d’effet soit due a une
inefficacité de notre traitement sur I'inhibition de I'lIL-1.

Pour conclure définitivement sur le réle de I'lL-1B dans notre modéle, nous étudierons la
croissance des cellules 4T1 dans des souris IL-1R-déficientes ou traitées avec des anticorps blo-

quant de I'lL-1p.
b. Unrdle pour I'lL-18 dans la progression tumorale mammaire ?

Outre I'lL-1B, le complexe de I'inflammasome régule également l'activité de I'lL-18, une
autre cytokine pro-inflammatoire. Comme pour I'lL-1B, nos résultats suggérent qu’une diminu-
tion de sécrétion de I'lL-18 dans le microenvironnement tumoral permet un meilleur contréle de
la croissance des cellules 4T1. Pour le déterminer, nous souhaitons mettre en place des tests de
croissances de cellules 4T1 au sein de souris traitées avec I'lL-18 Binding Protein (IL-18BP), un
inhibiteur naturel de I'lL-18.

D’abord considérée comme une cytokine anti-tumorale via son action sur les cellules NK
et la production d’IFN-y, le réle de I'IL-18 dans le cancer est aujourd’hui plus contrasté. De nom-
breuses études montrent que I'lL-18 protege contre I'apparition de tumeurs dans des modeles
murins de tumeurs induites par des carcinogénes. De plus, par rapport aux souris WT, les souris
NLRP3, ASC ou caspase-1 déficientes sont plus sensibles aux carcinogénes et I'injection d’IL-18
recombinante permet de réduire I'apparition de tumeurs dans ces souris démontrant que le role
de I'lL-18 est, dans ce cas, médié par I'inflammasome (Salcedo et al., 2010; Zaki et al., 2010). Via
I'activation des cellules NK, I'lL-18 protége de I'apparition de métastase dans un modele métasta-
tigue de mélanome (Nishio et al., 2008).

Cependant, I'lL-18 peut, comme I'IL-18, favoriser le recrutement de cellules myéloides
suppressives, capable d’inhiber I'activité cytotoxique des cellules T CD8 in vitro, au sein de tu-
meurs sous-cutannées (Lim et al., 2014). De plus, dans un contexte d’apparition de métastase
hépatique, I'lL-18 favorise I'expression de molécules d’adhésion, telles que VCAM1, par les cel-
lules endothéliales et participe a I'apparition de métastases (Vidal-Vanaclocha et al., 2000). Enfin,

comme nous I'avons vu auparavant, I'lL-18 induit I'expression de PD-1 a la surface des cellules NK
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provoquant une baisse de leur activité anti-tumorale (Terme et al., 2011). On peut imaginer un
mécanisme selon lequel la sécrétion d’IL-18, médiée par I'inflammasome, inhibe I'activité cyto-
toxique des NK via une surexpression de PD-1. Cette hypothése peut étre simplement testée via
I'analyse de PD-1 a la surface des cellules NK par cytométrie en flux dans les différents génotypes

de souris.
c. Unrole pour d’autres cytokines et mécanismes régulés par I'inflammasome ?

Outre la caspase-1, I'lL-1B et I'IL-18 peuvent également étre clivées par d’autres protéases
dans le microenvironnement (Coeshott C et al. 1999, Sugawara S et al. 1999, Dinarello CA 2009).
Si on écarte un rble de I'lL-1B et de I'lL-18 dans notre modele, on peut se pencher alors sur les
autres fonctions connues de la caspase-1 comme le clivage de I'lL-33 ou la pyroptose.

Peu étudiée dans le cadre du cancer, la pyroptose est une mort cellulaire inflammatoire
permettant I'élimination de pathogénes (Jorgensen and Miao, 2015). Elle survient en réponse
a l'activation de I'inflammasome et de la caspase-1 et provoque la libération de nombreux fac-
teurs pro-inflammatoires comme des cytokines et chimiokines mais également de DAMPs tels
gue I'’ATP ou HMGBL1 (Inoue and Tani, 2014). Dans un contexte de tumeurs induites par carcino-
génes, la pyroptose, provoquée par 'activation de divers inflammasomes, permettrait d’induire
une mort cellulaire autonome et une inflammation favorisant le retour a I’homéostasie tissulaire
(Allen et al., 2010; Elinav et al., 2011b; Hu et al., 2010). Ces études prétent donc un role anti-tu-
moral a la pyroptose. Pourtant, le contexte inflammatoire créé par ce type de mort cellulaire est
considéré comme un phénomene favorisant la croissance tumorale. Le role de la pyroptose dans
la croissance tumorale est donc peut-étre lié aux cellules qui meurent par ce mécanisme. D’un
cOté, la mort autonome par pyroptose des cellules anormales peut-étre salvatrice et induire une
réponse immunitaire anti-tumorale. D’un autre c6té, dans notre modele, la mort par pyroptose
de cellules immunitaires ayant détectées des DAMPs présents dans le microenvironnement pour-
rait étre délétere et favoriser la croissance des cellules tumorales.

L'IL-33 est une cytokine pro-inflammatoire dont le clivage par la caspase-1, contrairement
a I'lL-1B et I'lL-18, conduit a son inhibition (Cayrol and Girard, 2009). Dans le cancer, le role de
I'IL-33 est encore mal compris, tantot pro-tumoral, tant6t anti-tumoral (Lu et al., 2016). Cepen-
dant, il est intéressant de noter que son récepteur ST2 est exprimé a la surface des cellules NK
(Bourgeois et al., 2009) et qu’il induit leur activation et leur prolifération en présence d’IL-33
(Gao et al., 2013; Nabekura et al., 2015). De plus, I'expression transgénique ou I'injection d’IL-33
recombinante réduit I'apparition de métastases dans des modeles d’injections de cellules issues
de mélanomes ou de carcinomes pulmonaires notamment via I'activation des cellules NK (Gao et
al., 2013). Dans notre étude, I'absence de la caspase-1 ou de ASC pourrait favoriser la sécrétion

d’IL-33 active et non clivée, favorisant ainsi la prolifération des cellules NK et stimulant leur acti-
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vité anti-tumorale.

D. Un réle de I'inflammasome dépendant ou indépendant du modele 4T1 ?

Les cellules 4T1 sont un modeéle de tumeur proche des cancers triple négatifs, basal-like,
de haut grade chez I'humain (Mi et al., 2004; Pulaski and Ostrand-Rosenberg, 1998). Leur dépen-
dance vis-a-vis de certaines cellules immunitaires et du microenvironnement inflammatoire pour
se développer nous a fortement encouragé a les utiliser pour en faire notre modele d’étude prin-
cipal. Bien entendu, nous avons envisagé 'utilisation d’autres modéles de tumeurs afin de pou-
voir élargir le réle de I'inflammasome a un contréle global de la croissance tumorale mammaire.

Les cellules 67NR partagent la méme origine que les cellules 4T1 et sont donc également
des cellules tumorales isolées d’une tumeur spontanée de la glande mammaire de souris BALB/
cfC3H (Miller et al., 1983). Bien que la croissance des cellules 67NR in vivo soit semblable a celle
des 4T1, les 67NR ne quittent pas le site de la tumeur primaire et n‘ont pas la capacité de former
des métastases (Aslakson and Miller, 1992). Nous envisageons donc d’étudier la croissance des
cellules 67NR dans les souris ASC et caspase-1 KO pour déterminer le réle de I'inflammasome
dans leur croissance.

Afin de changer également de fond génétique de souris, nous avons étudié la croissance
des cellules EO771, une lignée d’adénocarcinome mammaire de souris C57BL/6 (CASEY et al.,
1951) dans les souris C57BL/6. Injectées dans la glande mammaire de souris C57BL/6, les cellules
EO771 provoquent I'apparition de tumeurs de hauts grades comme les cellules 4T1 ou 67NR du
fond BALB/c (Johnstone et al., 2015). Les résultats préliminaires obtenus avec ce modele n‘ont
pas permis de mettre en évidence un réle pour la caspase-1 dans la croissance tumorale au
sein de souris WT ou caspase-1 déficientes (Figure 16). Cependant, le protocole d’injection des
cellules EO771 doit étre affiné afin d’obtenir des croissances tumorales similaires au sein des
groupes de souris. En effet, malgré 'utilisation de protocoles issus de la littérature, nous avons
obtenus une grande disparité de croissance au sein de souris d'un méme groupe suggérant que

nos conditions d’injection sont inadéquates.

E. Linflammasome comme cible thérapeutique ?

Il existe déja des drogues utilisées dans le traitement de maladies impliquant I'inflam-
masome. Le traitement des crises de goutte ou de cryopyrinopathie se fait par I'injection d’Ana-
kinra, la molécule antagoniste du récepteur de I'IL-1 ou d’anticorps bloquant I'lIL-1B (Jesus and
Goldbach-Mansky, 2014). La forme recombinante de I'lL-18BP permet de bloquer 'activité de
I'IL-18 in vivo également (Dinarello and van der Meer, 2013). Enfin, il existe également de petites
molécules testées actuellement qui permettrait de bloquer I'activation de la caspase-1 et donc

d’inhiber I'activation de I'inflammasome. Outre les cytokines, de nouvelles molécules permettent
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d’inhiber I'activation de certains inflammasomes de maniéere plus ou moins spécifique. Le glybu-
ride, par exemple, est une petite molécule utilisée actuellement dans le traitement du diabéte de
type 2 qui permet d’'empécher spécifiqguement 'activation de I'inflammasome NLRP3 (Lamkanfi
et al., 2009).

Au terme de nos recherches se pose la question d’utiliser ces données pour définir I'in-
flammasome comme une cible thérapeutique potentielle dans le cas de traitement contre le
cancer. Si nos données mettent en avant un réle de I'inflammasome dans la progression tumo-
ral, il nous reste a déterminer le role exact de I'lL-1f3 et de I'IL-18 dans notre modéle. Bloquer
I'activation de la caspase-1 afin de réduire la croissance tumorale mammaire pourrait donc étre
une piste a approcher mais qui demeure néanmoins a discuter. En effet, lorsque I'on analyse I'en-
semble des études sur I'inflammasome dans le contexte tumoral, elles démontrent un role plus
contrasté, parfois pro-tumoral parfois anti-tumoral de I'inflammasome et de ses cytokines. L'uti-
lisation de thérapies ciblant I'inflammasome sera donc dépendante de notre capacité a discerner

les bénéfices et les désavantages du traitement selon le contexte tumoral.
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Figure 16 : La croissance des cellules EO771 est identique dans les souris WT ou caspase-1 KO

Suivi de la croissance des cellules EO771 injectées dans la glande mammaire de souris C57BL/6 WT ou
caspase-1 KO. A gauche : moyenne et déviation standard. A droite : suivi de chaque animal.
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Figure 17 : Courbe de survie d’'un modeéle de souris développant des tumeurs spontannées de la glande
mammaire (Souris BALB/c MMTV-Neu).

L'apparition de tumeurs mammaires est observée chez des souris WT et caspase-1 KO. Une masse mesu-
rant plus de 3mm dans sa plus grande longueur est considérée comme une tumeur.
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Chapitre 3. Conséquence de la suppression de l'inflamma-
some dans un modele de tumeurs spontanées de la
glande mammaire

Les expériences sur la croissance des cellules 4T1 au sein de la glande mammaire des sou-
ris BALB/c répondent partiellement au role de I'inflammasome dans le développement tumoral
mammaire. En effet, en choisissant d’étudier un modeéle d’injection orthotopique, nous savions
gue les résultats obtenus nous permettraient uniguement de comprendre le réle de I'inflamma-
some dans le microenvironnement tumoral et son impact direct sur la croissance des cellules
mais pas sur l'apparition de la tumeur en elle-méme.

Pour déterminer le role de I'inflammasome dans I'apparition de tumeurs mammaires,
nous avons alors importé un modeéle de tumeurs spontanées de la glande mammaire sous fond
génétique BALB/c. Dans ce modeéle 'oncogene neu muté de rat est sous le contréle du promoteur
MMTV exclusivement exprimé dans les cellules de la glande mammaire (Boggio et al., 1998).
Dans un premier temps, nous avons observé l'apparition de tumeurs dans ce modele dans des
souris WT ou caspase-1 KO. De maniére intéressante, I'absence de caspase-1 ralentit I'apparition
de tumeurs dans ce modele (Figure 17) suggérant un role de la caspase-1 dans l'induction de
tumeurs mammaires.

Basés sur I'expression d’un oncogene dans les cellules épithéliales de la glande mammaire,
les résultats provenant de ce modeéle vont pour I'instant a I'encontre des résultats de modeles de
cancers du colon induits par carcinogenes. Alors que I'inflammasome protege de I'apparition de
tumeurs colorectales, il semblerait qu’il favorise I'apparition de tumeurs mammaires.

Bien entendu, ces résultats préliminaires devront étre validés dans des souris invalidées

pour d’autres composants de I'inflammasome.
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CONCLUSION

Au cours de mes quatre années de these, j'ai étudié deux mécanismes de I'inflammasome
totalement différents impliqués d’une part dans la réponse aux pathogeénes et d’autre part dans

la croissance tumorale.

Dans un premier temps, je me suis intéressé a la réponse de macrophages issus de dif-
férents génotypes de souris aux activateurs des inflammasomes NLRP3 et NLRP1b. De maniére
intéressante, nous montrons que le clivage de la caspase-1 n’est pas indispensable a la sécrétion
de cytokines et a I'induction de la pyroptose en réponse a I'activation de I'inflammasome NLRP1b
par la toxine |étale de bacillus anthracis. En revanche, ce clivage est indispensable pour le fonc-
tionnement de I'inflammasome NLRP3 démontrant que la nécessité du clivage de la caspase-1
varie en fonction du pathogéne et du récepteur impliqué dans la formation de I'inflammasome.
Ces résultats permettent d’approfondir nos connaissances sur le fonctionnement de I'inflamma-

some et apportent une meilleure compréhension des mécanismes de détection des pathogenes.

Responsable de la maturation et de la sécrétion des deux cytokines inflammatoires IL-1
et IL-18, I'inflammasome est un complexe clé de I'immunité innée. Au cours de la tumorigenése,
de nombreuses études prétent un rdle pro- ou anti-tumoral a I'inflammasome selon le contexte
tumoral. Dans un second projet, je me suis donc intéressé au role de I'inflammasome au cours de
la progression tumorale mammaire.

Les résultats obtenus au cours de cette étude révelent que I'absence de deux composants
majeurs de I'inflammasome : la caspase-1 et ASC, provoque une diminution de la croissance des
cellules tumorales. De plus, la présence de la caspase-1 dans les cellules immunitaires recrutées
au sein du microenvironnement tumoral provoque une diminution du recrutement et de I'acti-
vité des cellules NK. Toutefois, nous n’avons pas pu déterminer quel inflammasome est respon-
sable du soutien du développement tumoral. D’'un point de vue fondamental, les résultats de ce
projet ont permis de découvrir un réle pour I'inflammasome dans la régulation de la réponse an-
ti-tumorale. Au sein de tumeurs mammaires, son activité provoque une diminution de I'activité
anti-tumorale des cellules NK favorisant ainsi la progression des cellules tumorales mammaires.

En permettant de comprendre le role pro-tumoral de I'inflammasome, cette étude per-
met de mieux appréhender les mécanismes responsables de la reprogrammation du systéme
immunitaire au sein des tumeurs. En outre, elle permet d’envisager une nouvelle approche en
immunothérapie qui permettrait de restaurer I'activité anti-tumorale des cellules NK en ciblant

les mécanismes de I'inflammasome.
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MATERIEL ET METHODES SUPPLEMENTAIRES

Souris :

Les souris MMTV-Neu de fond génétique BALB/c obtenues du laboratoire du Prof. Fede-
rica Cavallo et les souris caspase-1 obtenues du laboratoire du Pr. Richard A. Flavell ont été croi-
sées afin d’obtenir des souris caspase-1/caspase-11-/- MMTV-Neu+ et caspase-1/caspase-11+/+
MMTV-Neu+. Lapparition de tumeurs est surveillée dans les glandes mammaires trois fois par
semaine dés le sevrage des souris femelles. Une masse dont le plus grand des diamétres excede

3mm est considérée comme une tumeur.

Injection d’Anakinra :

Une solution d’anakinra diluée dans du PBS est réalisée a 4mg/mL. Un jour avant l'injec-
tion des cellules 4T1, la souris sont traitées en IP avec 20mg/g d’Anakinra (volume =5 * poids de
la souris en mg). Les traitements sont effectués ensuite tous les 2 jours en IP. Comme pour les
autres expériences de croissance tumorale, 10 000 cellules 4T1 (100 pL) sont injectées dans la

glande mammaire et le suivi des tumeurs est effectué par mesure au pied a coulisse.

Culture cellulaire :

Les cellules EO771 sont cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec 10% (v/v) de
sérum de veau feetal inactivé, 1% (v/v) glutamax, 1% (v/v) pénicilline/streptomycine dans un
incubateur a 5% CO2 et 37°C. Avant injection, les cellules sont systématiquement testées pour la
présence de mycoplasmes (MycoAlert Mycoplasma detection kit, Lonza). Les lignées sont aussi
saines de tout agents infectieux murins (Tagman PCR testing of mouse essential panel, Charles

River).

Injections des cellules EO771 :

Les cellules EO771 sont récoltées et reprises dans du PBS & 2.10° cellules/mL. 100 pL de
cette solution sont injectées directement dans la glande mammaire de souris C57BIl/6 WT ou
caspase-1 KO. La croissance des cellules est suivie par mesure au pied a coulisse. Les souris sont

sacrifiées lorsque la tumeur atteint 1000mm3.
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Annexe 1 : Assessing Caspase-1 Activation

Ce chapitre de méthode est a paraitre dans le livre NLR Protein dans la série de Methods
in Molecular Biology chez Springer.

Dans cet article de méthode, nous détaillons les protocoles permettant de détecter l'acti-
vation de I'inflammasome in vitro via I'analyse par Western Blot de la sécrétion de la forme clivée
de la caspase-1 et de I'lL-1B notamment. Nous expliquons également une méthode simple pour

déterminer le taux de cellules mortes par pyroptose lors de I'activation de I'inflammasome.
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Abstract

The caspase-1 enzymatic activity plays a major role in the innate immune response as it regulates the
maturation of two major proinflammatory cytokines, the interleukin-1beta (IL-18) and IL-18. In this
chapter, we describe the technique of Western blot to assess caspase-1 activation. This method provides
multiple information within one experiment. It allows the detection of both unprocessed and processed
caspase-1 and substrates.
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Interleukin-1beta (IL-1[3)
Caspase-1

1. Introduction

[Caspase-1 is an enzyme belonging to a family of cysteine proteases that cleave their substrates after an
aspartic acid residue. Like apoptotic initiator caspases (e.g., caspase-8 or caspase-9), it is an apical
caspase synthesized as a zymogen. Caspase-1 consists of three main domains, a Caspase Activation and
Recruitment Domain (CARD) at the N-terminus of the protein followed by two catalytic subunits, the p20
and the p10 (Fig. 1). As an initiator caspase, caspase-1 gets activated within a multi-protein complex,
jnamed the “inflammasome.” The inflammasome acts as a molecular platform inducing the zymogen
dimerization to initiate caspase-1 activation by autoproteolysis. The freed subunits assemble into dimers
of p20/p10 to form the active caspase-1 [ 1, 2]. The best-characterized substrates of caspase-1 are the
[proinflammatory cytokines, the pro-interleukin-13 (pro-IL-1f) and pro-IL-18. Their cleavage by caspase-
1 results in the production and secretion of the biologically active cytokines IL-1f and IL-18. Of note,
jupon inflammasome activation, the p20/p10 dimers of caspase-1 are secreted together with the mature
substrates. This is the reason why cell supernatants are analyzed by Western blot.

Fig. 1
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Schematic representation of the full length caspase-1, size 45 kDa, and of the active dimers
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Inflammasomes are major actors of the innate immune response. They are expressed by myeloid cells
such as macrophages and dendritic cells, but also by epithelial cells such as keratinocytes or intestinal
cells. Different cytosolic pattern recognition receptors such as nucleotide-binding domain and leucine rich
Irepeat pyrin containing 1 (NLRP1), NLRP3, NLRC4, and absent in melanoma 2 (AIM?2) are able to
trigger the assembly of an inflammasome upon sensing of specific pathogen-associated molecular pattern
(PAMP) or danger-associated molecular pattern (DAMP). The NLRP3 receptor is able to detect a wide
frange of DAMP, e.g., extracellular ATP and monosodium urate crystals, and PAMP, e.g., Staphylococcus
aureus, influenza virus, adenovirus and bacterial toxins such as nigericin. The mouse NLRP1b is activated
[by the lethal toxin of Bacillus anthracis, while the NLRC4 detects bacteria like Salmonella or Shigella
[3]. Inflammasome activation is often associated with a specific form of cell death dependent on caspase-
1 activity called pyroptosis.

A convenient method to monitor caspase-1 activation is the detection of the autoproteolysis of the protein
jusing the technique of Western blotting. Separation of the different forms of caspase-1 protein using
denaturing polyacrylamide gel electrophoresis followed by Western blot allows the visualization of the
full length caspase-1 at 45 kDa (zymogen) and of the cleaved fragments of the protein resulting from its
autoprocessing, for instance p20 or p10 depending on the epitope recognized by the antibody. Similarly
{this technique allows the detection of both the immature and mature form of the substrate of caspase-1,
for instance the pro-IL-1f at 35 kDa and the mature IL-1f at 17 kDa. However, recent studies identified
specific situations where caspase-1 is active despite the absence of autoprocessing. Thus, for some
situations, to assess caspase-1 activity, monitoring its autoprocessing is not sufficient and assessing
substrate cleavage and the induction of cell death are also required [4, 5]. We therefore include a simple
method to monitor cell death, the measurement of lactate dehydrogenase released in the medium.

In this chapter, we activate caspase-1 by triggering the formation of the NLRP3 and NLRP1b
inflammasomes in mouse peritoneal macrophages. This method can be applied to bone marrow derived
macrophages and dendritic cells, and even to human macrophages, using adequate antibodies. It can also
|be applied to monitor the activation of other inflammasomes using cognate activators.

2. Materials

All buffers and solutions must be prepared using ultrapure water.

2.1. Cells and Inflammasome Stimulation

1. Mouse peritoneal macrophages from WT, and ideally, from caspase-1 deficient (KO) mice that
will serve as negative control (for method see ref. 5). If no caspase-1 KO mice are available, the
caspase-1 inhibitor Z-Y VAD-fmk can be used.
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2. 12-well plates treated for tissue culture.

3. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) cell culture medium complemented with 10 %
(vol/vol) decomplemented fetal bovine serum, 1 mM sodium pyruvate, 100 IU/ml
penicillin/streptomycin, and 2 mM glutamine.

4. Opti-MEM® medium (this medium is exclusive of Life Technologies); other serum free media
could be also used.

5. Phosphate buffered saline solution (PBS): 137 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 1 mM Na,HPO,, 2 mM
KH,PO,, pH 7 4.

6. Ultrapure Escherichia coli 0111:B4 lipopolysaccharide (LPS).
7. Stock solution of 10 mM nigericin in ethanol.
8. 1 mM adenosine triphosphate (ATP) stock solution in water (see Note 1).

9. Lethal toxin (LT) from anthrax: the stock is composed of 1 pg/ul of lethal factor mixed with 1 pg/
ul of protective antigen [5].

10. 6 mM EDTA in PBS buffer: dilute 0.5 M EDTA stock solution in PBS.

2.2. Protein Extractions

1. RIPA lysis buffer stock 2x: Mix 5 ml of 1 M Tris—HCI pH 7.5, 3 ml 5 M of NaC, 10 ml of 10 %
sodium deoxycholate, 0.15 ml of 20 % SDS, 1 ml of 0.5 % Triton X-100, 1 ml of 0.5 M EDTA,
and 0.2 ml of 1 M sodium orthovanadate. Add two tablets of Roche protein inhibitor cocktail;
other protein inhibitors cocktails are also suitable. Make the volume up to 50 ml with H,O. Mix
well. Aliquot 0.5 ml in 1.5 ml microtubes and store at —80 °C.

2.3. SDS-PAGE

1. Bio-Rad mini-PROTEAN Tetra cell electrophoretic system (or equivalent).
2. Glass plates with 1.5 mm spacer, 15-well combs.

3. Solution of premixed 30 % ratio 37.5:1 acrylamide—bis-acrylamide.

4. 10 % (wt/vol) ammonium persulfate (APS) solution in water.

5. N,N,N,N'-tetramethyl-ethylenediamine (TEMED).

6. Stacking gel buffer: 0.5 M Tris—HCI pH 6.8: Weigh 60 g of tris base, add 0.5 L of H,O, mix using
magnetic stirrer, adjust pH to 6.8 using HCl (see Note 2) and add H,O up to 1 L. Store at +4 °C.

7. Separating gel buffer 1.5 M Tris—HCI pH 8.8: Weigh 181.5 g tris base, add 0.7 L of H,O, mix,
adjust pH to 8.8 using HCl (see Note 2), make up to 1 L with H,O. Store at +4 °C.
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8. Separating gels: for two 15 % acrylamide mini-gels mix 4.8 ml of H,O, 10 ml of 30 %
acrylamide-bis-acrylamide, 5 ml of separating gel buffer, 0.1 ml of 20 % SDS, 0.2 ml of 10 %
APS, 0.01 ml TEMED.

9. Stacking gels: for two 5 % acrylamide mini-gels mix 5 ml H,O, 1.7 ml of 30 % acrylamide—bis-
acrylamide, 2.5 ml of staking gel buffer, 0.05 ml of 20 % SDS, 0.1 ml of 10 % APS,0.01 ml
TEMED.

10. Running (migration) buffer 10x stock solution: Weigh 60.6 g of tris base, 288 g of glycine, add
0.1 L of 20 % SDS, make up to 2 L with H,O. Mix.

11. 3x Laemmli buffer (LB): Weigh 60 mg phenol red (see Note 3), add 69 ml of glycerol, 37.5 ml
of 1 M Tris—HCl pH 6.8 and 60 ml of 20 % SDS. Make up to 200 ml using H,O. Mix well.
Verify final pH is 6.8 and adjust if necessary. Just before adding the LB to the protein extracts,
add 100 mM DTT to reach final concentration.

12. 1 M dithiothreitol (DTT): Dissolve 15.45 g of DTT in H,O, aliquot into microtubes and store at
=20 °C.

13. Protein ladder.

2.4. Western Blot and Antibody Incubation
1. Bio-Rad Mini Transblot electrophoretic system (or equivalent).

2. Transfer buffer x 1 (store at +4 °C): weigh 25 g of tris base, 120 g of glycine, add 8 L of H,O,
mix. Adjust pH to 8.3 using HCI, add 1.6 L of pure ethanol, make up the volume to 10 L with
H,0.

3. 10x stock solution of tris buffer saline Tween (TBST) (store at +4 °C): 500 ml of 1 M tris base pH
7.5, 10 ml of Tween 20, 300 ml of 5 M NaCl, and 190 ml of H,O.

4. Nitrocellulose membranes with 0.22 um pore size.

5. Whatman paper, cut into 7.5 x 7.5 cm pieces.

6. Ponceau S.

7. Nonfat dry milk.

8. Blocking buffer: 5 % (wt/vol) nonfat dry milk in TBST 1x.

9. Primary antibodies: 1:500 dilution of anti-caspase-1 Casper-1 mouse (Adipogen), 1:1000 dilution
of anti-IL-1f IL-1F2 (R&D Systems).

10. Secondary antibodies coupled to the horseradish peroxidase (HRP): 1:5000 dilution of donkey
anti-goat or donkey anti-mouse.

11. Chemoluminescence substrate for HRP.
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12. Frozen ice pack for the transfer.

2.5. Cell Death Assay

1.

Lactate dehydrogenase (LDH) activity assay kit, such as the CytoTox 96" Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay (Promega). However, other brands are also suitable. Prepare LDH substrate
mix following manufacturer’s instructions.

. Flat-bottom 96-well plate.

3. Methods

3.1. Activation of the Inflammasome

. Plate the WT and caspase-1 KO macrophages at a density ranging from 8 x 10° to 10° cells in a

12 well-plate in 1 ml of complete DMEM. Make sure to seed the adequate number of wells; do
not forget to seed an extra control well that will be used as a positive control for the LDH assay.
After 2 h, change the medium to remove the non-adherent cells.

. Prime the cells overnight by stimulating them in complete DMEM containing 0.5 pg/ml of LPS.

This step allows the induction of the production of the pro-IL-1f and of the NLRP3 proteins.

. The following morning, remove the medium and replace it with 1 ml of Opti-MEM (see Note 4).

Then stimulate the cells to activate the inflammasome by adding either 10 uM nigericin per well
for 2-4 h or 5 mM ATP for 30 min or 1 pg/ml LT for 6 h, or the solvent to the control wells. If
using Z-Y VAD-fmk, add the inhibitor at 50 uM 30 min prior to the stimulation.

3.2. Sample Preparation

1.

Collect each 1 ml of cell supernatant into labeled microtubes and centrifuge gently at 1500 x g to
get rid of any dead cells. Remove the supernatant and store it in 2 aliquots of 0.5 ml at =20 °C (1
for protein precipitation and 1 for other applications such as LDH assay or ELISA)

. Wash the cells with PBS and then incubate the cells in 0.5 ml of 6 mM EDTA in PBS for 5 min on

ice. Scrape the cells and collect the cells into a clean microtube. Pellet the cells at 1500 x g in a
refrigerated centrifuge. Discard the supernatant, store the dry cell pellet at —80 °C or proceed
directly to the cell lysis.

. Cell extracts: Make the RIPA buffer 1x by adding 0.5 ml of water, and lyse the cells in 40 pl of

buffer. Incubate on ice for 30 min and centrifuge at +4 °C at 15,800 x g. Collect the cell protein
extract into a clean tube (optional: measure the protein concentration using the Bradford assay and
use bovine serum albumin as a standard). Add Laemmli buffer containing DTT to the extracts,
heat for 5 min at 95 °C. Load directly onto SDS-PAGE or store at —80 °C.

. Supernatants: to analyze the protein contents of cell supernatants, we use the

methanol/chloroform protein precipitation method. This part should be conducted under a fume
hood. To 0.5 ml of cell supernatant, add 0.1 ml of chloroform and 0.5 ml of methanol. Vortex.
Centrifuge for 3 min at 15,800 x g. The white protein disk is visible at the interphase between the
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aqueous and organic phase. Discard most of the upper phase without disturbing the protein pellet.
Add 0.5 ml of methanol, vortex, and centrifuge for 3 min at 15,800 x g. The protein pellet should
be stacked at the bottom of the tubes. Discard the supernatant. Leave the pellets to air-dry under a
fume hood to remove any trace of solvent. Resuspend the proteins in 50 ul of LB 3x containing
DTT (see Note S). Heat at 95 °C for 5 min. Load directly onto gels or store at —80 °C.

3.3. SDS-Polyacrylamide Gel Casting and Electrophoresis

1. Assemble the glass plates (1.5 mm spacer) using the casting system of miniPROTEAN
electrophoretic system.

2. Prepare Separating gels.
3. Mix well.

4. Pour 7.5-8 ml of gel preparation into the plates and gently overlay the gel with 0.5 ml water.
Leave to polymerize (20 min).

5. Prepare the stacking gels.
6. Mix well.

7. Remove the water from the surface of the gels and pour the stacking gels on top of the separating
gels. Quickly add the combs to the stacking gel. Wait until gels are polymerized (see Note 6).

8. Install the glass plates containing the gels into the migration tank, fill with running buffer 1x and
gently remove the combs.

9. Load the gels: add the protein ladder to one well and load 20 pg of samples (or 15-20 pl) per
well. Top up the tank with running buffer 1x if necessary (see Note 7).

10. Start the electrophoresis at 70 V for 20 min then increase the voltage to 100 V for 90 min.
Regularly check the migration. Another method is to electrophorese by applying 35 mA/gel.

3.4. Western Blot, Wet Method

1. Prepare a tank containing transfer buffer and soak the foam pads and membranes in this buffer.
2. Uncast the gels and remove the gels from the glass plates carefully.

3. Prepare the transfer sandwich by stacking 1 foam pad, 2 Whatman papers soaked into the transfer
buffer, the gel (we remove the stacking gel before the transfer), the nitrocellulose membrane, and
2 Whatman papers soaked in the transfer buffer, on the black lid of the transfer cassette (Fig. 2).
Get rid of any bubbles by gently rolling the top of the pile with half of a 5 ml pipette. Add another
foam pad and close the cassette, place it into the transfer cell, taking care to put the cassette in the
proper orientation with regards to the electrodes (with the Bio-Rad system the black side of the
cassette toward the black side of the transfer cell). Add one ice block to the transfer tank and fill
with transfer buffer (see Note 8).

Fig. 2
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Schematic representation of the sandwich assembly for the Western blot
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. Transfer at 100 V for 1 h.

3.5. Probing and Detection

1.

2.

Open the transfer cassettes to collect the membranes.

Optional: you may want to incubate your membrane in a Ponceau S solution before the blocking
step. The Ponceau S stains the proteins and is useful to visualize the quality of the protein transfer
and the protein load of each well. Incubate the membranes in a solution of Ponceau S for 5 min
under agitation, then rinse briefly several times with water.

. Block the membranes by incubating them in the blocking buffer for 1 h at room temperature and

under gentle agitation.

Incubate the membranes overnight in the primary antibodies diluted in the blocking buffer at +4
°C under gentle agitation.

. Proceed to the washing step: add at least 10 ml of TBST 1x for 15 min at room temperature under

agitation. Discard the buffer and repeat this step three times.

. Incubate the membranes in the secondary antibody solution. Dilute the appropriate horseradish-

coupled antibody in 1 % milk TBST.

. Wash the membranes with 10 ml of TBST 1x for 15 min at room temperature under agitation.

Discard the buffer and repeat this step three times.

. Incubate the membranes in HRP substrate. For detection of IL-1f3 and caspase-1, we incubate the

membranes for 5 min in the luminescence HRP substrate solution diluted 1:2 with water (see Note
9).

. Expose the membranes to autoradiography films or to a gel imager (see example results in Fig. 3)

(see Note 10).
Fig.3

Immunoblots showing caspase-1 autoproteolysis and IL-1f3 cleavage in response to the
NLRPIb and NLRP3 inflammasome activation in WT and caspase-1 KO peritoneal
macrophages. Caspase-1 and IL-1p are shown in cell extracts and cell supernatants. O/N
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3.6. LDH Assay

This assay is carried out following the manufacturer’s instructions. It is used to detect the cell death
induced by caspase-1 activation.

1. Make sure to set up the experimental controls: 1 well left untreated for cell spontaneous LDH
release and 1 well treated with a lysis solution for cell maximum LDH release.

2. Transfer 50 pl of cell supernatant to a flat-bottom 96-well plate.

3. Add 50 pl of the reconstituted LDH Substrate Mix to each well of the plate, cover and incubate at
room temperature, protected from light, up to 30 min.
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4. Add 50 pl of the Stop Solution to each well of the plate.

5. Read the absorbance at 490 nm.

LDH release percentage is calculated by the following formula: |
([LDHtreated] — [LDHuntreated] / [LDHtotallysis| — [LDHuntreated] ) x 100)|

4. Notes

1. Make small aliquots of ATP stock and always use a new aliquot for inflammasome stimulation.
2. Use 12 N HCl to get close to the desired pH then use 6 N HCI to finish the adjustment.

3. Phenol red can be replaced by bromophenol blue. We find convenient, for instance, to use a blue
LB for cell extracts and a red LB for cell supernatants.

4. Opti—MEM® medium allows a cleaner protein electrophoresis as it contains very few proteins.
5. Itis also possible to resuspend the protein pellet in 30 ul of RIPA buffer 1x and then add LB.

6. The casted gels can be stored for 10 days immerged in a box containing running 1x buffer at +4
°C.

7. If many wells are empty, we recommend adding 15 pl of LB 3x to these empty wells to ensure an
even migration of the samples.

8. As the best transfer is obtained with cool buffer, do not remove buffer from the fridge until
immediately prior to filling tanks. Some people of the team like to transfer in the cold room.

9. We use the LuminataTM Crescendo Western HRP substrate (Millipore).This HRP substrate is
convenient as it is premixed. Furthermore, depending on the abundance of the protein detected
and on the specificity of the primary antibodys, it is possible to adapt the substrate concentration by
diluting it with water and to also adapt the time of membrane incubation to modulate the intensity
of the signal.

10. The membranes can be re-hybridized with another antibody to detect another protein without
being stripped if, the size of the other protein of interest to be detected is different and if the
primary antibody species is different. To that purpose, we block the membranes as described in
Subheading 3.5 and add 0.05 % of sodium azide to the buffer to inactive the HRP. For instance,
the anti-caspase-1 antibody can be re-hybridized following the hybridization with the anti-IL-1f
antibody.
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Résumé

Linflammasome est une plateforme moléculaire composée d’un récepteur de I'immunité innée tel que
NLRP3 ou NLRP1b, de la protéine adaptatrice ASC et de la caspase-1. Il joue un rble essentiel dans le
déclenchement de la réponse inflammatoire via l'activation de la caspase-1 qui mene a la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1.

Dans un premier axe de recherche, nous avons mis en évidence que les macrophages de souris défi-
cientes pour ASC traités avec I'activateur de I'inflammasome NLRP1b, la toxine |étale de bacillus anthracis,
étaient capables de sécréter la forme mature de I'lL-1B en absence de clivage de la caspase-1 pourtant
décrit comme un événement indispensable a son activité. En reconstituant des macrophages caspase-1
KO avec une forme mutante non-clivable de la caspase-1, nous avons démontré que la forme entiere de
la caspase-1 est capable d’induire la sécrétion d’IL-1B en réponse a la toxine létale alors qu’elle n‘est pas
fonctionnelle au sein de I'inflammasome NLRP3.

Dans un second axe de recherche, mon travail de thése s’est intéressé a comprendre le role de I'inflamma-
some au cours de la progression tumorale. En effet, I'IL-1p est une cytokine fréquemment retrouvée dans
le microenvironnement tumorale mammaire suggérant donc I'activation de I'inflammasome au sein des
tumeurs. Au moyen d’un modeéle de tumeurs in vivo, nous avons montré que l'absence de la caspase-1 et
de ASC dans les cellules immunitaires chez la souris conduit a une réduction de la croissance tumorale.
De plus, I'absence de ces deux protéines provoque également un plus fort recrutement et une meilleure
activité des cellules NK au sein des tumeurs.

En plus d’identifier un nouveau mécanisme d’activation de la caspase-1, mon travail de thése a permis de
mettre en évidence le role de I'inflammasome dans l'altération des cellules NK au cours de la progression
tumorale mammaire. Ces données permettent d’envisager I'inflammasome comme une cible thérapeu-

tique dans le cancer.

Abstract

The inflammasome is a molecular platform composed of an innate immune receptor such as NLRP3 or
NLRP1b, of the adaptor protein ASC and of the caspase-1. It plays an essential role in triggering inflam-
matory response through the activation of caspase-1 that leads to the secretion of pro-inflammatory
cytokines such as IL-1.

In a first research axis, we showed that ASC deficient mice macrophages treated with an NLRP1b inflam-
masome activator, the lethal toxin of Bacillus anthracis, were able to secrete the mature form of IL-1 in
absence of any cleavage of caspase-1 previously described as an essential event for its function. By recons-
tituting caspase-1 KO macrophages with an uncleavable mutant form of caspase-1, we showed that the
entire form of the protein is able to induce IL-1B secretion upon lethal toxin treatment but is nonfunctio-
nal upon NLRP3 inflammasome activation.

In a second research axis, my PhD work focused on underlying the inflammasome role during tumor
progression. Indeed, IL-1PB is frequently found within breast tumor microenvironment suggesting that in-
flammasome is activated in tumors. Using in vivo tumor model, we showed that the absence of caspase-1
of ASC in immune cells lead to a delay tumor growth. In addition, the absence of these two proteins also
causes a stronger recruitment and an enchanced activity of NK cells within mammary tumors.

In addition to identify a new caspase-1 activation mechanism, my PhD work allows to highlight a role for
the inflammasome in NK cell alteration during mammary tumor progression. These data enable to consi-
der inflammasome as a therapeutic target in cancer.



