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Titre :

Etude de I'impact de I'expression de variants d’épissage sur les fonctions biologiques de P2RX7: Réle

dans I'adénocarcinome broncho-pulmonaire humain
Résumé :

Le cancer du poumon, découvert classiquement a un stade avancé et non opérable, est la premiéere
cause de déces par cancer. Les avancées en immunothérapie anti tumorale ont changé le pronostic
de cette pathologie en positionnant cette approche comme un élément principal de la prise en charge
a ce jour. Néanmoins la survie a cing ans du cancer du poumon, tous stades confondus, reste inférieure
a 20% et il est donc nécessaire de mieux comprendre sa physiopathologie afin d’identifier de nouvelles

approches thérapeutiques.

Mon laboratoire d’accueil a récemment montré que le récepteur purinergique P2RX7 restreint le
développement de tumeurs dans un modele murin en orchestrant une réponse immunitaire anti
tumorale. L'expression de P2RX7 a été montrée dans I'adénocarcinome bronchique humain (LUAD)
mais sa fonction n’a jamais été étudiée. Les objectifs de mon projet de recherche étaient de
comprendre pourquoi les cellules tumorales du LUAD expriment P2RX7 dont I"'une des fonctions est
de déclencher leur propre mort. Nous avons émis I’hypothése que I'expression de variants d’épissage

pourrait impacter les fonctions biologiques de P2RX7.

J'ai montré que l'isoforme P2RX7A pleine taille et trois variants d'épissage alternatif P2RX7B, H, J sont
exprimés dans les tissus LUAD et qu’il y a globalement moins de messagers dans les tissus tumoraux
que dans les tissus sains adjacents. Aprés avoir développé un essai pour mesurer I'activité biologique
de P2RX7, nous avons démontré que seul P2RX7 exprimé dans les cellules immunitaires pulmonaires
est fonctionnel, et qu’il existe une altération de ses fonctions biologiques uniquement dans le
compartiment tumoral. J'ai ensuite caractérisé le mécanisme moléculaire qui conduit a I'expression
d’un récepteur dont la fonction biologique est altérée. Ce mécanisme repose sur I'expression
différentielle du variant d'épissage P2RX7B et a la capacité de I'isoforme P2RX7B d’hétéro-oligomériser
avec P2RX7A pour former un récepteur moins fonctionnel. Enfin, j’ai observé que les tumeurs des
patients LUAD qui présentent un niveau d’expression élevé de P2RX7B sont tres faiblement infiltrées

en cellules immunitaires.

L'ensemble de mes résultats positionnent P2RX7B comme un biomarqueur péjoratif pour les patients

souffrant de LUAD, et comme un outil théranostique prometteur dans une perspective curative.

Mots clefs : P2RX7/P2X7 purinorécepteurs, ATPe, épissage alternatif, cancer, immunomodulation



Title :

Assessing the impact of the expression of splice variants on the biological functions of P2RX7: Role in

human bronchopulmonary adenocarcinoma
Abstract :

Lung cancer, classically discovered at an advanced and non-operable stage, is the leading cause of
cancer death. Advances in anti-tumor immunotherapy have changed the prognosis of this pathology
by positioning this approach as a central element of therapy. Nevertheless, the five-year survival, all
stages confused, remains less than 20% and it is therefore necessary to better understand the

pathophysiology of this disease in order to identify new therapeutic approaches.

My PhD host laboratory has recently shown that the purinergic receptor P2RX7 restricts tumor
development in a murine model by orchestrating an anti-tumor immune response. The expression of
P2RX7 has been shown in lung adenocarcinoma (LUAD) but its function has never been studied. The
aims of my research project were to understand why LUAD tumor cells express P2RX7, one of the
functions of which is to trigger their own death. We hypothesized that the expression of splice variants

could impact the biological functions of P2RX7.

| showed that the full size P2RX7A isoform and three alternative splice variants P2RX7B, H, J are
expressed in LUAD tissues and that there are globally less messenger’s RNA in tumor tissues than in
adjacent healthy tissues. After developing an assay to measure the biological activity of P2RX7, we
demonstrated that only P2RX7 expressed in lung immune cells is functional, and that there is an
alteration of its biological activities only into tumor compartment. | then characterized the molecular
mechanism that leads to the expression of a receptor whose biological function is altered. This
mechanism is relying on the differential expression of the P2RX7B splice variant and the ability of the
P2RX7B isoform to hetero-oligomerize with P2RX7A to form a less functional receptor. Finally, |
observed that tumors of LUAD patients having a high level of P2RX7B expression are very poorly

infiltrated with immune cells.

All these results position P2RX7B as a pejorative biomarker for LUAD patients and as a promising

theranostic tool in a curative perspective.

Keywords : P2RX7/P2X7, purinoceptor, eATP, alternative splicing, cancer, immunomodulation
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l. Abréviations

CNPC........ cancer du poumon non a petites cellules
CPC...ooeees cancer du poumon a petites cellules
LUAD....coorrreeenn. adénocarcinome bronchique
SSP. e survie sans progression
Sttt e s survie globale
PD-1.cocovieirenen programmed cell death protein 1
PD-L1....... programmed cell death protein ligand 1
ICl........... inhibiteurs des checkpoint de I'immunité
MET ..o microenvironnement tumoral
ATP.ierreeree e adénosine tri-phosphate
ATPE...iieeeee e ATP extracellulaire
NAD.....ccccvurenne nicotinamide adénine dinucléotide
G I IR guanosine triphosphate
AMP....cooie e, adénosine monophosphate
CMH1......... complexe majeur d’histocompatibilité
de classe 1

FAC.... s fibroblastes associés au cancer
HIF e Hypoxia Inducible Factor
TNF o facteur de nécrose tumorale
IL-12. e s interleukine-12

IL-10. e e e interleukine-10
T lymphocytes T auxiliaires
MDSC....oooeeveeirerreeene myeloid derived suppressor cell
Kttt natural killer
VEGF....oooeee e, vascular endothelial growth factor
PLR ettt purinocepteur P1
P2RX ettt et s purinocepteur P2X
P2RY ..ottt e purinocepteur P2Y
NICD...ovieiecierre e NAD induced cell death
LPS et e lipopolysaccharide
MAP.....oo e, modulateurs allostériques positifs
MAN.....cceeiteerre e, modulateurs allostériques négatifs
GFPue et green fluorescent protein
DAMPS......dommages associés aux motifs moléculaires

associés aux dégats

PPR....cverennen. récepteurs de reconnaissance de patterns
THC ot immunohistochimie
ARNM...ooeievreeeeeceereerrene, acide ribonucléique messager
MR e e micro-ARN
SNP..oovereerereeeen, polymorphisme nucléotidique simple
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. Introduction
A. Le cancer du poumon avancé

a. Faits et chiffres épidémiologiques

Le cancer du poumon, le plus souvent découvert a un stade avancé non opérable, est la
premiere cause de déces par cancer. Il est responsable de plus de 33 000 déces par an en
France et 1,8 millions de déces par an dans le monde. Les derniéres données d’épidémiologie
estiment son incidence a plus de 46 000 nouveaux cas par an en France et environ 2,1 millions
de nouveaux cas par an dans le monde. Il constitue le 3¥™ cancer incident chez la femme et

le 2¢™e cancer incident chez ’homme [1].

Les deux dernieres décennies ont été marquées par la compréhension de mécanismes
moléculaires clés de la cancérogenése pulmonaire ; ces derniers ont permis de développer des
thérapies ciblées efficaces, alors que les cing dernieres années ont vu |'application clinique du
décryptage de I'immunité anti tumorale. Ces avancées ont considérablement enrichi la prise
en charge du cancer du poumon mais cette pathologie demeure sévere, d’ou I'importance

d'améliorer la connaissance des mécanismes de la carcinogenése.

b. Historique de la prise en charge

i. Prise en charge thérapeutique du cancer du poumon avancé

Le cancer du poumon est classé selon son type histologique. Il est historiquement divisé en
cancer du poumon non a petites cellules (CNPC), le plus fréquent puisqu’il représente neuf cas
sur dix, et en cancer du poumon a petites cellules (CPC), plus rare, rapidement évolutif et
relevant toujours d’'un traitement systémique. Il existe trois principaux types de cancer du
poumon non a petites cellules. L'adénocarcinome bronchique (LUAD) est le plus fréquent et
représente environ 40 % des cas. |l se situe le plus souvent en périphérie du poumon et se
développe aux dépens des cellules glandulaires. Le carcinome épidermoide a une localisation
plus proximale, se développe aux dépens des cellules malpighiennes et représente environ
30% des cas, et le carcinome indifférencié a grandes cellules lui représente 10 a 15% des cas.

(Figure 1)

Si le CNPC de stade précoce reléve d’un traitement local, chirurgical et dans certains cas par

radiothérapie, son traitement au stade tardif (stades IlIB-IV) repose sur |'administration de



traitements systémiques, la chirurgie ne pouvant plus offrir une approche curative a ce stade

de la pathologie.

A ce jour, le traitement du CNPC au stade tardif peut étre appréhendé en approche
chimiothérapeutique, en thérapie ciblée et en immunothérapie seule ou en combinaison avec
la chimiothérapie. Les schémas de chimiothérapie pour le traitement du CNPC reposent
historiguement sur les sels de platine, qui demeurent le trépied de la chimiothérapie en
oncologie thoracique. Les taxanes font également partie de cet arsenal thérapeutique et sont
particulierement indiqués dans le CNPC d’histologie épidermoide. Le pemetrexed qui est un
anti-folate [2], et les anti-VEGF (vascular endothelial growth factor) qui sont utilisés pour
s'opposer a la néo-angiogénéese tumorale [3], sont deux agents utilisés dans les CNPC
d’histologie non épidermoide. En 2004, la découverte de certaines mutations tumorales a
I'origine de la tumorogenése qui sont directement ciblables, a révolutionné le traitement du
cancer du poumon. Aujourd'hui, des traitements ciblés sont approuvés chez les patients
atteints de cancer du poumon porteurs de mutations EGFR et BRAF, de réarrangements ALK

et ROS1, de fusions de NTRK [4].

Alors que les traitements mentionnés ci-dessus ciblent directement les cellules cancéreuses,
I'immunothérapie par inhibiteurs des points de controle (checkpoint) de I'immunité (ICl)
utilisée en oncologie thoracique, a révolutionné la prise en charge thérapeutique du cancer
en ciblant I’'h6te et non plus la cellule tumorale elle-méme. L’objectif ici est de restaurer une
immunothérapie anti tumorale, en utilisant un anticorps ciblant la synapse immunologique
comme un anti-PD-1 (program-death 1), un anti-PD-L1 (program-death-ligand-1), un anti-
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4). Les premiers ICI testés dans le cadre du
CNPC étaient les anticorps anti-PD-1, qui ont montré une amélioration de la survie globale
dans les cas de CNPC avancés progressant aprés une chimiothérapie antérieure et ont donc
été approuvés en 2015, comme option de deuxieme ligne dans le CNPC. Par la suite, d'autres
études ont permis de valider en premiere ligne cette modalité thérapeutique, et plus
récemment l'association de la chimiothérapie et de I'immunothérapie en premiere ligne.
L'arbre décisionnel repose non seulement sur I'état général du patient et le type histologique
tumoral, mais aussi sur I'expression du PD-L1 en immunohistochimie, le seul marqueur

théranostique validé a ce jour.



Nous assistons donc a un changement de paradigme puisque le CNPC avancé sans addiction
oncogénique, bénéficie aujourd’hui de I'immunothérapie en premiere ligne qui, seule ou en

association a la chimiothérapie, devient la pierre angulaire du traitement chez une majorité

de patients.
Adénocarcinome Carcinome épidermoide Carcinome a grandes cellules
Carcinome non a petites cellules Carcinome a petites cellules

FIGURE 1 : Les différents types histologiques du cancer broncho-pulmonaire
ii. Limites et défis

Si les ICl ont amélioré drastiquement la prise en charge du CNPC avancé, seule une proportion
limitée de patients obtient un bénéfice clinique durable. Certains patients ne répondent
absolument pas au traitement voire se révélent en hyper progression tumorale sous
immunothérapie. A ce jour, I'expression du PD-L1 tumoral évaluée par immunohistochimie
(IHC), permet de sélectionner les patients éligibles a I'immunothérapie en premiere ligne mais
ne permet pas de prédire une réponse durable chez les patients traités par ICl ni de prédire
les situations d’hyperprogression tumorale. C'est pourquoi de nombreux autres
biomarqueurs, en citant par exemple I'expression de PD-L1 par les cellules immunitaires
infiltrant la tumeur, l'infiltration tumorale en lymphocytes CD8*, la charge mutationnelle intra
tumorale, ou encore le volume tumoral global évalué par imagerie métabolique, ont été
étudiés [5]. ll reste que, en pratique a ce jour les biomarqueurs de réponse ou de non-réponse
a I'immunothérapie demeurent imparfaits. Ainsi se pose le défi de mieux comprendre la

physiopathologie du cancer du poumon et des acteurs impliqués dans I'immunomodulation



positive ou négative de I’environnement tumoral, afin d’identifier non seulement de nouveaux
biomarqueurs mais aussi pour étudier de nouvelles approches thérapeutiques. In fine, toutes

ces connaissances pourront étre étendues au bénéfice d’autres types de cancers.

B. Signalisation purinergique et cancer

a. Purines, ATP extracellulaire

La tumeur est une lésion résultant de la multiplication anarchique de cellules anormales ; ces
cellules sont en communication permanente avec le microenvironnement tumoral (MET). Le
MET comprend les cellules tumorales et les cellules de I’'h6te : stromales et immunitaires
(Figure 2). Il contient de nombreux acteurs impliqués dans la modulation des réponses
immunitaires anti tumorales. L'environnement inflammatoire tumoral est en permanence
exposé a des éléments qu’il va attribuer comme appartenant a I'h6te ou non. Sa composition
conditionne d’une part le métabolisme et I'invasivité des cellules tumorales, et d’autre part
les réponses immunitaires anti tumorales [6]. La compréhension du MET est cruciale pour

identifier les facteurs impliqués dans le contréle du développement tumoral [7].

Les purines sont une famille de composés organiques présentant un cycle imidazole, un des
cycles azotés les plus courants. Les produits de dégradation des purines constituent des
biomolécules cellulaires impliquées non seulement dans la signalisation mais aussi le
métabolisme cellulaire, telles que I'adénosine tri-phosphate (ATP), le nicotinamide adénine
dinucléotide (NAD), le guanosine triphosphate (GTP), I'adénosine monophosphate (AMP)

cyclique, le coenzyme A [8].

L’ATP appartient a la famille des nucléotides, et a longtemps été considéré comme seulement
confiné aux compartiments intracellulaires. Il est le principal substrat énergétique de la
machinerie intracellulaire et est essentiellement produit lors de la respiration mitochondriale
aérobie. Son role en tant que messager extracellulaire a été longtemps controversé. En effet,
des 1929, Szent-Gyorgyi et Drury ont mis en évidence les effets des purines sur le myocarde.
Il a fallu néanmoins attendre les travaux de Burnstock en 1964 pour que soit posée I’hypothese
qgue des fonctions extracellulaires seraient attribuables a ’ATP. Ce n’est qu’a partir de 1972,
apres la confirmation de son hypothése, que I'on assiste a un intérét croissant pour le

déchiffrage de la signalisation purinergique.
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FIGURE 2 : Microenvironnement tumoral et signalisation purinergique
Adapté de Di Virgilio et al., Nat Rev Cancer 2018 [9]

Le microenvironnement tumoral est un ensemble complexe qui comprend les cellules
tumorales mais aussi de I’'h6te, immunitaires ou non comme les fibroblastes associés au
cancer (FAC). Les cellules de I'immunité innée conduisent a la lyse de cellules tumorales. Les
néoantigenes tumoraux libérés, sont capturés par les cellules présentatrices d’antigenes qui
vont les présenter par le biais du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1 (CMH 1)
aux lymphocytes T naifs qui matureront en lymphocytes T cytotoxiques. La cytolyse tumorale
entraine une libération d’ATP extracellulaire (ATPe) du compartiment intracellulaire vers le
compartiment extracellulaire, qui peut se lier a P2RX7 pour activer ses fonctions canal et
assemblage de I'inflammasome NLRP3 et de la cascade cytokinique pro-inflammatoire d’aval
(fonctions non représentées sur ce schéma). Des ectonucléotidases membranaires
catabolisent ’ATPe en ADP pouvant lier les récepteurs P2YR, en AMP puis enfin en adénosine
capable d’activer les récepteurs P1R qui exercent un rétrocontréle anti-inflammatoire et pro-
tumoral.



b. Signalisation purinergique et cancer

La signalisation purinergique attire un intérét croissant dans le domaine de
I'immunomodulation du MET. L’ATPe ainsi que d’autres nucléotides, en particulier I'adénosine
di-phosphate (ADP) obtenue par I'action d’ectonucléotidases membranaires, agissent comme
des molécules de signalisation dans les tissus. Ces nucléotides sont les ligands extracellulaires
de récepteurs purinergiques qui peuvent étre de la famille des récepteurs ionotropiques P2RX,

ou métabotropiques P1RX et P2RY (Figure 3), et sont détaillés dans la section III.C.

L'activité anti-néoplasique de I'ATP a été démontrée en 1983 par Rapaport qui a montré que
I'ajout d'ATP exogene aux cellules de cancer du pancréas et du c6lon inhibait la croissance
cellulaire en provoquant un arrét du cycle cellulaire en phase S [10]. L’ATPe, lorsqu’il transite
dans le compartiment extracellulaire, est considéré comme un signal de danger pour I’hote. Il
est le témoin de la lyse cellulaire. En effet, il est libéré dans I'espace extracellulaire dans une
situation d’altération ou de souffrance cellulaire, et en particulier dans les milieux
inflammatoires et tumoraux ou de telles conditions sont réunies [11,12]. Ce nucléotide, un
des ligands essentiels de la signalisation purinergique, joue un role régulateur des réponses

immunitaires [13] et est considéré comme un marqueur biochimique du cancer [14,15].

La libération d'ATPe n’est pas I'apanage des cellules tumorales, puisque toutes les cellules sont
capables d’en libérer et c’est pourquoi I'ensemble des cellules du MET contribuent a la
présence d’ATPe dans le tissu tumoral. Sa libération a été montrée pour les neutrophiles et a
été associée a leur mobilisation vers le site inflammatoire [16], ainsi que pour une lignée de
macrophage en présence de LPS [17]. La libération d’ATPe a également été montrée pour les
cellules tumorales dans plusieurs lignées notamment dans des modeles de
phéochromocytome [18], de cancer du poumon [19], de carcinome ovarien [20], de cancer
testiculaire [21], de carcinome indifférencié d’Ehrlich [22]. En 2008, il a été montré, grace a un
essai utilisant une sonde couplée a la luciférase, que les concentrations d’ATPe sont mesurées
a des taux drastiquement plus élevés dans les tissus tumoraux (100 a 500 uM) par rapport aux
tissus sains (10 a 100 nM) [23]. Cet essai a été appliqué dans de nombreux types tumoraux,
en particulier dans des modeles humains de carcinome ovarien et de mélanome, de leucémie
et de carcinome colique murins, et dans un modéle métastatique de carcinome colique
humain chez la souris, confirmant des niveaux élevés de concentration en ATPe au sein des

tissus tumoraux [24-26]. L'accumulation de ce nucléotide, produit de I'activité métabolique



de la tumeur et de la cellule hote, et de ses produits de dégradation dont I'adénosine, reflete

aussi un processus actif de signalisation ayant des implications sur la carcinogénese [26].

La dégradation de I’ATPe est orchestrée par les ectonucléotidases CD39 et CD73 [27] dans les
tissus tumoraux [28] et conduit a I'accumulation de son produit de dégradation, I'adénosine.
Cette adénosine agit comme un médiateur immunosuppresseur [29] et il a été montré que
son accumulation favorise la croissance des tumeurs [30]. En effet il a été observé que des
niveaux élevés d’ADPe élevés dans des microdyalisats issus de tissus tumoraux impactent
I'infiltration lymphocytaire T intratumorale [31]. De plus certaines conditions tumorales
comme l'existence d’'un gradient d’oxygene entre le centre de la zone tumorale et la
périphérie, favorisent I'expression du facteur HIF-1a (Hypoxia Inducible Factors-1a) et de son
couplage a son partenaire HIF-1B, rendant le facteur HIF actif et apte a favoriser I'expression
des ectonucléotidases CD39 et CD73 [32]. La signalisation purinergique fait ainsi intervenir un
équilibre dynamique entre I'ATPe et I'adénosine qui représentent un point de contréle

immunitaire du cancer (Figure 3).

Microenvironnement
inflammatoire / tumoral

Cellule

FIGURE 3 : Signalisation purinergique et ligands endogénes

Les récepteurs purinergiques P2RX ont pour ligand I’ATPe qui est retrouvé a de fortes
concentrations dans les tissus inflammatoires et tumoraux. L’ATPe est hydrolysé en ADP, AMP
et adénosine par les ectnucléotidases membranaires CD39 et CD73. L’ATPe et I’ADPe sont tous
deux en mesure d’activer les récepteurs métabotropiques P2RY couplés aux protéines G, alors
gue I'adénosine représente le ligand essentiel des récepteurs métabotropiques P1R couplés
aux protéines G.



C. P2RX7 : un immunomodulateur impliqué dans le contréle tumoral

a. Lesrécepteurs purinergiques : définition, familles de récepteurs

Les récepteurs purinergiques, également appelés purinocepteurs, sont une famille de

récepteurs membranaires activés par les purines. Il sont impliqués dans de nombreuses

fonctions physiologiques comme |'apprentissage, la mémoire, les comportements [33], mais

aussi de nombreuses fonctions cellulaires comme la prolifération et le migration cellulaire, la

mort cellulaire, la sécrétion de cytokines [34].

L’existence d’une signalisation purinergique a été proposée en 1972 par Burnstock [35] bien

avant le premier clonage des récepteurs purinergiques P2Y1 et P2Y2 en 1993 [36,37]. Quatre

types de récepteurs P1, dont le ligand est I'adénosine (A1, A2A, A2B, A3), sept types de

récepteurs P2X (P2RX1 a P2RX7) et huit types de récepteurs couplés a la protéine G (P2RY1,

P2RY2, P2RY4, P2RY6, P2RY11, P2RY12, P2RY13 et P2RY14) ont été identifiés [38,39] (Figure

4).

/
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FIGURE 4 : La famille des récepteurs purinergiques
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b. Role des P1R

Les récepteurs P1R ont pour ligand I'adénosine, et sont une famille constituée des récepteurs
Al, A2 et A3. Ces derniers font parties de la famille des récepteurs a sept domaines
transmembranaires couplés aux protéines G. Les récepteurs A2, par leur liaison a I'adénosine
qui représente le produit de dégradation de I’ATPe présent dans les tissus inflammatoires,
sont ainsi aptes a détecter les réponses inflammatoires et exercent un rétrocontréle sur les
cellules de I'immunité [40]. En particulier, le sous-type A2A a une haute affinité pour
I'adénosine alors le récepteur A2B une faible affinité, conférant la capacité au récepteur de
type A2 d’exercer une modulation des rétrocontroles exercés en fonction de I’expression
relative de ces deux sous-types. Ceci permet de moduler les réponses immunitaires grace a
I’action rapide des ectonucléotidases en prévenant notamment des réponses exagérées sur
des zones tissulaires endommagées, riches en ATPe. Il faut noter que la signalisation de
I'adénosine par les récepteurs A2A et A2B couplés a la protéine Gs (stimulatrice) peut étre
contrecarrée par les récepteurs Al et A3 couplés a la protéine Gi (inhibitrice). De plus, il
semble que, outre I'inhibition des processus inflammatoires, les récepteurs A2 ont également
la capacité de rediriger la classe d'effecteurs de la réponse immunitaire et de modifier les
schémas de sécrétion des cytokines et des chimiokines par les cellules immunitaires activées
[41]. En activant les récepteurs A2, I'adénosine peut inhiber la production du facteur de
nécrose tumorale alpha (TNFa), de l'interleukine-12 (IL-12) et de la chimiokine motif-C-X-C-
ligand-10 (CXCL10), augmenter la sécrétion de l'interleukine-10 (IL-10) et augmenter la
libération de la chimiokine motif-C-C-ligand-17 (CCL17). Ainsi, |'activation des récepteurs de
I'adénosine A2 peut diminuer la capacité des cellules dendritiques présentatrices d'antigenes
de conduire les réponses immunitaires des lymphocytes T auxiliaires de type 1 (Th1) et donc

modifier I'équilibre entre les lymphocytes Th1 et les lymphocytes Th2 [42] (Figure 5).

Il a été montré dans le LUAD qu’il existe une surexpression de CD73 et des récepteurs A2A, et
que I'expression a un niveau élevé du CD73 corrélait avec un moins bon pronostic des patients
sur la survie globale (SG) et la survie sans récidive (SSR). A contrario, un haut niveau
d’expression des récepteurs A2A corrélait avec une meilleure SG et SSR, indiquant que CD73
et les récepteurs A2A peuvent partager des effets pronostiques opposés, soulignant la

modulation fine de I'immunomodulation P1R-dépendante [43].
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FIGURE 5 : Fonctions biologiques de I'adénosine

L’adénosine favorise 'immunosuppression selon un mécanisme multi-niveaux. Elle favorise la
différenciation des lymphocytes T CD4 effecteurs en lymphocytes T régulateurs et augmente
I'expression du marqueur Foxp3 et du CTLA-4 lymphocytaire qui exerce un frein sur les
réponses immunitaires antitumorales. Elle favorise le recrutement et la différentiation des M-
MDSC (cellules dérivées myéloides immunosuppressives), et promeut le changement de
phénotype des macrophages M1 en macrophages M2 immunosuppresseurs et protumoraux.
Elle exerce un frein sur les cellules cytotoxiques T CD4 effectrice et T CD8 par une moindre
sécrétion de cytokines et une augmentation d’expression du PD-1 immunitaire. Elle diminue
la fabrication des granzyme B par les cellules NK, et diminue I’expression du marqueur NKG2D.
Elle augmente la sécrétion de facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF) par les
cellules dendritiques, qui favorise la néoangiogénése tumorale, et s'oppose a la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires.

c. RoOle des P2RY

Les récepteurs P2RY sont des récepteurs-canaux métabotropiques couplés a la protéine G. lls
sont impliqués dans la régulation de fonctions cellulaires et communiquent avec de
nombreuses protéines comme les intégrines, des protéines du cytosquelette, des protéines

de la jonction intercellulaire, et des protéine G intracytoplasmiques. lls s’activent apres liaison
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a I’ATPe, mais aussi I’ADPe, I'uracile triphosphate (UTP) et I'uracile diphosphate (UDP) ainsi
gue I"'UDP-glucose. lls sont capables de s’oligomériser avec de nombreuses autres protéines
c’est pourquoi le répertoire fonctionnel est vaste est incomplétement élucidé. Leur structure
générale comprend une extrémité N terminale qui a la différence des P2RX, est extracellulaire,
7 domaines transmembranaires, et une extrémité C terminale intracytoplasmique.
L'implication des récepteurs P2RY a été soulignée dans de nombreux processus
physiopathologiques comme I'épilepsie, la douleur aigue et chronique, le syndrome dépressif,
les processus neurodégénératifs en particulier la maladie d’Alzheimer et la maladie de
Parkinson, mais aussi dans certains cancers neurologiques comme le gliome et le
neuroblastome [44]. Cette famille de récepteurs serait également impliquée dans la mise en
place de réponses immunitaires en synergie avec les récepteurs P2RX, comme détaillé dans la

revue [45].

d. Roéle des P2RX
i. P2RX

Les purinorécepteurs P2X (P2XR ou P2RX) sont une famille de récepteurs-canaux essentiels a
la physiologie humaine. Ces récepteurs ionotropiques, au nombre de sept, sont activés par
I’ATPe. lls présentent une structure oligomérique comportant trois monomeres qui forment
alors un canal ionique pouvant passer d’un état fermé a un état ouvert selon que I’ATP est lié
au récepteur ou non. Apres activation, ce canal permet un influx de sodium et de calcium et

un efflux de potassium.

Ces récepteurs comprennent entre 379 a 595 acides aminés et sont constitués d’une
extrémité N-terminale, de deux domaines transmembranaires formés chacun de six hélices a,
d’une boucle extracellulaire comprenant des sites de glycosylation, de domaines de liaison de
I’ATPe, et d’'une extrémité C-terminale. La boucle extracellulaire et I'extrémité N-terminale
sont particulierement conservées entre les différents membres de la famille des P2RX. L'unité
fonctionnelle du récepteur est oligomérique; en particulier il a été démontré par
cristallographie que P2RX4 de poisson zebre [46] et P2RX7 de panda [47] sont assemblés sous
forme d’un trimére. A ce jour, 27 structures de P2RX ont été définies avec une haute résolution
de modélisation graphique, a partir de formes tronquées a |'exception du P2RX7 de rat qui a
pu étre étudié sous sa forme pleine taille [48]. L'ensemble de ces études montre que les

récepteurs de la famille P2RX partagent une structure tertiaire et quaternaire semblable [49].
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Les récepteurs P2RX sont subdivisés en deux sous-groupes, soient les récepteurs qui se
désensibilisent trés rapidement (de I'ordre de la centaine de millisecondes) apres I'ajout du
ligand, comme P2RX1 et P2RX3, et les autres qui se désensibilisent plus lentement, jusqu’a
1000 fois moins rapidement. P2RX7 constitue une exception puisqu’il ne se désensibilise pas

ou tres peu [50].

Le répertoire fonctionnel de chacun des récepteurs P2RX est varié et exhaustivement détaillé
par llles et al. [49]. Brievement, P2RX1, est impliqué dans la motricité des canaux des voies
excrétrices génitales, dans le chémotactisme des polynucléaires neutrophiles [51,52], et dans
I’'agrégation plaquettaire [53]. Les récepteurs P2RX2, P2RX3 sont notamment impliqués dans
la perception douloureuse [54], dans les fonctions sensorielles gustatives et dans la douleur
inflammatoire et neuropathique [55-58], le récepteur P2X4 est également impliqué dans la
douleur neuropathique et la mémoire hippocampique [59,60], alors que le récepteur P2RX7,

objet de notre étude, sera décrit plus en détail ci-apres.

ii. Lerécepteur P2RX7
1. Particularités de P2RX7

P2RX7 a initialement été mis en évidence dans les mastocytes de rats [61], alors nommé
récepteur P2Z. Ce récepteur se distingue des autres P2RX par son affinité particulierement
faible pour I’ATPe, par la présence d’une longue extrémité C-terminale impliquée dans sa
capacité unique a former un large pore membranaire, et par un répertoire fonctionnel étendu.
Ce récepteur est dit ubiquitaire, puisque virtuellement exprimé dans toutes les cellules
mammiféeres. Il est particulierement exprimé par les cellules du systéme immunitaire [62,63],

et est impliqué dans la régulation des réponses immunitaires innées et adaptatives.

Au cours de l'inflammation, I'expression de P2RX7 est régulée a la hausse sur les cellules
immunitaires (neutrophiles, monocytes, éosinophiles, mastocytes, macrophages et
lymphocytes) [64], et son activation par I’ATPe entraine la libération de cytokines pro-
inflammatoires [64,65]. Ainsi, P2RX7 est qualifié de récepteur immunomodulateur et attire
beaucoup d’intérét en pathologie humaine. Ses fonctions biologiques ont été étudiées
exhaustivement dans les monocytes, les macrophages et la microglie, ou il est exprimé a un

niveau élevé [66—68].
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2. Structure du récepteur

a. 2D :domaines fonctionnels de I'isoforme pleine taille

P2RX7 code pour une protéine comprenant au total 595 acides aminés pour la forme pleine
taille désignée P2RX7A. L'extrémité N-terminale est courte et comporte 26 acides aminés, la
boucle extracellulaire est constituée de 282 acides aminés dont dix cystéines susceptibles de
former des ponts disulfures, les deux domaines transmembranaires sont composés d’environ
24 acides aminés chacun. L'extrémité C-terminale comprend 239 acides aminés. Ce domaine
est une particularité fondamentale de P2RX7 qui lui confere ses propriétés spécifiques. Des
expériences de mutagénese dirigée ont permis de montrer que cette région avait un réle dans
I'adressage membranaire de P2RX7 [69] et la formation de larges pores membranaires [70].
De multiples motifs de liaison aux lipides et aux protéines ont été identifiés dans ce domaine,
dont une région de liaison aux lipopolysaccharides circulants endotoxiniques. De plus, des
régions d’homologies de séquences avec celles de protéines impliquées dans I'assemblage du
cytosquelette (acides aminés 389 a 405 et acides aminés 494 a 508), ou encore d’ une partie
du récepteur 1 du facteur de nécrose tumorale (TNFR1, acides aminés 436 a 531) ont été
décrites [71]. L'ensemble de ces propriétés fait de P2RX7 un récepteur particulierement

intéressant sur un plan physiopathologique.

b. 3D :structure trimérique

L’association de trois monomeéres de P2RX7 forme I'unité fonctionnelle de ce récepteur canal.
L’élucidation de la structure tridimensionnelle homotrimérique a été rendue possible par
analyses cristallographiques, initialement conduites sur le récepteur P2RX4 de poisson zébre
[46] et sur le P2RX3 humain [72]. Dans tous les cas, c’est une forme tronquée pour la queue
C-terminale qui a été étudiée. Ces analyses ont permis de montrer que les récepteurs P2RX
présentent un site de liaison pour I’ATPe et que les monomeres du récepteur prennent
individuellement une forme décrite comme ressemblant a un «dauphin» [47,72].
L’association en trimére permet de former une tourelle dont la conformation est modulée par
la fixation du ligand endogene, autorisant I'ouverture du récepteur canal [73]. Plus
récemment, le P2RX7 de panda [47] et de poulet [74] tronqués pour I'extrémité C-terminale

ont pu étre cristallographiés. Ces résultats ont permis de de préciser I'emplacement d’un site
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allostérique présent a l'interface interne entre deux sous unités successives, mais aussi des
sites de liaison a I’ATPe qui se situent a la jonction entre chaque sous-unité successive
constituant la tourelle du récepteur. Les auteurs ont modélisé le changement de conformation
de la tourelle conduisant a I'ouverture du canal du P2RX7 de panda et I'ont illustré par une

séquence vidéo [75] (Figure 6).

C’est par analogie avec ces données qu’a pu étre modélisé en trois dimensions le récepteur
P2RX7 humain [73], puisque jusqu’a 85% d’homologie existe entre les récepteurs P2RX7 de
panda et de poulet avec celui de 'humain P2RX7A pleine taille [47]. Il faut noter que les formes
de poulet et de panda cristallisées étaient dépourvues de I'extrémité C-terminale, mais les
auteurs ont tiré un avantage de cette limite en démontrant que la fonction d’ouverture du
large pore n’est pas exclusivement dépendante de I'extrémité C-terminale mais aussi de la
composition lipidiqgue membranaire. En effet cette fonction restait présente pour le P2RX7
tronqué C-terminal exprimé a la surface des liposomes, le taux élevé de cholestérol
membranaire présent dans ce systeme d’étude étant corrélé avec une réduction de fluidité

membranaire et une ouverture du large pore apres stimulation du récepteur [75].

Plus récemment, la structure pleine taille du P2RX7 de rat [48] a pu étre analysée par cryo-
microscopie électronique et a révélé la présence de zones riches en cystéines au sein de
I'extrémité C-terminale et palmitoylées, s’"opposant a la désensibilisation du récepteur, ainsi
gu’un complexe d’ions zinc et un site de fixation de la guanosine, dont les fonctions sont a ce

jour inconnues.
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FIGURE 6 : Modélisation en trois dimensions de I’activation de la fonction canal de P2RX7

Jusqu’a trois molécules d’ATPe se fixent sur les sites de liaison du récepteur situés a l'interface
entre deux sous-unités successives de la tourelle du récepteur. Un changement de
conformation se produit alors et le canal de P2RX7 s’ouvre.

3. Ligands

a. Ligands nucléotidiques

L'ATPe est I'agoniste naturel de P2RX7. L’affinité de P2RX7 pour I'ATP est faible (de I'ordre de
la centaine de micromolaires) en comparaison aux autres récepteurs P2RX (de I'ordre du
nanomolaire). Les concentrations d’ATPe requises pour activer P2RX7 peuvent étre observées
dans les milieux tumoraux [76], mais aussi inflammatoires. En effet, I'analyse de lavages
broncho alvéolaires a montré que les concentrations d’ATPe sont plus élevées chez des

patients souffrant de fibrose pulmonaire idiopathique que chez les contréles sains [77].

Chez la souris, un second mode d’activation a été décrit. Il repose sur le nicotinamide adénine
dinucléotide (NAD) et I’'enzyme mono-ADP-ribosyl-transférase (ART) 2, une enzyme présente
au niveau de la surface membranaire cellulaire de lymphocytes T murins [78]. Le NAD est
présent a de fortes concentrations dans les tissus inflammatoires [79] mais P2RX7 est
insensible a la fixation directe du NAD. Néanmoins, ce dernier provoque l'activation du
récepteur par un mécanisme indirect d'ADP-ribosylation des protéines membranaires, et ce a

des concentrations de NAD cent fois plus faibles que celles nécessaires pour induire
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I'activation de P2RX7 par I'ATPe. Cette activation est durable, elle se manifeste par un influx
calcique, la formation d’un large pore membranaire et le clivage de CD62L. Elle induit
également un mécanisme de mort cellulaire dépendant spécifiquement du NAD, appelé
« NAD induced cell death » (NICD) [50,78—-80]. Ce mécanisme n’est pas completement élucidé,
le NAD* se comportant soit comme un véritable agoniste du P2RX7, soit comme un agent

potentialisateur qui abaisse le seuil d'activation par I'ATPe.

b. Ligands non nucléotidiques et modulateurs

allostériques

L'activation de P2RX7 par I’ATPe, bien qu’étant le mode d’activation le plus classique, n’est
pas exclusif. En effet il a été montré que I'activation par des agonistes non nucléotidiques était
possible [81]. Dans les cellules microgliales de souris, les fonctions d’influx calcium, de
modification de la structure cellulaire, de libération d'IL-1B caractéristique de I’activation de
P2RX7, d’ouverture du large pore et de l'augmentation de cytotoxicité, pouvaient étre
observées en réponse a la présence de peptides amyloidogénes B [82]. Le mécanisme
d’activation direct par ligation, ou indirect par stimulation de la sécrétion d’ATP par P2RX7,

reste discuté et non élucidé a ce jour [83].

Un autre agoniste non nucléotidique, le sérum amyloide A (SAA) a également été étudié et
montre une stimulation directe de la sécrétion d'IL-1B par P2RX7 [84], avec ici encore une
guestion non résolue concernant le mode d’action engagé puisque, un pré-traitement par
I'apyrase - une ATP-diphosphohydrolase dont la conséquence attendue est la réduction de la
concentration en ATPe - potentialise I'activation de P2RX7 par le SAA, ce qui s’avere contre-
intuitif. Néanmoins cela confirme que le SAA n'induit pas de libération d'ATP par P2RX7 mais
semble interagir avec P2RX7 en le potentialisant, avec un mode d’action incompris,

potentiellement compétitif avec celui de I’ATPe.

Certains antibiotiques naturels se comportent comme des agonistes de P2RX7. Les
cathélicidines sont des peptides antimicrobiens endogénes exprimés chez les mammiféeres soit
de maniere constitutive, soit aprés une lésion tissulaire [85,86]. La cathélicidine LL-37,
présente chez 'lhomme, est emmagasinée dans les cellules de I'immunité (granulocytes,

lymphocytes, macrophages) et les cellules épithéliales. Ce peptide induit I'influx calcique,
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I'ouverture du large pore et la libération IL-1B ainsi que la libération d’ATP par la cellule
[87,88]. Il favorise la prolifération cellulaire via P2RX7 [89]. Ce peptide a aussi été décrit pour
permettre la restauration d’une activité d’ouverture du large pore de P2RX7 sur un systéme
d’expression hétérologue (cellules HEK293) qui exprime un variant de P2RX7 murin tronqué
pour la queue C-terminale, un domaine historiquement décrit comme nécessaire a la

formation du large pore [38].

Le lipopolysaccharide (LPS), endotoxine bactérienne classiquement présente lors d’une
décharge bactériémique toxinique, a été montré comme un agoniste de P2RX7 par un
mécanisme au moins indirect lié a la stimulation de la sécrétion d’ATP cellulaire [90] couplé a

I'abaissement du seuil d’activation de P2RX7 [91].

La fonction de P2RX7 peut étre modulée par des modulateurs allostériques positifs (MAP) ou
négatifs (MAN) [92]. Certains ions, en particulier Mg?*, Ca?*, Zn?*, des stéroides et des lipides
dont les polyphosphates de phosphatidylinositol (PIP) [93] se comportent comme des MAN
de P2RX4 et par extension pour P2RX7. Un antibiotique d'origine bactérienne, la polymyxine
B, agit comme un MAP de P2RX7 en potentialisant I'influx calcique, I'ouverture du large pore
et la cytotoxicité liée a P2RX7, chez des lignées murines et chez des macrophages humains
[94,95]. L'ivermectine, utilisée comme agent antiparasitaire, interagit avec certains canaux
ioniques [96,97] et agit comme un MAP de P2RX7 chez ’lhomme [98]. Sur la base de molécules
antagonistes de P2RX7 dont la structure a été modifiée, des MAP ont été développés comme
le dérivé anthraquinonique Cibacron Blue [99] et module positivement et de facon non
sélective les récepteurs P2RX. Plus récemment, des ginsénosides structurellement apparentés
aux stéroides et étant particulierement présents dans le ginseng - une plante utilisée en
phytothérapie - ont montré une activité de MAP pour P2RX4 et P2RX7 [100,101]. Ainsi,
I'utilisation de MAP ou de MAN pourrait représenter une approche prometteuse pour cibler

P2RX7.

c. Site catalytique (ATP)

P2RX7 est constitué de trois sous unités du récepteur formant un récepteur trimérique, et la
poche de fixation de I'ATPe est située a l'interface entre deux sous unités successives [47] ce

qui représente donc au total trois sites de liaison de I’ATPe pour un récepteur. Ces sites de
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liaisons sont particulierement peu accessibles sur un plan structurel et stéréochimique par
rapport aux autres P2RX, ce qui explique la faible affinité de P2RX7 pour son ligand endogene.
Une particularité pour P2RX7 réside dans la bordure de la poche de liaison qui comporte des
acides aminés chargés positivement, au nombre de sept, et deux acides aminés hydrophobes
[102,103], ainsi que quatre résidus lysines qui participent de la sensibilité particulierement
importante de ce récepteur a I'inhibition par de I’ATP oxydé [104]. De plus, I'absence du résidu
isoleucine en 217 expliquerait également la moindre sensibilité de P2RX7 a I’ATPe et la
nécessité de fortes concentrations de ce ligand pour entrainer une activation du récepteur

[83].

d. Site allostérique

P2RX7 posséde comme d’autres P2RX, en plus de son site catalytique de liaison a I’ATPe, un
site allostérique constitué d’une poche qui est située a l'interface entre deux sous-unités
adjacentes, a proximité et en dedans du site de liaison a I’ATPe. Cette poche allostérique est
particulierement étudiée pour le développement pharmacologique de MAN ou MAP, qui
constituent des candidats thérapeutiques potentiels pour traiter des maladies inflammatoires
ou cancéreuses. L'analyse cristallographique de P2RX7 lié a des MAN a montré que lorsque
ces derniers sont positionnés dans le site allostérique, ils empéchent la rotation de la tourelle

de P2RX7 et de ce fait empéchent I'ouverture du canal cationique [47] (Figure 7).

La connaissance de la structure et de I'emplacement des sites allostériques par rapport aux
sites catalytiques est fondamentale et pose certaines questions. En effet, d’aprés les
modélisations tridimensionnelles, le site allostérique se rétrécirait lors de la fixation de I'ATPe,
le rendant moins accessible une fois le récepteur en conformation activée, suggérant que
I'utilisation de modulateurs allostériques thérapeutiques positifs ou négatifs ciblant cette
poche allostérique, soient d’utilisation peu aisée en termes de pharmacocinétique et de
pharmacodynamique. Ainsi, un milieu tissulaire riche en ATPe pourrait rendre P2RX7
insensible a l'usage de ce type d’agent pharmacologique, et pourrait nécessiter plutot
I'utilisation d’agent (agonistes ou antagonistes) compétitifs de trés haute affinité ciblant le site
catalytique pour moduler P2RX7 [83]. Néanmoins, sachant que I’affinité de ce récepteur pour

I’ATPe est particulierement faible [38], nous pouvons présumer que des modulateurs de haute
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affinité pourront toujours accéder au site de fixation allostérique quelle que soit la

concentration d’ATPe dans le MET.

Tourelle bloguée position fermée '

antagoniste

Canal fermé

FIGURE 7 : Modélisation en trois dimensions de I'antagonisation du site allostérique de P2RX7

L'utilisation d’antagoniste de P2RX7 n’est pas seulement possible par antagonisme compétitif
du site catalytique mais aussi par I'utilisation de molécules spécifiques du site allostérique.
L'occupation du site allostérique par de tels composés bloque la conformation de la tourelle
du récepteur qui ne peut plus se mouvoir ni induire de rotation, ce qui verrouille le canal en
position fermé, malgré la présence de son ligand endogéne au niveau des sites de liaison.

4. Eléments influengant la localisation du récepteur

a. Extrémité C-terminale

Pour étre fonctionnel, le récepteur doit étre correctement inséré dans la membrane, et
certains domaines constitutifs ou éléments associés a P2RX7 sont en mesure de controler

cette localisation.

L'extrémité C-terminale constitue prés de 40% de la protéine P2RX7. Elle est localisée en
intracellulaire mais contient un segment lipophile de 21 amino-acides qui forme une boucle
de réentrée intramembranaire. La présence de cette extrémité C-terminale est importante

pour la formation du large pore membranaire [38,105] et la pleine fonction d’influx calcique
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[105,106], et participe de facon non exclusive a I'adressage de P2RX7 a la surface cellulaire
[105]. Des expériences de criblage par mutagénese dirigée [69] ont permis de montrer que
95% de I'extrémité C-terminale, étaient nécessaires a la fonction d’ouverture du large pore et
qgue certains domaines (résidus 551-581 ainsi que certaines mutations ponctuelles
notamment C572G, R574G, ou F581G) étaient indispensables a la localisation membranaire
du récepteur [107]. Ceci souligne I'importance fondamentale portée par I'extrémité C-
terminale de P2RX7. En plus des fonctions sus-citées, I'extrémité C-terminale est impliquée
dans la liaison au LPS [91,108] et a la calmoduline, un modulateur de I'influx calcique et un
carrefour enzymatique et ionotropique essentiel [109,110]. Par ailleurs, certaines régions
présentent une homologie avec les sites de liaison pour les protéines cytosquelettiques
(discuté dans la section lll.C.ii.2.a) et ont été identifiées comme permettant la liaison aux
filaments d'actine [108,111], alors que d’autres (en amont des acides aminés 354 a 364 et en
aval des acides aminés 378-387) présentent des motifs de reconnaissance du cholestérol [112]
pouvant modifier I'angle d'inclinaison de TM2 ou agir comme un ancrage membranaire et ainsi
faciliter les mouvements nécessaires a l'ouverture du canal et/ou des pores [75,107,113]
(Figure 8).

Homologie avec séquences
de protéines du cytosquelette

Acide aminé 350 400 450 500 550 595

Adressage membranaire

Motifs de reconnaissance Sites de liaison a la calmoduline

au cholésterol

Ancrage membranaire Sites de liaison aux

; phosphatases
Angulation du TM2 Sites de liaison
au LPS
Sites de Sites de Sites de
palmitoylation palmitoylation palmitoylation

Homologie avec séquence de TNFR1

FIGURE 8 : Sites de liaison et séquences homologues de I'extrémité C terminale de P2RX7

L’extrémité C-terminale est symbolisée par I’encadrement rectangulaire, la position des sites
de liaison est indiquée en regard du niveau de la séquence d’amino-acides. Les régions dont
la séquence est homologue a la séquence codante pour d’autres protéines notables, sont
indiquées en italique.
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b. Extrémité N-terminale, influence des étiquettes

peptidiques

L'influence de I'extrémité N-terminale sur la fonction du récepteur est un élément qui a été
tres étudié et discuté. Ce domaine contient un site consensus de phosphorylation de la
protéine kinase C conservé dans tous les sous-types P2X [65] (Figure 9). L'importance d’un
domaine N-terminal integre est souligné par une étude réalisée en 2018 qui a montré qu’une
étiquette peptidique de petite taille, 'hémagglutinine (HA), impacte les fonctions d’ouverture
du large pore de P2RX7 humain sans influencer les fonctions d’influx calcique, alors qu’une
étiquette de plus grande taille, la protéine fluorescente verte (eGFP), impacte ces deux
fonctions. En revanche, I'étiquette eGFP en C-terminal n’impacte aucune des fonctions
biologiques de P2RX7. Ces données sont en contradiction avec des études réalisées sur p2rx7
de rongeurs, dont le transcrit pleine taille partage 80% d’homologie avec celui du P2RX7
humain [114]. En effet, si une étiquette en N-terminal impacte les fonctions de P2RX7 humain,
il a été constaté que cette méme étiquette sur le récepteur P2RX7 de rat, n’avait aucune
conséquence sur la localisation (étude en microscopie confocale) et les fonctions d’influx
calcique et d’ouverture du large pore [115,116]. Ces données corroborent une étude
indépendante réalisée en 2002 par Smart et coll. qui a comparé I'étiquetage N-terminal a
I’étiquetage C-terminal sur la localisation et les fonctions biologiques de P2RX7 de rat exprimé
dans des ovocytes de Xénope ainsi que dans la lignée HEK293, et qui concluait a une absence
d’'impact de I'étiquette en N-terminal alors que celle en C-terminal impactait les fonctions
d’influx calcique, bien que l'insertion a la membrane était conservée [117]. Collectivement,
ces résultats soulignent I'importance d’une extrémité C-terminale intégre pour assurer la
fonction canal de P2RX7, et posent la question de I'impact des étiquettes peptidiques utilisées

dans les études fonctionnelles de P2RX7 humain et murin.
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P2RX

Site de fixation a la
protéine kinase C

<

1 10 20 30 40 50

| + + + + +
P2RX1 HARRFOEELAAFLFEYDTPRHYLYRHKKYGYIFRLIOLYVLY
P2RX2 HAARROPKYPAGATARRLARGCHSALHDYETPKYIVYRHRRLGYLYRAYOLLILL
P2RX3 HHNCISDFFTYETTKSYYYKSHTIGIINRYYOLLIIS
P2RX4 HAGCCAARLAARFLFEYDTPRIVLIRSRKYGLHNRAYAOLLILA
P2RX5 HGOAGCKGLCLSLFDYKTEKYYIAKNKKYGLLYRLLOASILA
P2RX6 HCPOLAGAGSHGSPGATTGHGLL-DYKTEKYYHTRNHRYGALORLLOFGIVY
P2RX7 HPACCSCSDYFOYETNKYTRIOQSHNYGTIKHFFHYIIFS

4

FIGURE 9 : Conservation au sein des récepteurs P2RX d’un site consensus de liaison a la
protéine kinase C

Le site de fixation a la protéine kinase C (tyrosine en position 28 et thréonine en position 30,
indiquées par les fleches rouges) est consensuel a tous les récepteurs P2RX apres alignement
de séquences (Outil en ligne "Multiple sequence alignment with hierarchical clustering"”, F.
Corpet, 1988, Nucl. Acids Res., 16 (22), 10881-10890).

c. Palmitoylation, glycosylation

Alors que l'organisation spatiale de P2RX7 est fortement dépendante de son intégrité
structurale (extrémité N-terminale, domaines transmembranaires, boucle extracellulaire,
longue extrémité C-terminale), il a été suggéré que les phospholipides membranaires soient
capables de moduler la localisation du récepteur. Cette régulation s’effectuerait par le biais
d’interactions de ces phospholipides avec I'extrémité C-terminale, contrblant le trafic
membranaire de P2RX7 [108]. Une telle association entre P2RX7 et les radeaux lipidiques a
été observée dans les cellules T [118], dans les cellules épithéliales alvéolaires de poumon de
souris [119], et dans les cellules de la glande sous-mandibulaire de rat [120]. La régulation
fonctionnelle de P2RX7 par le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) a également été
démontrée dans des expériences de patch-clamp avec des ovocytes de Xenopus laevis, ol

certains acides aminés de P2RX7 humain se sont avérés importants pour l'interaction avec le
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PIP2 [121]. De plus, comme vu précédemment, la composition lipidigue membranaire
conditionne les propriétés de la membrane cellulaire et I'opportunité de la formation du large
pore membranaire, qui n’est donc pas exclusivement dépendant de la présence de I'extrémité

C-terminale, bien que sa présence soit cruciale [83].

Par ailleurs, le degré de palmitoylation est aussi nécessaire pour le bon adressage
membranaire de P2RX7. La palmitoylation est une modification post-traductionnelle
réversible qui est susceptible d’affecter la stabilité et le trafic des protéines entre les différents
compartiments de la machinerie cellulaire [122]. Il existe 16 sites potentiels de palmitoylation
de P2RX7 et cette palmitoylation du récepteur est fondamentale pour I'association de P2RX7
a la surface membranaire et son maintien a la membrane en allongeant la demi-vie du
récepteur [123]. Les mécanismes qui régulent la palmitoylation de P2RX7 ne sont pas décrits
a ce jour ; néanmoins, il a été montré qu’ils ne sont pas influencés par la présence ou non

d’ATPe.

L'adressage membranaire de P2RX7 repose aussi sur son état de glycosylation. Le P2RX7
humain est glycosylé sur cing acides aminés (187, 202, 213, 241 et 284). Une mutation au
niveau de |'acide aminé 187 impacte la localisation membranaire de P2RX7 et les événements
de signalisation induits par les ligands nucléotidiques du récepteur. La région extracellulaire
de P2RX7 entourant le site de glycosylation du résidu 187 est donc essentielle pour assurer

I'adressage membranaire et la fonction de P2RX7 [124].

5. Fonctions biologiques du récepteur

a. Fonction canal-macropore

P2RX7 est un récepteur canal capable d’induire un influx calcique et influx de sodium, et un
efflux de potassium, lorsqu’il est stimulé par son ligand. Cette fonction est partagée par
I’ensemble des récepteurs P2RX, et est intimement liée a certains acides aminés présents dans
le deuxieme domaine transmembranaire [125]. La fonction d’influx calcique attire
particulierement I'attention dans la compréhension de phénomeénes physiopathologiques, ce
cation représentant un second messager essentiel dans les fonctions de signalisation cellulaire
et en particulier dans la fonction immunitaire. En effet, le calcium, stocké dans le cytoplasme

est impliqué dans la régulation de nombreux facteurs de transcription. Il est capable
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d’interagir avec la calmoduline et de moduler sa conformation, permettant, via la fixation a la
calcineurine, d’entrainer la localisation nucléaire des facteurs de transcription NFAT (facteur
nucléaire des lymphocytes T activés) et NF-kB (facteur nucléaire kappa-B) qui régulent
I’expression de genes contrélant des fonctions de réponses immunitaires lymphocytaires
[126]. De plus, le calcium est impliqué dans la dégranulation mastocytaire, I'activation des
macrophages, des cellules natural Killer (NK) et des cellules dendritiques [127]. Alors qu’une
courte activation du récepteur P2RX7 est susceptible d’induire un influx calcique prolongé, il
existe un fort potentiel pathogéne théorique d’une stimulation au long cours de P2RX7 dans
les tissus. Ce potentiel pathogeéne a été étudié notamment dans des états inflammatoires
tissulaires chroniques comme ['ostéoporose, les pathologies inflammatoires chroniques
(maladie inflammatoire chronique intestinale, broncho-pneumopathie chronique obstructive,
fibrose pulmonaire idiopathique), les pathologies auto-immunes, les rejets de greffe, le cancer

[127-130].

Une des spécificités de P2RX7 au sein de la famille des récepteurs P2RX, est sa fonction
d’ouverture d’un large pore membranaire autorisant le passage de molécules dont la taille
peut aller jusqu’a 900 Da [131]. Cette caractéristique positionne l'intérét de P2RX7 en
pathologie humaine inflammatoire et cancéreuse. En effet une stimulation soutenue et
prolongée dans le temps, peut conduire a la lyse cellulaire par perméabilisation membranaire
[132]. La faible affinité de P2RX7 pour I’ATPe s’oppose a une sur-stimulation et une mort
cellulaire exagérée médiée par ce récepteur, qui pourrait entrainer un cercle vicieux avec
libération d’ATP intra-cellulaire dans le milieu extracellulaire, et de dommages associés aux

motifs moléculaires associés aux dégats (DAMPS) [133].

Deux mécanismes de formation du large pore ont été proposés, avec en premier lieu une
hypothése de dilatation du canal de P2RX7 qui passerait d’un état de canal sélectif aux cations
a un état de pore non sélectif qui autorise le passage de larges molécules. Une autre
hypothése, faisant intervenir d’autres protéines pourvoyeuses de pores membranaires
notamment la Pannexine 1, a été soulevée [134]. Finalement, des études plus récentes ont
permis, par analyses électrophysiologiques et photochimiques, de montrer que I’hypothése
de dilatation d’un seul et méme pore intrinséque a la structure de P2RX7, serait a privilégier

et constituerait la voie de passage de larges molécules comme le N-méthyl-D-glucamine ou la
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spermidine [83], et que la perméabilisation aux cations serait quasiment simultanée a la

perméabilisation aux larges molécules [75,135-138].

b. Activation de I'inflammasome

Le systéme immunitaire inné est la premiere ligne de défense de I'h6te et c’est par les
récepteurs de reconnaissance de motifs ou « patterns » (PPR) reconnaissant les DAMPS, dont
I’ATPe, ou les PAMP (motifs moléculaires associés aux agents pathogénes), que les voies
inflammatoires vont s’activer [139]. Les inflammasomes sont définis comme des complexes
protéiques de détection (PPR) qui, en réponse aux DAMPs ou PAMP, s’oligomérisent pour
former une plate-forme d’activation de la pro-caspase-1 en caspase-1 qui est une voie
inflammatoire majeure. L'inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain
containing 3) est un complexe protéique constitué d’'un domaine pyrine amino-terminal (PYD),
un domaine central de liaison aux nucléotides et d'oligomérisation (NOD ; aussi appelé
NACHT), et un domaine répété riche en leucine (LRR) [140]. Le domaine pyrine du NLRP3
interagit avec le domaine pyrine du domaine de recrutement de la caspase (ASC) pour initier
I'assemblage de l'inflammasome [141]. Le domaine NOD a une activité ATPase qui est
nécessaire pour |'oligomérisation de NLRP3 apres son activation [142]. La voie
ATP/P2RX7/NLRP3 est étroitement liée a la production des cytokines pro inflammatoires IL-
1B et IL-18. [90,143,144]. L’évenement initial est la stimulation de P2RX7 par I'ATPe et
I'ouverture des larges pores membranaires qui permettent I’'entrée de DAMPs dans la cellule,
et ces DAMPs induisent I'assemblage de I'inflammasome NLRP3 [145,146]. Ce complexe va
recruter la protéine accessoire ASC, qui elle-méme recrute la pro-caspase-1 inactive,
entrainant un clivage en caspase-1 active a capacité protéolytique, et cette derniére clive les
formes immatures pro-IL-1B et pro-IL-18 en formes matures IL-1B et IL-18 [147,148]. Ces
données sont soutenues par les études qui montrent que les macrophages isolés de souris
dépourvues d'ASC ou de NLRP3 sont incapables de sécréter de I'lL-1B en réponse a I'ATPe

[148-151].

La production des cytokines pro-inflammatoires IL-1B et IL-18 par les cellules dendritiques et
les macrophages, qui sont des cellules présentatrices d’antigenes, est requise pour activer et

différencier les lymphocytes T naifs en lymphocytes T effecteurs afin d’induire une réponse
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immunitaire [152]. Ainsi, sous la dépendance d’une forte stimulation par I’ATPe, 'ouverture
du large pore et 'activation de I'inflammasome par P2RX7 conditionnent une fonction de

modulation positive de I'immunité [152].

En contraste, une libération prolongée d’ATPe, comme nous pouvons I'observer dans les
inflammations tissulaires chroniques, qu’elles soient d’origine infectieuses, inflammatoires ou
cancéreuses, a pour conséquence un effet anti-inflammatoire et une condition d’immuno
dépression localisée [153,154]. Cette condition est potentialisée par I'action des
ectonucléotidases impliquant I’hydrolyse de I’ATPe en ADPe [40] qui active les récepteurs P1R.
En conséquence de cette activation, la sécrétion de l'interleukine IL-12 et des cytokines pro-
inflammatoires est inhibée, tandis que celle des cytokines anti-inflammatoires IL-4 et IL-10 est

potentialisée [155].

e. P2RX7 et controle du développement tumoral

i. Role pro tumoral

De nombreux auteurs ont étayé un réle pro-tumoral a P2RX7 aprés avoir observé sa
surexpression dans plusieurs cancers comme le sein [156], la prostate [157], le colon [158], la
thyroide [159], le pancréas [160], le cholangiocarcinome. Cette action pro tumorale passerait
par l'activation des voies de signalisation intracellulaires (AKT, MAPK) par les cellules
tumorales, qui promeuvent croissance, prolifération, migration et invasion cellulaire [161-
164]. Cette hypothese est soutenue par I'observation que des niveaux élevés d’ATPe sont
observés dans les tissus tumoraux [23] et ceci se vérifie dans le cancer du sein, ou 'activation
de P2RX7 augmente l'influx de calcium et la croissance et migration des cellules tumorales
[165]. Dans le cancer du sein mais aussi de la prostate, I'expression a un niveau élevé du
récepteur P2RX7 activerait les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR et ERK1/2, et
augmenterait le niveau d’expression de I'lL-8 et de la métalloprotéase 3 et favoriserait la
transition épithélio-mésenchymateuse [166,167] et une prolifération tumorale. Un réle pro-
tumoral a aussi été décrit dans le cancer du c6lon, par activation de la voie de signalisation
AKT/mTOR [168] par les cellules tumorales et dans le cancer du pancréas par activation de la
protéine kinase C, de ERK1/2 et de la kinase c-Jun N-terminale par les cellules tumorales [169].

Des études sur le craniopharyngiome et les carcinomes épidermoides ORL ont montré que
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I’expression de P2RX7 a un niveau élevé, corrélait avec I'accumulation de corpuscules de
I'inflammasome NLRP3, entrainant une prolifération tumorale [170,171]. De plus, des études
de survie in silico montrent que la surexpression de P2RX7 serait corrélée avec une moindre
survie globale dans le cancer du cblon [171,172]. Néanmoins, comme discuté en 1ll.C.e, une
surexpression in silico ne veut pas dire que la protéine est fonctionnelle et capable d’induire

la lyse cellulaire.
ii. Role anti tumoral

Bien que de nombreuses études aient soulevé I'hypothése d’un réle pro-tumoral de P2RX7
notamment en démontrant l'intérét d’antagoniser P2RX7 dans des modeles de lignées
tumorales comme vu en section IIl.C.f, la croissance tumorale est significativement plus
importante chez les souris p2rx7 KO. En effet, une étude de carcinogénése in situ colique
induite par le dioctyl sodium sulfosuccinate (DSS), réalisée par I'’équipe de mon laboratoire de
thése, a montré que l'inactivation génétique et pharmacologique de P2RX7 atténue
I'inflammation colique induite par le DSS [173]. Cette méme étude a également montré que
la progression tumorale de souris ayant subi une injection sous-cutanée de la lignée de cellules
de cancer du poumon Lewis Lung Carcinoma (LLC), était plus importante pour les souris
excisées pour p2rx7 que pour les souris sauvages [173]. Des résultats similaires ont été
obtenus dans deux autres modeéles tumoraux, de mélanome (B16) et de cancer colorectal
(CT26) par une équipe indépendante [174]. Cette derniére étude a montré qu’il existe une
moindre infiltration en cellules immunitaires intratumorales chez les souris p2rx7 KO que chez
les souris contrbles [174]. Ces résultats démontrent l'importance de P2RX7 dans le
recrutement de cellules immunitaires intratumorales. L'équipe de De Marchi a ensuite
démontré que l'infiltrat immunitaire intra-tumoral de souris p2rx7 KO était appauvri en
lymphocytes CD8* et plus riche en lymphocytes T régulateurs surexprimant OX40, PD-1, et
CD73, a la faveur d’'un MET peu favorable a une réponse immunitaire anti tumorale et d’un
infiltrat tumoral plus agressif [161]. Ces études mettent en exergue le role

immunomodulateur positif de P2RX7.

Ces différents résultats soulignent la controverse qui existe quant au réle de P2RX7 dans la
carcinogenése. Son expression non seulement par les cellules tumorales pour lesquelles le
maintien d’une fonction d’ouverture du large pore et de perméabilisation cellulaire

contréblerait le développement tumoral, doit étre mis en balance avec les fonctions pro-
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prolifératives du récepteur, ainsi qu’avec I'état d'immunomodulation qu’il exerce sur les
cellules de I'héte. Il est vraisemblable que le récepteur ne présente pas un role statique, mais
gue son réle pro ou antitumoral dépend des concentrations de ligand (ATPe) présentes dans
le milieu, de la structure conformationnelle du récepteur, de sa topographie spatiale
d’expression cellulaire et tissulaire, du cancer étudié, et de I'ensemble de ces éléments

combinés.

f. Expression de P2RX7 dans les tumeurs humaines solides

L'expression de P2RX7 a été largement étudiée dans les tumeurs solides, et il a été
historiquement affirmé que le récepteur y était surexprimé. Le MET étant un milieu riche en
ATPe, et P2RX7 étant impliqué dans la perméabilisation et la lyse cellulaire sous la dépendance
de ce ligand, objectiver I'expression et la fonction de P2RX7 par les cellules tumorales est
d’une importance cruciale [175]. En pratique, la plupart des études ayant étudié I'expression
de P2RX7 dans les tumeurs, ont utilisé des outils d’'immunohistochimie qui ciblaient soit un
épitope en C-terminal, soit en N-terminal, soit au niveau de la boucle extracellulaire, ou des
outils de gPCR, qui ne permettent pas d’objectiver les fonctions biologiques du récepteur. Un
anticorps ciblant spécifiqguement les formes non fonctionnelles, nommé nfP2RX7, est utilisé

dans certaines études.

L‘expression de P2RX7 dans le cancer de prostate a été montrée en immunohistochimie (IHC)
[176]. Une étude mettant en ceuvre 'usage de I'anti-nfP2RX7, a mis en évidence un lien entre
cette expression du nfP2RX7 et un moins bon pronostic des patients souffrant de cancer de

prostate [177].

Le carcinome rénal a cellules claires a été étudié par IHC (anti-N-terminal), dans lequel
I'expression de P2RX7 est plus faible en zone tumorale qu’en zone non tumorale, avec un

impact sur la survie lorsque P2RX7 était surexprimé en zone tumorale [178].

Le récepteur a été identifié dans le cancer colorectal par IHC (anti-C-terminal) [179], et une
corrélation entre la surexpression du récepteur tumoral et un plus gros volume tumoral avec
moindre survie a été retenue [172], avec des disparités de niveau d’expression entre les

patients, et une présence du nfP2RX7 [177,180]. L’expression de P2RX7 a aussi été montrée
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dans le cancer gastrique, avec une corrélation entre le niveau d’expression élevé et la moindre

survie des patients [181], ainsi que dans le carcinome épidermoide cesophagien [182].

L’étude de P2RX7 dans le cancer du sein en IHC a été réalisée et a montré que les carcinome
lobulaire et canalaires exprimaient des niveaux élevés de nfP2RX7 [183] alors que le sein non
tumoral ne I'exprimait pas. Une diminution de I'expression de P2RX7 en zone tumorale versus

non tumorale a été montrée en IHC (anti-C-ter) [179,184].

Les carcinomes basocellulaires étudiés en IHC (anti-C-ter), expriment P2RX7 a un niveau élevé

[185], et nfP2RX7 a été montré comme étant surexprimé dans ce cancer [186].

P2RX7, étudié en IHC (anti-C-ter), est surexprimé par le mélanome [187], et le nfP2RX7 a été

également détecté dans cette tumeur alors qu’il n’est pas présent en peau saine.

Le neuroblastome exprime P2X7 a un niveau élevé en IHC, quel que soit le grade de la tumeur
[188], et une corrélation entre surexpression de I’ARNm et moindre survie a été établie dans

une étude indépendante [189].

L'expression de P2X7 a été analysée par IHC (anticorps et épitope inconnus) dans le carcinome
ovarien et comparée a I'épithélium ovarien sain [20], I'expression était présente a un niveau

équivalent entre les deux zones, et nfP2X7 était exprimé dans le carcinome ovarien [180,190].

P2RX7 est exprimé en IHC (anti-C-ter) dans le cancer de 'endométre, mais a un niveau moins
élevé en zone tumorale par rapport a la zone non tumorale du cancer de 'endomeétre [179].
Par ailleurs, les cellules dysplasiques du col de 'utérus expriment nfP2X7 par rapport au tissu

sain adjacent [190].

Le cancer de vessie exprime P2RX7 en analyse en IHC (anti-C-ter), et une étude distincte a

confirmé I'expression de nfP2X7 dans le tissu tumoral vésical [180,190].

Le cancer papillaire de la thyroide exprime P2RX7 en analyse en IHC (anti-C-ter) et en analyse
de ’'ARNm, avec une expression a un niveau plus élevé dans la zone tumorale par rapport a la
zone saine adjacente [191]. Cette observation est aussi vraie pour le cancer du pancréas qui
montre une hyperexpression en zone tumorale par rapport a la zone saine, en IHC (anti-C-ter)
et en ARNm [192], par ailleurs nfP2R7 est exprimé dans le tissus cancéreux pancréatique
[180,190]. Cette hyperexpression en zone tumorale par rapport a la zone saine, est une

particularité propre au cancer papillaire thyroidien et au cancer du pancréas [179].
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L'expression de P2RX7 dans le cancer du poumon a été observée en IHC (anti-N-ter) dans le
LUAD et le carcinome épidermoide bronchique [193], et également en PCR temps réel (QPCR)
qui objective une surexpression du messager de P2RX7 dans les cellules du lavage broncho-

alvéolaire de tumeurs métastatiques [194].

Bien que la mise en évidence du nfP2RX7, qui dépend d’un anticorps non commercialisé,
puisse objectiver la présence un récepteur non fonctionnel sur tissu tumoral fixé, I'expression
en IHC et de I’ARNm ne permet pas de préjuger factuellement de la fonction de P2RX7, et peu
d’études ont analysé la fonction de P2RX7 exprimé par les cellules tumorales issues de cancers

solides ex vivo chez ’homme.

Les cellules tumorales humaines ex vivo prouvées fonctionnelles pour P2RX7 sont, a notre
connaissance, le carcinome ovarien ou la stimulation de P2RX7 conduit a I’activation des voies
AKT/mTOR et ERK [20] ; le carcinome papillaire thyroidien ou I'activation de P2RX7 conduit a
la sécrétion d’'IL6, un effet reversé par un antagoniste de P2RX7 [191]; le mélanome ou
I’activation de P2RX7 conduit a I'ouverture de son large pore [187] ; les cellules de carcinome
épidermoide cesophagien cultivées en culture primaire pour lesquelles la stimulation de
P2RX7 conduit a un effet antiprolifératif, effet reversé par I'utilisation d’un antagoniste

spécifique et d’'un ARN interférant [182].

P2RX7 est exprimé dans le CNPC, mais ses fonctions biologiques n’ont pas été caractérisées.
Le fait que des cellules tumorales humaines de CNPC expriment P2RX7 qui est impliqué dans
la lyse cellulaire, pose la question de la fonction de ce récepteur dans ces cellules. En effet, les
niveaux d’ATPe dans le tissu tumoral sont compatibles avec I'activation de P2RX7 et nous

avons émis I’hypothése que P2RX7 exprimé dans le CNPC devait étre peu ou non fonctionnel.

g. P2RX7 : Génétique descriptive
i. Legene P2RX7

P2RX7 est un gene qui s’étend sur 53 Kilobases et comprend 13 exons. Il est situé a la position

chromosomique 1224 (Figure 10). L'organisation de ce gene a été décrite pour la premiere
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fois chez I’"humain par Buell et al. [195]. Il possede une région 3’ non traduite (UTR) qui
contient des cibles accessibles a des micro-ARN (miR) régulateurs, notamment les miR-150 et
miR-186. Ces derniers ont été décrits pour réprimer la traduction de P2RX7 [196], mais ces

miRs n’ont pas montré de conséquence physiopathologique dans le CNPC a ce jour.

N terminal Boucle extracellulaire C terminal
= TM1 TM2

séquence exonique | 1 || 2|34 [|5]6] 7|8 (|9 |10(11 |12 13

FIGURE 10 : Le géne P2RX7

Les domaines transmembranaires et la boucle extracellulaire sont représentés en beige, les
extrémités intracytoplasmiques N terminale et C terminale sont représentées en bleu. Les
exons sont positionnés en regard des domaines pour lesquels ils codent.

ii. Polymorphismes nucléotidiques simples

Le géne P2RX7 est hautement polymorphe et contient de nombreux polymorphismes de
nucléotides simples (SNPs) dont de nombreux sont synonymes ou présents en région
intronique et peu étudiés. Certains SNPs non synonymes de P2RX7 ont été étudiés plus
particulierement comme détaillés par Sluyter [197] et ont été associés a un impact fonctionnel
de P2RX7 dans la physiopathologie de certaines affections chroniques infectieuses comme la
tuberculose [198], inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoide [199], mais aussi
cancéreuses comme la leucémie lymphoide chronique [200] ou le cancer du sein [152].

Cependant, aucun de ces SNP n’est a ce jour utilisé en pratique clinique.

iii. Epissage alternatif

1. Description générale

L'épissage est un mécanisme de régulation de I'expression des génes omniprésents qui permet
la génération de plus d'une espéce d’ARN messagers (ARNm) a partir d'un seul gene. La
majorité des genes sont épissés, et ce mécanisme est impliqué dans la différenciation
cellulaire en lignée et dans I'acquisition d’une différenciation tissulaire et le maintien

structurel des organes [201]. Il s’agit non seulement d’un mécanisme physiologique de
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modulation du protéome [202], mais aussi d’'un mécanisme de pathogénie impliqué dans des
affections variées [203]. L'épissage alternatif peut générer des ARNm qui different dans leurs

régions non traduites (UTR) ou dans leurs régions codantes par de multiples mécanismes.

Le saut d'exon correspond a la suppression d'exons, soit par exons mutuellement exclusifs,
soit par la sélection de sites d'épissage alternatif donneurs 5’ ou accepteurs 3’, soit par
rétention d'introns, soit par un promoteur alternatif, soit par un site alternatif de
polyadénylation (Figure 11). Par ailleurs, la modification du cadre de lecture peut aussi
conduire a un épissage alternatif, entrainant la génération de différentes isoformes de
protéines aux fonctions diverses. Des études génomiques ont permis de montrer que jusqu’a
95 % des pré-ARNm humains subissent un épissage alternatif [202,204] et plus d’un tiers
d'entre eux génere de multiples isoformes protéiques [205], augmentant la diversité
protéique. Ces protéines ne sont néanmoins pas toutes fonctionnelles. En effet, un transcrit

d’ARNm peut étre non codant et donc ne pas étre traduit en une protéine.
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FIGURE 11 : Les mécanismes de I'épissage alternatif
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2. Implications fonctionnelles

a. Sur les fonctions des protéines

Plusieurs modeles d'épissage alternatif plus ou moins complexes existent et participent a la
diversité protéique de I'organisme. Ces combinaisons peuvent étre spécifiques d’un organe,
d’un tissu ou d’un type de cellule [203,206], les événements d’épissage alternatif conférant
un gain biologique de fonctions étant étroitement liés au phénomene d'évolution de I'espece.
Pour mettre en évidence les épissages alternatifs conservés au cours de I'évolution d’un
organisme, une approche utilisant des analyses de séquencage du transcriptome (ARN Seq)
sur neuf tissus de cing vertébrés [207] a permis de conclure que 500 exons avec des épissages
alternatifs sont tres bien conservés chez les mammiféeres. Ces exons codent pour des sites de
phosphorylation, et leur épissage spécifique aux tissus peut avoir un effet important sur les
voies de signalisation cellulaire. Il existe de fortes variations de ces épissages alternatifs inter-
especes, a un niveau qui dépasse les différences d’épissage alternatif entre les tissus au sein
d’'une méme espéce [207]. Ainsi I'épissage alternatif ne dépend pas exclusivement d’une
régulation locale inhérente a un organe ou un tissu, mais également de caractéristiques
propres a une espéce et a son adaptation a son environnement, comme nous le détaillons

dans la revue [63].

L'épissage et la régulation de la transcription permettent de controler la physiologie cellulaire,
mais peuvent volontiers étre impliqués dans diverses maladies humaines en modifiant ou
méme en supprimant certaines régions fonctionnelles de protéines essentielles. Les facteurs
permettant la régulation précise de I'épissage alternatif sont eux-mémes soumis a des
régulations, qui peuvent a leur tour moduler tous les processus biologiques. En particulier, la
phosphorylation des facteurs d'épissage est impliquée dans la régulation de I'épissage
alternatif de génes suppresseurs de tumeurs et de génes régulateurs de la signalisation
cellulaire et de I'apoptose, et joue un réle dans le contréle du développement tumoral [208].
La relation entre ce type de mutations et I'évolution vers un état pathologique a été étudiée

par des approches informatiques [209] et des modeles animaux [210].

L'épissage alternatif est ainsi non seulement impliqué dans la diversité du protéome
physiologique, mais aussi dans des pathologies aussi diverses que le diabéte, les maladies
neurologiques, les maladies cardiovasculaires, les maladies immunologiques et infectieuses

ainsi que le cancer.
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b. Sur la carcinogéneése chez 'homme

De nombreux exemples de pathologies cancéreuses ont été rattachées a un épissage alternatif
pathogene. Cependant, dans quelques cas seulement, une relation de cause a effet a été
démontrée. Parmi ces exemples, nous pouvons citer certains génes notables, connus pour

étre impliqués en carcinogénése [211].

LKB1 est un géne suppresseur de tumeur qui code pour une protéine kinase sérine/thréonine
impliquée dans le contréle de plusieurs processus cellulaires, notamment I'arrét du cycle
cellulaire, I'apoptose médiée par p53, la transformation induite par RAS, la polarité des
cellules. L'épissage alternatif affectant I'intron 2 de LKB1 conduit a une protéine tronquée par
codon stop prématuré, que I'on observe chez des patients atteints du syndrome de Peutz-
Jeghers, un trouble autosomique dominant associé a une polypose gastro-intestinale et a un

surrisque de cancer [212].

Un autre exemple concerne le proto-oncogéne cKIT, qui code pour une tyrosine kinase dont
I'activation promeut la croissance de tumeurs stromales gastro-intestinales. L’épissage
alternatif de I’'exon 11 a été retrouvé chez des patients qui voient I'activité kinase décuplée

avec perte du rétro-contréle négatif [213].

Le gene KLF6 est également cité, il s’agit d’un facteur de transcription considéré comme un
suppresseur de tumeur, qui est impliqué dans le cancer de la prostate [214] et qui présente
un site de régulation de I'épissage intronique qui peut entrainer un épissage alternatif de
I'exon 2 et conduire a une protéine tronquée pour certains domaines fonctionnels. Cette
protéine perd alors sa fonction suppresseur de tumeur, et se comporte comme un dominant

négatif [214].

Le géne CDH17 (Cadhérine 17) exprimé dans les carcinomes hépatocellulaires, conduit a un
mauvais pronostic et a un surrisque de récidive tumorale [215] lorsque se produit un épissage

alternatif de son exon 7.

Enfin, le géne BRCA1, gene classiquement recherché dans les cancers du sein et de I'ovaire
familiaux, peut étre affecté par une mutation ponctuelle héréditaire dans I'exon 18 en

provoquant un saut d'exon [216].
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Ainsi, I’épissage alternatif est en mesure de moduler la fonction de protéines impliquées dans
la carcinogéneése, et nous avons émis I’hypothése que les fonctions de P2RX7 dans le CNPC

pourraient étre impactées par I'expression de variants d’épissage.

3. Epissage alternatif de P2RX7 chez ’homme

L'épissage constitutif de P2RX7 conduit a I'ARNm commun P2RX7A pleine taille, mais 12
transcrits supplémentaires ont été décrits issus d’épissages alternatifs (Figure 12) [217]. Parmi
ces variants d'épissage, dix ont été étudiés plus en détail. Quatre d'entre eux, les variants
P2RX7C, P2RX7E, P2RX7F et P2RX7G, codent pour des protéines trés tronquées qui ne sont
pas en mesure d’étre associées a un quelconque adressage membranaire ni fonctionnalité.
Les variants d’épissage P2RX7B et P2RX7J ont été décrits comme potentiellement exprimés

chez ’'homme, et pouvant impacter les fonctions biologiques de P2RX7 [217].

Le variant P2RX7B en particulier, dont I’/ARNm est présent dans presque toutes les cellules
eucaryotes, est caractérisé par I'excision de ses 249 derniers acides aminés situés au niveau
de l'extrémité C-terminale, et ces résidus sont remplacés par 18 acides aminés alternatifs
[217]. P2RX7, pour étre fonctionnel, doit s’associer sous forme d’un trimere membranaire,
I'homotrimere décrit comme conservant une activité de canal ionique et d’ouverture du large
pore étant celui de P2RX7A. Des homotrimeres de P2RX7B ont été retrouvés dans les cellules.
Ces homotrimeres ont été décrits comme incapables d’ouvrir le large pore. Néanmoins,
I"hétérotrimere P2RX7A/P2RX7B, qui existe dans des modeles d’expression hétérologue, a été
décrit comme ayant une fonction d’ouverture du large pore incrémentée, et comme

favorisant la croissance cellulaire [105].

L'épissage alternatif de I'exon 8, qui conduit a une mutation par modification du cadre de
lecture avec apparition d’'un codon stop prématuré, produit le variant P2RX7J [217]. La
protéine résultante est composée de I'extrémité N-terminale, du premier domaine
transmembranaire et des 2/3 de la boucle extracellulaire. Le récepteur P2RX7J est inactif seul,
mais lorsqu'il est co-exprimé avec P2RX7A, il hétéro-oligomérise et confére un effet dominant
négatif, ce qui peut protéger certains types de cellules de la mort cellulaire induite par I’ATPe

[70].
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P2RX7H, P2RX7D et P2RX7F résultent d'un épissage alternatif conduisant a l'insertion d'un
exon supplémentaire et a la délétion des exons 5 et 8, respectivement [217]. Les protéines
correspondantes sont dénuées d’extrémité N-terminale, du premier domaine
transmembranaire et d’une partie de la boucle cytoplasmique. Ces isoformes ne sont donc
pas correctement insérées dans la membrane cellulaire et conduisent a des formes non
fonctionnelles, mais pourraient théoriquement étre localisées dans le cytoplasme ou dans des

vésicules intracellulaires.

L’épissage alternatif résultant d’'un exon N3 additionnel, dont la structure est celle de P2RX7H
mais que les auteurs nomment P2RX7-V3 non codant, a été décrit comme exprimé a des
niveaux élevés dans des lignées cellulaires issues de mélanome uvéal [218]. || se comporterait
comme un long ARN non codant oncogene et les auteurs le positionnent comme un

biomarqueur intéressant dans cette pathologie.

Plus récemment, I'épissage alternatif P2RX7L a été décrit, résultat d’un saut d’exons 7 et 8
conduisant a une perte des sites de liaison de I'’ATPe, et pouvant étre induit par I'expression
du SNP rs208307 capable de réguler cet épissage alternatif [219]. Les auteurs montrent que
P2RX7L est capable d’hétéro-oligomériser avec P2RX7A et d’impacter la fonction d’ouverture

du large pore du récepteur.

La formation d’hétéro-oligomeres de P2RX7 associant P2RX7A et P2RX7B a été documentée
dans la littérature, et serait en mesure d’augmenter les fonctions d’ouverture du large pore
de P2RX7 [105]. Néanmoins, le delta d’augmentation d’EC50 de I'ouverture du large pore, de
guelgues micromolaires entre P2RX7A monotransfecté versus la transfection de I'hétéro-
oligoméere P2RX7AB, associé a I'absence de documentation des niveaux précis d’expression
relative de lisoforme P2RX7A et P2RX7B, devrait conduire a interpréter ces données
prudemment. En effet, I'expression relative non pas de la protéine mais des ARNm de P2RX7A
et P2RX7B seulement, était analysée en guise de contrble. Certains auteurs ont en outre
démontré dans un modele d’ostéosarcome que les cellules exprimant les deux isoformes

étaient plus prolifératives et plus enclines a induire une minéralisation [220].

Les variants d’épissage de P2RX7 sont en mesure d’affecter ses fonctions biologiques. Nous
avons émis I’hypothése que de tels variants d’épissage pourraient étre exprimés dans le CNPC.

Ainsi, I'objectif de mon travail de thése a été de caractériser les fonctions biologiques de
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P2RX7 dans le CNPC et d’étudier I'impact de I’expression de variants d’épissages de P2RX7 sur

les fonctions biologiques du récepteur.
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FIGURE 12 : Variants d’épissage de P2RX7
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D. Revue de la littérature. Etat des lieux de I'épissage alternatif de P2RX7,

conséquences physiopathologiques
Article publié (Biomedical Journal 2019, 42(3):141-154. doi: 10.1016/].bj.2019.05.007)

Dans cette revue, nous présentons |'épissage alternatif de P2RX7, ses conséquences

fonctionnelles et son retentissement en pathologie humaine.

Nous proposons une description générale de I'épissage alternatif des ARNm et des
mécanismes impliqués, puis introduisons le récepteur P2RX7. Nous présentons les études qui
documentent I'expression d’un récepteur fonctionnel dans les cellules humaines ex vivo non
tumorales et tumorales, puis décrivons les épissages alternatifs connus pour P2RX7 et leurs
implications fonctionnelles. Nous analysons ensuite si des SNPs sont en mesure de réguler ces
épissages alternatifs et présentons leur distribution chez ’homme. Nous concluons que les
SNPs situés dans les zones de régulation de |'épissage de P2RX7 sont faiblement distribués
chez 'homme, ce qui rend improbable leur implication dans la promotion d’un épissage
alternatif particulier. Il est a noter que ces données sont antérieures a la récente description

du variant d’épissage P2RX7L dont la régulation dépend d’un SNP [221].

L’analyse des variants d’épissage de P2RX7 utilise classiquement des outils de PCR qualitative
et quantitative dont la stratégie est celle d’utiliser des amorces qui superposent les zones
d’épissage alternatif comme illustré en Figure 13. Ceci pose une certaine limite quant a
I'amplification du variant pleine taille P2RX7A, gu’il n’est a notre connaissance pas possible
d’amplifier de facon spécifique.

N terminal Boucle extracellulaire C terminal
— TM1 ™2

séquence exonique | 1 || 23 E| 67|89 (101112 13

Amplicon
— «— P2RX7A
— - P2RX7B
- . P2RX7H
- - P2RX7]

Couple d'amorces PCR: «<—

FIGURE 13 : Exemple de stratégie d’amplification de variants d’épissage de P2RX7
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Splicing and alternative splicing 7553 publications found at the beginning of 2019,

The first description of alternative splicing (AS) was reported by
Chow and colleagues in 1977 who described a new mechanism
for the biosynthesis of mRNA in mammalian cells [1]. For this
discovery, Richard Roberts and Philips Sharp were awarded the

Mobel Prize in 1993, Since then. mare than 32000 articles can be guires several factors involved in the precise selection of
: : splicing sites and subsequent splicing processes [2]. As illus-

trated in [Fig. 1A], the splicing consists of six sequential steps

General mechanisms leading to splicing
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Fig. 1 Alternative Splicing requires two levels of regulation. (A) Pre-mRNA splicing require & sequential steps: 1: Pre-mBNA
splicing starts with Ul snRNP (yellow circle) binding to the 5-splice site; 2: U2 snRNP binds to the branch point (red rectangle) of
the intronic sequence (gray bar); 3: Pre-assembled U4/U5/U6 snRNP (green circles) bind to Ul and U2 forming the pre-catalytic
complex, and Ul snRNA % site is transferred to Ue; 4: Spliceosome activation starts with Ul and U4 snBENP exclusion; 5:
Intramolecular stem-loop between U2 and U6 allows transesterifications steps which lead to exons linking and 6: Spliced
mRNA is released as a ribomucleoproteic particle; intronic sequence is released as a « lariat » (gray loop). Note: The protein
composition of each spliceosomal complex is not shown in this figure for the purpose of simplification. (B) pre-mRNA splicing
regulation. Cis-regulatory elements are sequences localized in exonic or intronic pre-mRNA which regulate alterative splicing
and spliceosome recruitment. ESS (in red letters) and 1SS (highlighted in red), exonic splicing silencer and intronic splicing
silencer inhibit the splicing of pre-mRNA. ESE (in yellow letters) and ISE (highlighted in yellow), exonic splicing enhancer and
intronic splicing enhancer are sequences which promote the splicing of pre-mRNA and will conduct in the present illustration
to Exon 2 skipping (broken line). This splicing mechanism involves the recruitment of regulation proteins such as hnRNPs
(Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins), and SRP (Serine-Arginine rich proteins), which can bind on cis-regulatory

elements and regulate splicing.

leading to the removal of specific sequences in a vast genomic
sequence background. This “scissor mechanism™ relies on five
small nuclear ribonucleoproteins (snENP U1, U2, U4, US and
Ue) which together form the core of the spliceosome. In brief,
pre-mRNAs splicing is initiated by the binding of Ul on the %-
splice site (step 1) and U2 on the branch point (step 2). Then,
U4, U5s and Ué associate with Ul and U2 to form the pre-
catalytic spliceosome complex (step 3). Further, Ul 5 snENA
site is transferred to Ue, leading to the activation of the spli-
ceosome and to the removal of Ul and U4 from the complex
(step 4). Consequently, U6 replaces Ul location and the
interaction between Ut and U2 gathers the 5'-splice site and
the branch point allowing the 5th transesterification step. The

two exons are then brought to close proximity by US and
finally joint ending the splicing procedure (step 6). The
splicing regulation does not only depend on the composition
of splice sites, indeed, ribonuclear—protein complexes,
referred as RNPs in [Fig. 1B], associate with pre-mRENA to
facilitate exon recognition [3]. These regulatory proteins are
classified in two major classes: heterogeneous nuclear ribo-
nucleoproteins (hnBENPs) which bind to RNA, and SR proteins
which contain serine and arginine rich protein regions
involved in protein recognition. Both families regulate splicing
via binding of intronic or exonic splicing silencers or en-
hancers as illustrated in [Fig. 1B] [2,4—-6]. Finally, additional
levels of regulation are sustained by the secondary structure
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Fig. 2 From one pre-mRNA to various mRNAs. The seven described modes of alternative splicing increase the mENA diversity.
Bold characters are for the most common AS modes. Exon skipping, also named cassette exons, allows the exclusion of a full
exon. Mutually exclusive exons lead to the egress of one exon out of two. Alternative donor 5' site uses an alternative 5' splice
donor site to generate mENA. Alternative acceptor ¥ site uses an alternative ¥ splice acceptor site. Intron retention
corresponds to the addition of an intronic sequence within mRNA. Alternative promoter mode describes the use of different
promoters resulting in a different start site of the mRNA transcript. An alternative promoter can be located at the 5 exon
location or within an exon. Alternative polyadenylation sites refer to a splicing based on the presence and recognition of

different polyadenylation sites.

of the pre-mBNA that can influence the recognition of splice
sites [6], but also by cellular signal transduction pathways
inducing phosphorylation events as reviewed by Stamm [7].

Alternative splicing

Most of protein-encoding genes have multiple exons that are
alternatively combined to form distinct mBRNAs [89]. As
illustrated in [Fig. 2], several patterns of alternative splicing
(AS) with varying complexity exist and participate in the
expansion of genetic diversity. These alternative combina-
tions can be organ-specific, tissue-specific or cell-type specific
[2,10].

It is usually accepted that events conferring biological gain
of functions are conserved throughout evolution. To address
whether specific AS are conserved within evolution, Merkin
and collaborators performed a transcriptome sequencing
(RNA Seq) analysis using paired-end short or long read
sequencing of poly-A-selected RNA on nine tissues from five
vertebrates [11]. Doing so, they identified almost 500 exons
with conserved AS that are highly conserved in mammals.
Interestingly, these exons often encode phosphorylation sites,
and their tissue specific splicing may have important effect on
signaling pathways. Unexpectedly, the authors described an
extensive variation in the splicing of these exons between
species, at a level that even exceeds intraspecies differences
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Fig. 3 P2RX7 expression in eukaryotic cells. The best way to sense cell stress is to express a receptor that is activated by

molecules, like nucleotides, that are normally sequestered in the cells. Release of nucleotides, in response to mechanical injury,
necrosis, apoptosis or inflammatory cell activation, depends on several molecular pathways, such as vesicular ADP release
from platelets, pannexin-mediated ATP release during apoptosis, connexin- or pannexin-mediated ATP and autophagy. By
sensing extracellular ATP, P2RY7 which is expressed by a large variety of cells plays such a role. In non-immune cells,
functional P2RX7, (i.e. characterized by its expression at cell membrane, channel activity and/or macropore opening) has been
found in colon [12] and lung epithelial cells [13], keratinocytes [14], osteoclasts [15], fibroblasts [16], and erythrocytes [17], where
its activation has been shown to support tissue homeostasis, proliferation, survival and metabolism. In immune cells,
expression of P2RX7 was documented in dendritic cells [18—20], neutrophils [21], mast cells [22], monocytes/macrophages
[23,24], ymphocytes [25], eosinophils [26] and M-MDSC [27]. In these cells, P2RX7 expression is involved in chemotaxis, cytokine
release, ATP-induced cell death and immunomodulation. In addition, P2RX7 expression was found in both solid [28-32] and
liquid cancers [33—35], where it was described to sustain cell proliferation or cell death. Other publications claimed that P2RX7
was overexpressed in cancer from various origins [35,36]. Yet, these conclusions were obtained from immunohistochemistry
analyses, where the identification of P2RX7 expressing cells is somehow difficult to characterize. Finally, P2RX7 was described
to be expressed in microglia and olipodendrocytes [37]. Note: Here we showed P2RX7 expression reported to be functional in
human cells, or in mouse cells when no data were available for human (a mouse drawing is then symbolized in this case).

between tissues [11]. In a complementary study, Barbosa-
Morais and collaborators showed that in the mammalian
lineage, organs of primate species have higher AS frequencies
than organs of other vertebrates. They concluded that organs’
AS profiles are more closely correlated to the identity of a
species than to the organ, in contrast to the well conserved
organ-dependent differences in mBRNA expression during
vertebrate evolution [38]. Together, these studies reveal that
AS and transcription regulation are not subjected to the same
evolutionary constraints; apparition of new mRNA variantsis
dominated by species-specific differences that accumulate
more rapidly than transcriptional regulation even during a
short period of evolution.

Whereas ftranscriptional regulation and constitutive
splicing maintain normal cell physiology, AS can result in

various human diseases by modifying, or even abrogating,
some functional regions of proteins that are involved in cell
homeostasis [39]. In fact, the hundreds of factors allowing the
precise regulation of AS are themselves subjected to modifi-
cations, which in turn can cause deregulation of each of the
signaling pathways across virtually all biological processes.
For instance and as recently reviewed by Czubay and
Piekiello-Witkowska, phosphorylation of splicing factors re-
sults in changed AS of tumor suppressors, regulators of cell
signaling or apoptosis resulting in an impact on cancer
development and progression [40]. Modification of AS is also
the result of sequence variation. Indeed, it was reported that
22% of missense disease alleles alter splicing and it was pre-
dicted that one third of all mutations affect splicing [41]. To
fully appreciate the relationship between missense mutation,
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AS and diseases, computational approaches [42] and animal
models [43] have been developed.

Altogether, deregulation of AS has been described to playa
role in diseases as diverse as diabetes, neurclogical diseases,
cardiovascular diseases, immunological and infectious dis-
eases as well as cancer. As this topic is far beyond the scoop of
this review, we invite interested readers to refer to an excel-
lent review published by Kim and collaborators [10],

Alternative splicing of P2RX7
The purinergic P2RX7 receptor

Half a century was necessary to link purine nucleotides and
nucleosides as extracellular ligands [44] to the existence of
two families of purinergic receptors [45]. It is now well
described that the P1 [46] and the P2 receptors comprise
numerous members and that the P2 family is divided in two
subgroups P2Y and P2X receptors [47]. The purinergic P2X re-
ceptors are activated by extracellular adenosine %-triphos-
phate (eATF) [47,48]. This family includes seven members
which all share a common structure based on two trans-
membrane spanning regions, a large extracellular loop and
intracellular M- and C-termini [48]. Within this family,
sequence identity from the N terminus to the second trans-
membrane domain is relatively high. By confrast, their C-
termini are specific to the individual P2X receptors and
contain consensus binding motifs for protein kinases and
other regions that may be involved in cell-signaling. This is
particularly true for the seventh member of the P2X family,
previously described as P2Z receptor [49], which is character-
ized by the presence of a long intracytoplasmic C-terminal
sequence [48] and now referenced as P2RX7.

In the presence of eATP, P2RX7 trimeric receptors form a
poorly-selective channel leading to membrane depolarization,
potassium efflux and calcium and sodium influx [48]. Whereas
PZRN7 mRNA is expressed by virtually all mammalian cells,
the expression of the protein was described in immune but
also in non-immune cells [Fig. 3]. In cells expressing P2RX7 at
the membrane, its expression was thought to induce various
downstream events including cell proliferation and cell death,
metabolic events, phagocytosis and release of inflammatory
molecules [50-53]. As discussed later in this manuscript,
PZR¥7 could be expressed but maintained within the cyto-
plasm. In this condition protein expression is dissociated from
protein activation. In addition, it was shown in mouse CDE T
cells that the sensitivity to eATP depends more on the stage of
cell differentiation than on the level of P2RX7 expression [54).
Within the P2RX family, P2RX7Y is unique. First, it is activated
by relatively unusual high concentration of eATP (1 mM under
physiological concentration), second it allows the permeation
of large molecules up to 900 Da and third it is responsible for
eATP-dependent cell lysis, a response that depends on the
presence of the C-terminal sequence [49]. The recently
described crystal structure of mammalian P2RX7 (from panda)
gave new insights on the architecture of this receptor [55].
Importantly, the trimeric association of PZRX7 was confirmed
by this study; the same conclusion was drawn by Kasuya and

collaborators studying the crystal structure of the chicken
PZRX7 [56). As previously described for P2RX4 and P2RX3, the
single subunit of a C-terminal truncated PZRX7 resembles a
“dolphin-like” shape [57-59]. In the absence of eATP, the
transmembrane helices constrict the channel gate at residues
G338, 5339 and 5342, Hence, this conformation may represent
the closed state. Unfortunately, the crystal structure in the
presence of eATP was not sufficiently stable to be studied and
the proposed mechanism is yet to be confirmed. By conftrast,
the crystal structure of P2RX7 in the presence of five different
antagonists highlighted the existence of a drug binding pocket
in the upper body domain which is close to the eATP binding
pocket. Therefore, available antaponists act as
competitive inhibitors. Combining different analyses, the

non-

following mechanism for P2ZRX7 activation and inhibition was
proposed: In the presence of eATP, both the drug binding
pocket and the inter-subunit cavity in the upper body domain
(also called turret) of P2RX7 undergo conformational rear-
rangements. This leads to the narrowing of these domains,
which consequently allows the enlargement of the lower body
domain resulting in the opening of the channel. When allo-
steric antagonists are bound to P2ZRX7, turret closure is
restrained and the channel remains closed [55]. This mecha-
nism implies that when eATP is within its binding pocket, the
drug binding pockets are inaccessible, preventing the binding
of allosteric inhibitors.

Moteworthy, the crystal structure has been obtained using
a C-terminally truncated version of P2R¥7 which may
represent a caveat in the understanding of P2RX7 biology.
Indeed, the long C-terminal tail of P2RX7 has been described
to be essential to sustain permeation of large molecules and
cytolysis [49]. Here again, the group of Kawate improved
understanding on the role of the C-termini of P2REX7 by
investigating the effect of the membrane’s lipid composition
on P2RX7 functionality [60]. Using purified panda P2RX7
reconstituted into liposomes, it was elegantly demonstrated
that the dye-permeant pore opens independently of the long
C-terminal tail. Further, the authors highlighted the capacity
of phosphatidylglycerol and sphingomyelin to facilitate
channel activity by modifying the lipid composition of the
liposomes, whereas cholesterol drastically attenuated dye-
uptake by directly acting on P2R¥7 transmembrane do-
mains. S0, if the dye-permeable pore of P2RX7 is independent
of the N- and C-terminal extremity, do these intra-
cytoplasmic sequences have a biological function? Part of the
answer was brought by Robinson and collaborators who
linked cholesterol sensitivity of P2RX7 channe] activity to the
presence of multiple cholesterol recognition amino acid
consensus motifs within both N-terminal and proximal C-
terminal regions of P2RX7 [61,62]. Additionally, it was shown
that the juxta-transmembrane amino and carboxyl termini
are involved in the regulation of P2ZRX7 gating [63]. And
finally, it was demonstrated that the C-terminal Cysteine-
rich region of P2RX7 counteracts the inhibitory effect of
cholesterol [60]. All these evidences, combined with new
technologies to analyze dilatation of P2RX7 eATP-induced
pore opening [64,65], push aside the old dogma postulating
that the formation of the large pore is a consequence of

PZRX7 cation-selective channel dilatation and rather
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highlight the importance of lipid composition to modulate
the size of the pore. In agreement with this, it was shown that
P2RX7 is associated with lipid rafts, which are dependent of
palmitoylation of Cys residues located in the C-terminal re-
gion [61]. Yet, as nicely discussed by Di Virgilio and collabo-
rators, we cannot exclude that consequently to P2RX7
stimulation, other permeability pathways are activated [66].

P2RX7: one gene, many proteins

P2RX7 gene was investigated in mammalian and non-
mammalian species, the more studied species being human,
rat and mouse, as detailed in the well documented review
published elsewhere [53]. We will focus here on human and
mouse, with an emphasis on P2RX7 splice variants.

Human splice variants

The PZRY7 gene, which is localized on chromosome 12g24,
consists of 13 exons. Constitutive splicing leads to the com-
mon P2RX7-A mRNA, but 12 additional transcripts have been
described due to alternative splicing [67]. Among those splice
variants, nine were studied in more detail [Fig. 4A]. Three of
them, the variants -C, -E and -G, code for very short proteins
and are assumed to be unable to form a channel receptor. By
contrast, the variants -B and -] have been described to be
expressed under normal and/or pathological conditions and
to interfere with P2RY7-induced biological responses [67]. The
P2RX7-B variant, which is expressed in almost all eukaryotic
cells and appears to be regulated in immune cells, is charac-
terized by the deletion of the last 249 amino acids from the C-
terminal extremity that have been replaced by 18 different
amino acids [67]. The homotrimer was described to retain
ion—channel activity when expressed in a heterologous cell
system. However, the EC50 for BzATP reaches 500 pM, which
questions its ability to really channel Ca®'. In addition, P2RX7-
B homotrimers were described to be non-permeant to dyes,
such as Yo-pro-1. On the contrary, the heterotrimer P2RX7-A/
PZRX7-B was described to be more efficient than PZRX7-A, in
particular by supporting cell growth [68]. With the C-terminal
extremity of P2RX7 being involved in trafficking and cell sur-
face expression, it could be that the increased efficiency of the
heterotrimeris correlated with an improved expression at the
plasma membrane [69—71]. Alternative splicing of exon 8
which is leading to a frameshift mutation with a new stop
codon produces the P2RX7-] variant. The resulting protein is
composed of the N-terminal extremity, the first trans-
membrane domain and 2/3 of the extracellular loop. The
P2RX7 -] receptor is inactive alone, but when co expressed with
PZRX7-A, the association of -A and -] isoforms has a dominant
negative effect over the PZRY7-A homotrimer which may
protectcertain cell types from e ATP-induced cell death [72,73].
P2RX7-H, -D and -F result from alternative splicing leading to
the insertion of an extra exon, or deletion of exons 5 and 8,
respectively. The corresponding proteins are missing the N-
terminal sequence, the first transmembrane domain and part
of the cytoplasmic loop [Fig. 4B]. Given the fact that normal
trafficking toward the cell surface requires the N-terminal
sequence, it is likely that these isoforms are not correctly
inserted in cell membrane. However, if expressed, these

isoforms can be localized in the cytoplasm or in intracellular
vesicles. Yet, only few P2ZRX7-H mBNA are expressedin tissues
from different origins [67]. Itisimportant to keep in mind that
all these results were obtained after overexpression of splice
variants in the HEK293 heterologous cell system. Undeniably,
additional studies are required to examine the endogenous
expression of P2RX7 isoforms, and their functional conse-
quences, in human cells.

Mouse splice variants

The murine gene of P2rx7, which is located on chromosome 5,
maintains the same genomic organization as human P2RX7.
The commeon P2rx7-a mRNA is made of 13 exons. Four alter-
native splice variants have been described in mice so far,
P2rx7-b, -c, -d and -k [Fig. 4A]. Two of them, P2rx7-b, -c, corre-
spond to deletions within exon 13 and give rise to shorten
proteins which are characterized by lower channel activity
[53]. The P2RX7-d isoform corresponds to the shortest form of
the protein with a large truncation in the extra-cytoplasmic
loop, loss of both the second transmembrane domain and
the intracytoplasmic C-terminal tail [74]. Interestingly, this
largely truncated protein retains the ability to be correctly
inserted within the membrane when co-transfected with
P2R¥7-a. It is likely that the heterotrimer is formed during
vesicle trafficking towards the cell membrane, and once
inserted in the membrane, P2RX7-d downregulates eATP-
induced macropore formation. On the contrary, P2RY7-k
protein, which results from an alternative splicing of exon 1,
differs from P2RX7-a in the N-terminal cytoplasmic extremity
and most of the first transmembrane domain [75]. P2re7-k
mBNA is expressed in all tissues but more expressed than
P2rx7-a0 in spleen and liver. P2RX7-k homotrimer is more
sensitive than P2R¥7-a to ATP and is more potent to permeate
ions and large cations. In addition, it was shown that P2RY7-k
could be activated by ADP-ribosylation, which correspond toa
second mode of activation [76]. P2RX7-k seems to be exclu-
sively expressed by T cells and no co-expression of F2ra7-k
and P2rx7-a was described. This mutually exclusive expres-
sion suggests a regulation at the level of the promoter.
Whether this regulation is due to epigenetic modifications
(such as methylation), specific expression of transcription
enhancers/inhibitors or both remains to be determined. P2rx7-
k mRNA escapes gene deletion in the Glaxo P2rx7 '~ mice,
where Lac? gene was inserted after ATG at the 5 end [75]. The
existence of these splice variants led to a careful re-evaluation
of the expression of P2RX7 receptor isoforms in the Pfizer
transgenic P2rx? KO mice, where region encoding Cys™™ to
Pro**? was replaced with the neomycin resistant gene [76,77].
While P2RX7-k protein is expressed in T cells from the “Glaxo
mice”, Pfizer KO mice express AC isoforms (namely P2RX7-b,
-c, -d). However, these proteins were inefficiently trafficked to
the cell surface and consequently not responsive to agonistic
stimulation [78]. Together, these results indicate that the
Pfizer modelis the preferential one to evaluate the functional
role of P2RX7 in homeostasis and pathological conditions. In
the same line, the third P2rx7 KO model, in which the beta
galactosidase/Neomycin genes were inserted within the exon
2[79), is expected to be a good model, with none of the variant
being expressed. In addition, two additional knock-in
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Fig. 4 Human and mouse PZRX7 splice variants. (A) Genomic organization. New sequences resulting from AS are shown in blue.
Protein isoforms corresponding to P2RX7-C, -E, -F and -G were described to be nonfunctional. Yet, P2RX7-E and -F isoforms are
structurally closed to the mouse P2RX7-d protein, which has been described to down regulate P2RX7 activity when co-expressed
with F2RX7-A [Table 2]. By the same way, P2RX7-D corresponds to a shorter version of P2ZRX7-H, which has been described to be a
non-functional receptor. (B) Schematic illustration showing the overall organization and the functional regions in isoforms
identified at the penetic or exonic levels. Grey box: transmembrane domain 1 and 2; red box: Cys rich regions (including C371,373,
374- C477, 479, 482-C498 499, 506 and C572, 573); orange box: A actinin binding sequences; brown box: SH3 binding domain and
TNF death receptor; yellow box: LPS binding domain; orange star: cholesterol sensitizing; red star. amino acids involved in
trafficking and cholesterol sensitizing. The pink boxes highlighted the presence of new sequences due to splidng

transgenic mice were generated. The first one corresponds to
humanized P2RX7 mice in which the mouse exon 2 was
substituted by the human cDNA covering exons 2 to 13 [B0].
Thesecond one relies on the introduction of an EGFP sequence
in the 5' of exon 13 [37). Both models were useful to charac-
terize the expression of P2RX7 in the central nervous system
(see [Fig. 3]).

Expression of splice variants: a way to requlate P2RX7 activity?
As a receptor, P2RX7 has to be comrectly inserted into the cell
membrane to be functional. Indeed, assembly and trafficking to
the plasma membrane has been described as a regulatory
mechanism, at least in some immune cells [23,81]. In addition to
membrane receptor density, the concentration of extracellular
ions was demonstrated to be crucial for the regulation of IL-1p

47



148

EICMEDICAL JOUEHMAL

42 (2010) 141—154

Table 1 Description of Single Nucleotide Polymorphisms of the Human F2RX7 gene that could affect alternative splicing of

variant B, H and J.

dbSNF 1D Localization “Affected” variant Major allele Minor allele Frequency
rs 1397153443 -3, exon 11 Variant B C T = 0.0000

e 778037864 -4, exon 11 Variant B C T = 0.0000

rs 756931719 —10, exonll Variant B T G = 0.00001
12190080059 —20/-40, exon 11 Varant B G AST =0.00002
re 373584182 —20/—-40, exon 11 Variant B G T = 0.00004
51352183219 —20/-40, exon 11 Variant B G A = 0.0000

s 70740502 —20/—-40, exon 11 Variant B G A = 0.00002
rs 916695614 —20/—-40, exon 11 Variant B C C none
15201650139 —20/—-40, exon 11 Variant B A G nore

rE 368885357 —20/—-40, exon 11 Variant B G T = 0.0000
151376166550 +2, exon 2 Variant H T C none

s 754634787 +3, exon 2 Variant H G AT =0.0000
re 65276754 —10, exon 3 Variant H T A nong

rs 01960043 —20/—40, exon 3 Wariant H T Inscc = 0.0537 (InsDel)
re 200425438 —20/—40, exon 3 Variant H C Aond

rs 1373724638 —20/—40, exon 3 Variant H T G = 0.0001
15186332279 —20/—40, exon 3 Variant H G C = 0.00002
15757343268 —20/—40, exon 3 Variant H TTCAAA Del, 0.00001
151475267143 +2, exon 7 Variant | T C = 0.0000

s 764748109 —8, exon 8 Variant | T C = 0.00001
121239860541 —20/-40, exon 8 Variant | A G = 0.0000

15 28360455 —20/—40, exon 8 Variant | T C =0.0021

e 774175036 —20/-40, exon 8 Variant | C G/T = 0.00002
15771002311 —20/—40, exon 8 Variant | A G = 0.0000
121210563466 —20/-40, exon 8 Varant | C T = 0.0000

rs 1488167 709 —20/—40, exon 8 Variant | C T = 0.00001
121239860541 —20/-40, exon 8 Varant | A G = 0.0000

secretion [82). As discussed above, a third mode of regulation
could result from the expression of homotrimer isoforms but
also from the formation and expression of heterotrimeric iso-
forms, where the full-length form is associated with truncated
splice variants.

To evaluate the role of AS in P2RX7 regulation, we focused
on human and mouse P2RX7 isoforms. As shown in [Fig 4B],
two groups can be distinguished. In the first one, splicing
events modify the N-terminal part of the protein, a sequence
that contains amino acids critical for the localization of P2RX7
at the cell membrane. Currently, there is no evidence for a
functional role of the PZRX7H isoform, which is unlikely to be
trafficked to the cell membrane and does not respond to Bz-
ATP [67]. However, considering the trimeric organization of
P2RX7, one may speculate that a chimeric P2RX7-A/-H recep-
tor could be assembled during ER trafficking and once
correctly inserted in cell membrane, tune the amplitude of
eATP-induced cell responses. However, further in-depth
characterization is needed to confirm this hypothesis. On
the contrary, AS in the first exon of the mouse P2rx7 pre-
mRNA produces a highly sensitive P2RX7 isoform, which is
involved in immune T cells homeostasis [83]. This variant has
not been described in human, even though the sequence of
human intron 1-2 predicted the existence of a possible alter-
native splice site in exon 1 [75]. In the second group, splicing
events affect exons that are crucial in mediating large cation
permeation. As mentioned above, heterologous expression
of human and mouse homotrimer isoforms lead to the

expression of receptars characterized by functional Ca®" flux
and blocked permeation of large cations. Expression of these
new receptors could be considered as the first level of regu-
lation. More interestingly, the co-expression of two isoforms
bring additional levels of regulation. The heterotrimer -A/-] is
dominant negative in human for instance, while in mouse the
co-expression of -a/-b, -8/ ¢, and -a/-d downregulated, or even
inhibited P2RX7 function. Strikingly, co-expression of PZRY7-
A/-B in HEK293 cells seems to increase the overall activity of
P2RX7 as discussed earlier [68,84]. This result was unexpected
considering the contrary effect observed with the mouse
heterotrimeric receptors. However, one could speculate that
the overall effect on heterotrimer P2RX7 activity depends on
the ratio of A versus B. For instance, ZA and 1B could be more
active than 3A whereas 1A and 2B could be less active.
Undoubtably, additonal experiments are needed to fully
document in which cells and at which levels P2RX7 isoforms
are expressed and what the functional consequences of het-
erotrimeric P2RX7 expression are? Another important ques-
tion that remains to be solved is whether the non-functional
P2RX7, thatis expressed on cancer cells [85], is a consequence
of AS leading to the formation of heterotrimeric P2RX7 that
would not be recognized by the conformational antibody
generated by Buell and co-workers [86], and that would alter
P2RXT activity [85]. This may be particularly relevant consid-
ering that the C-terminal truncation of PZRX7 leads to the
deletion of several binding motifs involved in P2ZRX7-induced
cell signaling pathways [50,87].
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Table 2 Biological activities of human and mouse P2RXY isoforms.

P2RX7 Cells Localization at Membrane Ca24 Macropore IL1B Refs
isoforms the membrane depolarization influx formation release
PIRXT-A HEK293, IF - - - [48,67,68,79]
PIRX7-B HEK293 IF +f— Low & no Caspl [67 &8]
transient
PIRX7-H HEK293 no noe no Mo casp 1 [67]
PIRX-7-] Cervical cancer cells, IF low no [72]
MDCE
FIRX7-AS-B HEE293 IF »-A »-A »-A [67,83]
PIRX7-A/]  HEK293 wh <-A <A [72]
FIRX7-a Macrophages - . [75]
Brain, spleen, salivary wh +4 ++ +4 [76,77]
gland, HEK293
Astrocytes wh +4 [73,77]
Pancreatic stellate cells wb +4 [77]
PIRX7-b Brain, spleen, salivary wh, | | vs F2R¥7-a || vs PZRX7-a [77,78]
gland, HEK293
HEK293 no [74]
PIRXT-d HEE293 no [74]
FIRXT-k T Lymphocytes [76]
HEK293 whb ++ [sustained +4 [75]
vE -a)
PIRXT-af-b HEK 293 wh, b = dominant b = dominant } | ve P2RX7-a [74,78]
negative negative alone
Astrocytes || vs P2RX7-a [74]
([overexpression) alone
PIRX7-af-d HEK293, astrocytes || ve P2RX7-a [74]
([overexpression) alomne

P2RX7 splice variants and diseases
SNPs and splice variants

On the beginning of 2019, 13,252 single nucleotide poly-
morphism (SNP) have been described in the P2RX7 pene
(https:/warw. nebinlm. nih.gov/snp). While non-synonymous
SNPs have been linked to pathologies as diverse as infec-
tious diseases, bone, psychiatric, inflammatory and cardio-
vascular disorders or cancers, as reviewed by Sluyter [88],
SMPs located within intronic regions have been poorly stud-
ied. Splicing regulatory elements can be located within
intronic sequences, therefore one could assume that intronic
SMPs may affect splicing and in turn cause diseases [89)
Splicing regulatory sequences include the 5’ and 3' splice sites
defining the boundary of an intron with its upstream and
downstream exon, but also the brandh site upstream of the 3
splice site. Examination of the human P2RX7 sequence in-
dicates that the major U2 class splice site consensus
sequence, including GT at the 5" end and AG at the 3’ end, is
present on the boundary of each of the P2RX7's introns.

We speculated that SNPs might lead to alternative splicing
of P2ZRY7 pre-mRNA. To test this hypothesis, we first listed
SMPslocated at the introns' boundaries. As shownin [Table 1),
only one SNP, rs1475267143, changes a T to C at 42 of the 7th
intron. This change, that corresponds to the most common
class of non-consensus splice sites [90], may affectthe splicing

of exon 7, even though this hypothesis has not been tested
experimentally. However, the minor allele frequency is close
to zero, and therefore itis not expected that such a frequency
could significantly impact the expression of P2ZRX7-. We
further extended our analysis to minus 10 to cover branch-
points of each boundaries’ intron. As shown in [Table 1], we
found several SNPs that can affect the splicing of P2RX7-B, -H
and -J. Once again, all these SNPs are too sparsely expressedto
envisage that they could regulate splicing events and are
involved in diseases. Finally, because branchpoints within U2-
type constitutive introns were located in between the position

40 to =20 from the 3" splice site, we extended our analysis to

40 nucleotides [36]. Doing so, we identified two SNPs
rs28360455 and rs201960043 that could contribute to the
alternative splicing of FP2RX7-] and P2RX7-H, respectively.
Today, no studies demonstrated that these two SNPs are
linked to the expression of spliced PZRX7 mRNA but given
their relative high frequency it is tempting to speculate on the
existence of such aregulation. By contrast, we were unable to
identify SNPs that could modulate splicing of P2ZRX7-B. Yet, we
cannot exclude that such SMNPs exist, but are located within an
unstudied intronic region. Alternatively, one could hypothe-
size that F2RX7-B is indeed constitutively expressed in some
tissues. This idea is sustained by studies showing that P2RX7-
B is expressed in various organs and resting immune cells [67],
and when co expressed with PZRX7-A, may affect the binding/
gating properties of P2RX7 [B4]. Undoubtedly, new progresses
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will be made with the implementation of novel tools to spe-
cifically assess the level of expression but also the biological
activity of P2RY7 splice variants.

P2RX7 splice variants and cancer

One of the most intriguing questions considering P2RX7 is to
explain how areceptor that induces cell death in the presence
of its endogenous ligand, namely eATP, could be overex-
pressed in some cancers [91]. Indeed, knowing that the tumor
microenvironment, like the inflammatory tissue, contain
hundreds of micromolar eATP [92], it is counterintuitive to
imagine that a protein leading to cell death is overexpressed
by cancer cells. The best way to harmonize these two obser-
vations is to hypothesize that the receptor expressed at the
surface of cancer cells is unable to trigger cell death. This idea
is sustained by sewveral studies showing that P2RX7 expressed
at the surface of diseased cells is a non-functional confor-
mation [B85]. The first description of the expression of a non-
functional P2RX7 [nfP2RX7) was made in cancerous breast
lesions where the group of Julian Barden used an antibody
designed against an epitope located in the extracellular loop
close to the eATP binding pocket and which is inaccessible in
cells expressing normal functional P2RX7 [93,94]. Further-
more, the expression of non-functional P2RX7 on the surface
of cancer cells was shown in organs as diverse as gut, ovary,
cervix, lung, liver, and bladder [85]. Intriguingly, nfP2RX7
electrophoretic feature is indistinguishable from P2ZRX7 and
today, the exact nature of this receptor channel remains a
mystery. Gilbert and collaborators characterized the expres-
sion of nfP2RX7 from a panel of tumor cell lines using a new
humanized antibody (BILO3) that is specific to the extracellular
domain of nfP2RX7 [95]. As sugpested by previous reports,
they confirmed that nfP2RX7 is expressed in many cancer cell
lines. They showed that nfPZRX7 is molecularly distinct from
P2RX7Y using specific antibodies and biclogical assays (EtBr
uptake). Finally, the authors reported that nfP2RX7 is stored
intracellulardy and localized to the cell membrane upon e ATP
stimulation, an event that requires protein synthesis. Strik-
ingly, it seems that expression of nfP2RX7 is mutually exclu-
sivesince its localization to the cell membrane correlates with
the loss of P2RX7. As this non-functional receptor lacks
apoptotic activity but retains residual non-selective cations
channel, it was proposed that it promotes tumor growth. The
mechanisms leading to the expression of nfP2ZRX7 is not fully
understood nowadays, but at least two main hypotheses
could be drawn. The first one, as discussed previously, relies
on the formation of an heterotrimer, composed of PZRX7-A
and PZRX7-B, which may lack the potential to induce cell
death. In their study, Gilbert and collaborators did not check if
expression of nfP2RX7 requires mRNA translation, howewver
they hypothesized that intracellular nfP2RX? may correspond
to a misfolded protein and it is known that P2RX7-B lack C-
terminal region that participates to the trafficking to the cell
surface. The second one relies on the ability of cholesterol to
control P2RX7-dependent large cation influx, as elegantly
demonstrated by Karasawa and collaborators [60] and

discussed earlier in this review. Considering that cancer cell
membranes contain more saturated lipids, it is tempting to
speculate that this change in lipid composition affects P2RX7
biology [96]. This hypothesis is supported by the discovery
that, in a human prostate cancer cell line (LNCaP), oxidative
stress-induced cell death is reversed when cells were pre-
treated with Soraphen A, an inhibitor of acetyl CoA carbox-
ylase which modulates the synthesis of very long chain
saturated, mono- and polyunsaturated fatty acids [97]. While
this paper highlighted a direct relation between lipid compo-
sition and stress-induced cell death, no link was made with
the eATP/P2RX7 signaling. By contrast, it is well established
that P2RX7 activates phospholipid signaling pathways in
epithelial cells through the modulation of phospholipases and
sphingomyelinase [98]. Additionally, activation of P2RX7
drives the production of phosphatidic acid in RAW 264.7
macrophages which in turn delays e ATP-induced pore open-
ing and cytolysis. Therefore, a direct link between P2REX7
acivation, membrane lipid composition and cell death was
described at least in some immune cells [99,100]. Additional
research is required to establish the relationship between
eATP, expression of cell surface nfP2RX7, lipid metabolism
and lack of pore opening-induced cell death. Undoubtedly, if
this holds true it will reconciliate the fact that cancer cells are
positively stained by antibodies directed against ubiquitously
expressed PZRXT epitopes.

Recently, a new P2R¥7 splice variant was described,
namely P2RX7-V3 which contains an extra exon N3 and
corresponds to a long non-coding RNA [101]. Long non-
coding RNAs do not code for proteins but have been
involved in diverse cellular processes by interfering with
chromatin-modifying complexes and transcription factors
[102]. P2ZRX7-V3 is expressed at high levels in cell lines
derived from uveal melanoma where it works as an onco-
gene. Even though the mode of action of this splice variant
and its expression in other cancer tissues need to be inves-
tigated, the authors proposed that P2RX7-V3 may be an
informative biomarker of cancer. Beyond, this report sug-
gests that at least one P2RY7 splice variant might by itself,
regulate cellular processes relevant for cancer, a field that
has not yet been explored.

Conclusion

Here, we discussed the role of alternative splicing in the field
of PZRYT signaling. Our attermnpts were to discuss if expression
of PZRX7A and its splice variants in a same cell could impact
the functionality of P2RX7 and to bring new thoughts on the
nature of nfP2RX7 that is expressed at the membrane of
cancer cells. Despite the quantity of data published over the
last two decades, there are still unresolved questions
regarding the role of P2RXY in health and diseases. Undoubt-
edly, development of new specific tools to unravel the
expression of P2ZRX7Y splice variants and the functionality of
P2RXY will bring new insights in biclogy and medicine. Thisis
particularly relevant in the light of the recent discovery that
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tumor-specific splicing produces numerous splicing associ-
ated potential necantigens that may affect the immune
response and could be exploited in the field of onco-
immunology [103].
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IV. Objectifs de la thése

L’objectif principal de cette thése était de définir si le récepteur P2RX7, impliqué dans
la perméabilisation membranaire et la lyse cellulaire, est fonctionnellement exprimé par les
cellules du LUAD. Je me suis donc attaché a caractériser I'expression et la fonction de P2RX7
dans le LUAD chez I’lhumain, et de tester I'hypothése selon laquelle I'expression de variants

d’épissage pourraient impacter les fonctions biologiques du récepteur dans cette pathologie.

La revue présentée en III.D fait un état de la littérature et a permis de guider la mise en ceuvre
des travaux de recherche afin de répondre a cet objectif. La publication scientifique présentée
en V.A étaye les résultats obtenus pour cet objectif, ainsi que les outils spécifiquement

élaborés a cette fin.

L’objectif complémentaire de cette these, était de participer a la caractérisation d’un

nouveau modulateur chimique positif de P2RX7 dans le CNPC chez la souris.

Les outils de caractérisation de P2RX7 utilisés dans la publication présentée en V.A ont été

utilisés pour cet objectif, dont les résultats sont présentés en V.B.
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V. Résultats
A. Publication scientifique N°1. Les cellules immunitaires infiltrant la tumeur d'un
adénocarcinome pulmonaire humain expriment un variant d’épissage tronqué
de P2RX7 ce qui entrave la localisation membranaire et I'activité macropore du

récepteur.

Article publié (Theranostics 2020; 10(24):10849-10860. doi:10.7150/thno.48229)

Dans ce travail nous analysons I'expression chez I'homme de P2RX7 et de ses variants
d’épissage dans les cellules immunitaires et non immunitaires du LUAD et de la zone tissulaire

non tumorale adjacente.

Nous montrons que P2RX7 et ses variants d’épissage P2RX7B, H, J sont exprimés mais
négativement régulés dans la zone tumorale de I'adénocarcinome pulmonaire. Nous
montrons que les cellules immunitaires pulmonaires intra et extratumorales expriment un
récepteur P2RX7 dont la fonction d’ouverture du large pore est conservée. Nous montrons
qgue, bien que les cellules immunitaires infiltrant la tumeur conservent cette fonction
d’ouverture du large pore, elle y est altérée, et ceci corréle avec I'expression du variant
d’épissage P2RX7B. Nous montrons que les patients dont I'expression de P2RX7B est la plus
forte dans les cellules immunitaires infiltrant la tumeur, présentent des tumeurs trés
faiblement infiltrées en cellules immunitaires. Nous montrons enfin dans un modéle
d’expression hétérologue que P2RX7B est capable d’hétéro-oligomériser avec la forme pleine
taille P2RX7A, impactant la localisation membranaire du récepteur et sa fonction d’ouverture

du large pore.

Ce travail montre que P2RX7B pourrait représenter un marqueur théranostique prometteur

dans le LUAD dans une perspective translationnelle.
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Abstract

Rationale: The characterization of new theranostic biomarkers is crucial to improving the clinical
outcome of patients with advanced lung cancer. Here, we aimed at characterizing the P2RXT receptor, a
positive medulator of the anti-cumor immune response, in patients with lung adenocardnoma.
Methods: The expression of PZRX7 and its splice variants was analyzed by RT-qPCR using areas of
tumor and non-tumor lung adenocarcinoma (LUAD) dssues on both immune and non-immune cells. The
biclogical actvity of PZRXY was swdied by flow cytometry using fluorescent dyes. Bi-molecular
fluorescence complementation and confocal microscopy were used to assess the oligomerization of
P2RXT. Tumor immune infiltrates were characterized by immunohistochemistry.

Results: Fifty-three patients with LUAD were evaluated. PZRX7A, and 3 alternative splice variants were
expressed in LUAD tissues and expression was down regulated in twmor versus adjacent non-tumor
tissues. The protein retained biological activity only in immune cells. The PZRX7B splice variant was
differentially upregulated in immune cells (P <0.001) of the tumor and strong evidence of cligomerization
of P2RXT7A and B was observed in the HEK expression model, which correlated with a default in the
activity of P2ZRX7. Firally, LUAD patients with a high level of PZRX7B had non-inflamed wmors (P =
0.001).

Conclusion: Our findings identified P2RX7B as a new theranostic tool to restore functonal P2RXT
activity and open alternative therapeutic opportunides to improve LUAD patient outcome,

Eey words lung cancer, P2ZX7R, purinergic signaling, ATF, splice variant

Introduction

Lung cancer is the leading cause of cancer-
related deaths in the world. More than two thirds of

patients with any type of lung cancer remains at
around 20%, all stages combined and ranges from

lung cancers are diagnosed at an advanced stage [1]
and need medical treatment including chemotherapy,
targeted therapies and immunotherapies. Despite
these new approaches, the 5-year survival rate of

57% in localized lung cancers to 5% in metastatic lung
cancers [I]. Therefore, deciphering new theranostic
tools and understanding processes involved in the
development of pro- or anti-tumor micro-

heepe/fwww.thno.org
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environments are of crucial importance to improve
patient outcome,

Purinergic receptors for extracellular nucleotides
(ATP, ADP, UTF, UDP) and the nucleoside adenosine
have attracted growing interest since the discovery
that inflammatory and cancer tissues contain high
levels of extracellular ATP (eATP) [2] and adenosine
(its degradation product), which has been described
as an immunosuppressor [3]. The purinergic receptor
family is divided into two major families, P2X and
P2Y [4]. Depending on the receptor involved,
extracellular purines orchestrate either immuno-
stimulation or immunosuppression of host cells, as
well as proliferation or cytotoxicity of tumor cells [5].
We focused on P2RX7, an ubiquitous receptor [6]
described to be expressed at a particularly high level
in white blood cells from the immune system,
especially in monocytes/ macrophages, lymphocytes
and dendritic cells [7-10].

The full length P2ZRX7 receptor is an ATP-gated
ion channel composed of three protein subunits
encoded by P2RX7A mRNA. Activation of P2RX7 by
high doses of e AT leads to Na* and Ca? influx and,
after prolonged activation, to the opening of a larger
conductance membrane pore, also defined as
macropore activity or macropore opening [11]. One
consequence of this macropore opening, a unique
characteristic of P2ZRX7, is to induce cell death in e ATP
rich micro-environments. This feature is linked
principally to the presence of a long C-terminal
domain [12].

The use of transplantable murine tumor models
has demonstrated that P2RX7 expressed by host
immune cells coordinates  anti-tumor  immune
responses [13,14]. The expression of a functional
P2ZRX7 receptor on human white blood cells and in
human hemopathies has been largely documented in
the literature [15-17]. However, whereas numerous
publications claimed that P2ZRX7 is over-expressed in
solid tumors, on the basis of P2ZRX7 immunostaining
using mostly antibodies directed against either the
extracellular loop [18,19] or the C-terminal domain
[20-26], only a little data are available regarding
functional P2ZRX7 in ex vivo human solid cancer cells.
This is of particular importance considering that
P2EX7 functionality can be affected by single
nucleotide polymorphisms (SNFP). Over the 13252
SNPs described within P2ZRX7 gene in 2020, the
phenotype of 16 non-synonymous SNIs has been

studied, some of which leading to numerous
pathologies  including infectious, bone, neuro-
psychiatric,  inflammatory, cardiovascular and

cancerous diseases, but also poorer survival of cancer
patients [27,28]. In addition, we found 27 SNPs
located to the boundary of mRNA splicing sites

within intronic regions which may affect splicing
events, However, these SNIPs are too sparsely
expressed to envisage that they could be involved in
diseases [29].

The function of P2ZRX7 can also be affected by
alternative splicing. Nine altemative splice variants
were identified [30,31]. The function of only three of
them, P2RX7H with a deleton in the first
transmembrane domain (ATM1) leading to a loss of
ion channel function, P2ZRX7B with a deletion in the
C-terminal domain (ACt) leading to a loss of large
pore forming function, and P2RX7] with a deletion in
the second transmembrane domain leading to a
negative dominant isoform, have been studied in
more detail [18,19,30-33],

P2ZRX7 protein expression in lung adeno-
carcinoma (LUAD) was reported by Boldrini et al.
[34], but it is currently unknown whether functional
P2RX7 is expressed in LUAD. In this study we aimed
at deciphering the expression of PZRX7 and its splice
variants, and the implication of such variants on the
biological function of the receptor and on
inflammatory infiltration of tumors.

Materials and Methods

Patients

Twenty-four bronchopulmonary samples were
obtained from the middle of the tumor and from
non-tumaor tissue for each patient operated on for
early stage (I-IIA) LUAD. The diagnosis and the
margin of the samples were confirmed as tumoral by
two lung cancer pathologists. The median age was 68
years-old and 79% of the patients were smokers or
former smokers. In the retrospective study, twenty-
nine LUAD samples were obtained from the biobank
of the Nice University Hospital (Clinical and
Experimental Pathology Laboratory) and were taken
from patients operated on at the thoracic surgery
department of the Nice University Hospital for early
stage (I-1IA) LUAD. The median age was 67 years-old
and 100% of the patients were smokers or former
smokers (see Table 1). Free and informed consent was
obtained for each patient with the agreement of the
South East CPP.

Tumor processing

After surgery, tumor tissues were kept in RPMI
(Roswell Park Memorial Institute medium, Gibeo®) at
4°C, for a maximum of 12 h. Sample preparation
included scissor dissociation, incubation in Human
Tumor Dissociation Kit (MACSE) buffer at37°C for 40
min and washed by DPBS 10% FBS. Cells were
counted and a trypan blue test was performed to
ensure cell viability. Cells were magnetically sorted
(mouse anti-CD45 MicroBeads, Miltenyi®) according
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to  the manufacturer's procedure. A  sorting
enrichment control experiment was performed using
a humanized ant-CD45 AF488 coupled antibody
(Miltenyi®) after Fc blocking (Figure S1A).

Table |. Main epidemiclogical data of LUAD patients

Fetrospective study (n=2%)

Age (years) Mean [Range) 67 (41 - 85)
Sex Female 6 (207%)
hdale I3 (79a%)
Smoking history Smokers or smoking history 29 {100%)
MNon smoker 0 (0%)
COPD # Yes 18 (62%)
Mo 11 (37.9%)
Slage at surgery [ 15 (51.7%)
I 10 (344%)
m 2 (69%)
IV 0 (0%)
Adjuvant chemotherapy Yes 3(103%)
Mo 26 (89.7%)
Felapse Yes 7 (241%)
Mo 19 (65.6%)
Unknown 3 (103%)
Prospective study (n=24)
Agre (years) Mean (Fange) 68 (44 = 80)
Sex Female 12 (30%)
Male 12 (50%)
Smoking history Smokers or smoking history 1% (792%)
Mon smoker 5 (208%)
COPD Yes 6 (25%)
Mo 17 (F08%)
Linknown 1{42%)
Stage at surgery 1 12 (30%)
il 4 (17%)
mn & (33%)
n 0 {0%)
Adjuvant chemaotherapy es 9(375%)
Mo 15 (625%)
Relapse es 5(208%)
Mo 11 (458%)
Unknown 8(333%)

¥ COPD: chromic obstmactive pulmonary disease.,

Immunofluorescence

After tumor processing as described in the
dedicated section, the «cell suspension was
homogenized, 500000 LUAD cells were plated on
slide and fixed by drying at room temperature (RT)
and stained. To ensure that cells came exclusively
from the intratumor area of LUAD, the margins were
checked on the corresponding tissue blocks and
confirmed as adenocarcinomatous by two lung cancer
pathologists. HEK293T cells were plated at 600 000
cells in a 6-wells culture plate containing coverslip
poly-D-lysin  (Gibco) coated and  transfected  as
described below. Anti CD16,/CD32 antibodies (Fc
Block, BD Biosciences) were used (1 h, RT) to reduce
the non-specific signal, and primary antibodies were
added for 2 h at 4°C. After washing, secondary
antibodies were added for an additional 1 h at RT.
Anti-P2ZRX7  hybridoma (dill /2) was wused. This

antibody is routinely used to detect the expression of
functional P2RX7 [6]. Anti-CD45-FITC (dil1/50,
recombinant human IgGl, REA747 clone, MACS®)
and anti-goat Alexa fluor 594, (1/200, Thermofisher)
antibodies were used. The nuclei were counterstained
with 4'6-Diamidine-2-phenylindole dihydrochloride
(DAPI) in the mounting medium (Invitrogen Life
Technologies™).

P2RX7 functional assay

The overall cellular P2RX7 activity was
evaluated by flow cytometry. This assay allows
simultaneous study of live cells stimulated with
BzATP (a stable analogue of ATP), for variations in
calcium levels (FLUO--AM dye) and macropore
opening (TO-PRO-3 dye) (Figure S3). In practice, cells
were incubated in functional assay butfer (sucrose 300
mM, KCI5 mM, MgCI121 mM CaCl2 T mM, glucose 10
mM, HEPES pH 7.4 20 mM) and loaded with
Fluo-4-AM (500 nM), for 30 min at RT. Propidium
iodide was added for the last 5 min to stain both
dying cells and  P2ZRX7's independent
permeabilization events, which will be excluded from
the final analysis. FLUO-4-AM and propidium iodide
were removed by 2 washes with DPBS containing FBS
5%, and 400 000 cells were incubated in the functional
buffer and stimulated with BzATI in the presence of
TO-PRO-3 (633 nM, Invitrogen) for the indicated time.
The reaction was stopped with 2 mM MgCl: and
washed with DPBS containing FBS 5%. Flow
cytometry analysis was performed on a propidium
negative population using a FACS Canto® II (BD
Bioscience®) and data were analyzed using DIVA® or
Flow]o® software. The normalization of fluorescence
intensity was performed by retrieving at every
time-point the fluorescence intensity (I) (FLUO-4-AM
and TO-PRO-3) of the first time point (Iy). Normalized
data were presented as violin plot.

RT-qPCR

Total ENA extraction from purified cell
subpopulations or frozen tissues was performed
using the AllPrep RNA Mini Qiagen® kit and reverse
transcription of 372 ng total RNA was performed
with the Applied Biosystems® kit. The cDNA was
subjected to quantitative PCR using the Fast
Sybr®@Green Master Mix kit (Applied biosystems) and
a StepOnellusTM thermocycler. Relative expression
was determined using the log2 fold change (2-44Y)
method with RPLPO as the housekeeping gene. The
oligonucleotides, designed to overlap splicing sites,
are presented in Figure S6A. QPCR amplicons were
sequenced to confirm their specificity (data not
shown) and wused as matrices of standard
amplification curves to validate the absolute
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quantification rate and the amplification efficiency of
each oligonucleotides couple (Figure S6B).

Cell cultures and transfection

HEEK293T cell line, provided by ATCC, were
cultured in DMEM medium supplemented with 10%
FBS and 100 U/mL penicillin and 100 mg/mL
streptomycin  at 37°C in a humid atmosphere
containing 5% CO. P2RX7A and P2RX7B splice
variants were synthesized by Furofins® and
sequenced. HEK293T cells were transfected with
pcDNA expression vector coding for the indicated
cDNA using Lipofectamine® 3000 (Thermofisher)
according to  the manufacturer’s instructions.
“PcDNA3.I venus 17 and “pcDNA3.T venus 2" were
provided by Dr Saccani’s team. Transient expression
analyses were processed 48-h post transfection. For
the establishment of stable cell lines expressing the
untagged P2RX7A, P2ZRX7B or P2ZRX7AB, blasticidin 1
pg/mL and puromycin 1 pg/mlL were added to the
growth media. After 3 weeks, clones were selected
and tested for protein expression by Western blotting,

Western blotting

Westermn blot analysis was performed following
the standard protocol. In brief, cells were lysed on-ice
in TR3 buffer (SDS 3%, glycerol 10%, Na:PO; 10 mM +
Complete™ Protease Inhibitor Cocktail, Roche), 20 to
50 pg of total proteins were subjected to 9%
SDS-PAGE and transferred onto PVDF membranes
(Immobilon Millipore®). Blots were than blocked for
20 minutes with 5% non-fat dried milk and incubated
with  primary antibodies (Rabbit anti-Human
extracellular loop of P2ZRX7, APR-008, Alomone),
overnight at 4°C, followed by three 5-min washes
with Tris-Buffered Saline 0.1% Tween® 20 detergent,
then incubated with species specific secondary IgG
antibodies coupled to Horseradish peroxidase (HRP)
(Goat  anti-Rabbit, AP307F, Sigma, and Goat
anti-Mouse, AP308F, Sigma) 1 h at RT, followed by 3
more washes as described before. The signal was
revealed using PXi imaging (Syngene). In a second
step, aTubulin (Mouse anti-tubulin, Sigma) level was
monitored as a control for protein loading.

Immunochistochemistry

Immunohistochemical (IHC) staining for CD45,
CD3, CD8, CD20 and CD33, was performed on tumor
sections obtained from LUAD patients of the
prospective cohort. In brief, formalin fixed paraffin
embedded 4 pm thick tissue sections were stained
with specific anti-human antibodies on an automated
staining  platform  (Benchmark ULTRA; Ventana)
using the appropriate concentration. An OptiView
DAB IHC Detection Kit (Ventana) and an OptiView

Amplification Kit (Ventana) were used according to
the manufacturer's recommendations for the
visualization of the bound antibodies; sections were
counter-stained  with  hematoxylin. Blinded
quantification of the brown stining was done as
follows: 5 different zones of the scanned tumor
section (NanoZoomer 20 HT from Hamamatsu) were
selected at low magnification (1x) and images of the
selected fields were analyzed at 40* magnification.
Scoring of the staining was as follows: 1T = 0-10%
positive cells, 2 = 10-50% positive cells and 3 = = 50%
positive cells.

Bioinformatic and statistical analysis

Quantitative data were described and presented
graphically as medians and inter quartiles or means
and standard deviations. The distribution normality
was tested with the Shapiro's test and
homoscedasticity with Bartlett's test. For two
categories, statistical comparisons were performed
using the Student's f-test or the Mann-Whitney test.
Overall survival was defined as the interval between
the date of diagnosis and the date of death from any
cause. These data were estimated and presented
graphically using the Kaplan-Meier method. The
survival curves were compared using the log-rank
test. All statistical analyses were performed using
GraphPad Prism® v.8.0.2. Tests of significance were
two-tailed and considered significant with an alpha
level of P < 0.05. SnapGene 4.3.8 was used for plasmid
construction. The results shown in Figure 4B and
Supplementary Figure 7 are based on data generated
by the TCGA project for which we are grateful.

Results

P2RX7 is expressed in LUAD

To analyze the expression levels of
conformational P2ZRX7 in LUAD, tumor tissue was
dissociated, and the cells stained with the ant-P2RX7
antibody directed against the external domain of the
tertiary structure of P2ZRX7, which has been described
to antagonize its activity [6]. Whereas most of the cells
were labeled, a small fraction of cells with large
nuclei, a characteristic of tumor cells, were negative
(Figure 1A). Next, an anti-CD45 antibody was used to
characterize the nature of P2ZRX7 expressing cells and
we observed that only CDM5* cells were stained with
the anti-P2ZRX7 antibody. Since cells were
permeabilized, the lack of staining in CD45 cells was
not due to intracellular retention of P2RX7 (Figure
52). To extend this observation, immune (CD45%) and
non-immune (CD45) cells were isolated from three
LUAD specimens and subjected to western blot
analysis using a second antibody which recognizes
the extracellular domain of P2RX7A and P2RX7B
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monomers (Figure 1B). A protein of 70kDa
corresponding to P2ZRX7A was found to be expressed
by CD45* immune cells in 2 of 3 LUAD patients.
These patients only showed very limited (if any)
expression of P2RX7 on tumor cells. By contrast, we
observed P2RX7A expression on tumor cells of the
third LUAD patient. We also noticed the presence of
additional bands (from 80 to 56kDa). These bands are
of undetermined nature, being not recognized by the
antibody in the HEK cell expression system
transfected with P2ZRX7A. In this patient, expression
of P2RX7A was poorly detected on immune cells.
Instead, a protein of 55kDa, which could correspond
to P2RX7B, was observed.

Therefore, using two independent antibodies,
our results showed that P2RX7A is preferentially
expressed on immune cells of LUAD patients.

A

nune

nr

The macropore function of P2ZRX7 is impaired
in immune cells of LUAD

Since P2RX7 expression could not predict P2RX7
activity, we investigated the macropore function of
P2RX7 in both immune and non-immune cells of
LUAD specimens and paired corresponding adjacent
non-cancerous tissues (Figure 2 and Figure S4).
BzATP increased the uptake of TO-PRO-3 in immune
cells from both non-tumor and tumor areas (Figure
2A-B). This increase was prevented in cells
pre-treated with the specific P2RX7 inhibitor,
GSK1370319A [35], indicating that TO-PRO-3 uptake
was dependent on the expression of P2RX7. In
addition, the macropore activity was delayed in the
tumor compartment. In fact, 15 min post stimulation,
the normalized median percentage of TO-PRO-3" cells

B HEK  LUAD 1 LUAD 2 LUAD 3
CD45 CD45 CD45
oV O\"x -.._——4» N + - +
—85
P2RX7A » - 12
— 95
P2RX7B B
a-tubuiin o . A - - —55

Figure 1, LUAD patients express P2RX7. A, Representative images of P2RX7 staining in LUAD tissue using the conformational ant-P2RX7 antibody, in red. CD45 staining
highlighted immune cells, in green. * showed P2RX7 expressing cdls. The hatched line shows CD45- cdls. DAPI staining shows nudla. Magniication 20X, scale bar = 200 um
B. Representative Western blot showing P2RX7 expression in HEK cells trandected with empty vector (Cur), cells transfected with both P2ZRX7A and P2RX7B expressing
vectors and purified CD45* and CD45- cells isolated from tumor areasof LU AD patientsusng the anti P2RX7extracd lular loop antibody (Alomone, APR-008, 1/1000). The total

aTubulin level was monitored as a control for protein loading
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was 12% in the tumor infiltrate (Figure 2B), while it
reached 5.7% in the non-tumor infilbrate (Figure 2A).
This difference was stll observed 30 min post
stimulation. These results suggest that DP2RX7
expressed by immune cells within the tumor area was
less functional.

Considering the differential activation status of
P2RX7 in immune cells compared to non-immune
cells, we hypothesized that alternative splicing of
P2RX7 mRNA may generate hetero-P2RX7 trimers
with altered receptor functions.

A MNon-tumor area
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Figure 2. F2RXT expressed by immune cells of LUAD patients is functional. A, Time
course of macropore opening in purified immune and non-immune cells i solsved from
an adacent non-tumor area of LUAD patients. When indicated we used a specific
F2RXT inhibitor (Inh) demonstrating that TO-PROC-3 uptake depends on PRRXT
activity. B. Time course of macropore opening in purified immune and non-immune
cells solated from the wmor area of LUAD tissue. The percentage of TO-PRO-3
positive cells in response to BzATP (250 uM) is shown (paired Student’s t test). n=10
paired LUAD specimens and correspanding adjacent non-cancerous tissues from our
prospective cohort The median value i highlighted by the violet line.

P2RX7B is differentially upregulated in the
LUAD immune infiltrate

We designed probes for the five wvariants
described to be transcribed and translated, namely
P2RX7A, B, D, H and | and analyzed their expression
on human peripheral blood mononuclear cells by
qualitative PCR analysis (Figure S5A). PBMCs
expressed the P2RX7A, B, H and | variants (Figure

S5B). Next, using qPPCR probes (Figure 56), we
quantified P2RX7 expression on LUAD tissues using
our two in-house cohorts (see Table 1). Using the
probe which amplifies P2ZRX7A, B and H (further
designed as P2RX7), we observed that P2RX7 was
2.5-fold less expressed in tumor versus non-tumor
areas of LUAD (Figure 3A). Likewise, the specific
expression of the P2ZRX 7B, Hand | splice variants was
decreased 3.2-, 3.6- and 5.6-fold, respectively. These
results  were confirmed with TCGA RENA-seq
expression data from a larger cohort of 57 LUAD
(Figure S7). Further, we analyzed the expression
levels of all PZRX7 mRNA in both non-tumor and
tumor areas and observed that while P2ZEX7 was
down-regulated in non-immune cells (Figure 3B), it
was up-regulated in immune cells (Figure 3C). In the
tumor area, P2RX7 was 15-fold up-regulated in
immune cells compared to non-immune cells and the
alternative splice variants P2ZRX7B, H and | were 7-, 6-
and 15-fold up-regulated, respectively. Next, we
compared the expression levels of each P2RX7 splice
variant in immune cells purified from normal and
tumor tissues and showed that the P2RX7B variants
were differentially up-regulated in the immune
infiltrates of LUAD patients (37% of the constitutive
splicing), whereas the other variants were almost
absent (Figure 3D). To evaluate whether up-
regulation of P2RX7 may impact the fate of LUAD
patients, we analyzed overall survival (OS) of the
LUAD TCGA cohort, separated into two groups, stage
I and stage 1. A Kaplan-Meier analysis of patients
with LUAD and a high expression of P2ZRX7 had a
significantly poorer OS (38 months) than those with a
low expression of P2ZRX7 (136 months). This tendency
was present only in early-stage 1 LUAD and
disappeared at stage 11 (Figure 4). At this point, no
correlation with P2ZRX7B expression levels could be
done, since neither the nature of P2RX 7 splice variants
nor the nature of P2ZRX7 expressing cells were present
in TCGA database.

Collectively, these results suggest that the more
P2RX7B was expressed, the more the macropore
function was dysfunctional in the immune infiltrate of
LUAD.

P2RX7B expression negatively impacts the
P2RX7 activity

It was previously reported that P2ZRX7B could
heteromerized with P2ZRX7A [31]. Therefore, P2ZRX7B
may be co-expressed with P2RX7A and form a
chimeric receptor in the immune infiltrate of LUAD.
To test this hypothesis and characterize the cellular
localization of such a chimeric protein, we explored
the expression and the function of PZRX7AB using a
bi-molecular fluorescent complementation approach.
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First, we controlled that cells transfected with
individual hemi venus 1 (v1) or hemi venus 2 (v2)
tagged-P2RX7 (P2ZRX7A and P2RX7B) did not emit a
fluorescent GFP signal (Figure S8A). Thanks to the
conformational anti-F2ZRX7 antibody, we
demonstrated  that individual v1- or v2-tagged
P2RX7A formed homo trimers that are correctly
localized at the cell membrane (Figure S8A). Next, we
transiently co-transfected HEK cells with vI-P2ZRX7A
and vZ-P2ZRX7A. The interaction of the proteins
brought the two hemi GFP within proximity, allowing
GIP to reform its native structure and emit a
fluorescence signal (Figure 5A). Confocal microscopy
showed that v1+v2-P2RX7 was expressed at the cell
surface. Furthermore, the tagged-P2RX7 adopted a
nommal conformation when stained with the
conformational anti-F2ZRX7 antibody. Importantly, we
verified that this antibody did not stain the PZRX7B
protein (Figure S9A). We also noticed that some GFI™*
small dots remained within the cytoplasm. To study
the impact of P2ZRX7B expression on P2ZRXT function,
HEK cells were transiently co-transfected with
vI1-P2ZRX7B and v2-P2RX7 A (Figure 5A, lower panel).
When expressed, the chimeric GFP* P2ZRX7AB
receptor was found to be correctly inserted into the
cell membrane (asterisk). The GFI chimeric proteins
co-localized with P2RX7  stained with the
conformational antibody (asterisk), suggesting that
the chimeric receptor, like P2RX7, was inserted into
the cell membrane. To confirm this finding, we
quantified the percentage of tagged receptors that
co-localized with P2ZRX7 at the membrane and
observed that 35% of the chimeric protein co-localized
with proteins stained with the conformational
antibody (Figure 5B and 58B). We also observed the
presence of numerous GFP* aggregates within the
cytoplasm (arrowhead). We then tested whether the
expression of P2ZRX7B modified the overall activity of
P2RX7. To do so, transfected cells were stimulated
with increasing doses of B2ATT for 15 min, GFP* cells
were sorked by FACS and the percentage of
TO-PRO3" cells within this fracion was analyzed
(Figure 5C). BzZATP dose dependency for TO-PRO-3
uptake was shifted to the right in HEK v2Av1B P2RX7
(P2ZRX7AB) cells compared to HEK vIAvZA P2ZRX7
(P2ZRX7A). We then calculated the ECy for macropore
formation in both chimeric tagged TP2RX7AB or
tagged P2ZRXTA and P2RX7B and observed an
increase of 30% (20uM ws 14 pM) in cells
co-transfected with both P2ZRX7A and P2ZRX7B (Figure
5C). By contrast, cells transfected with vIBv2B P2RX7
(P2ZRX7B) did not show any TO-FRO-3 uptake,
indicating that the homo trimer P2ZRX7B was unable
to form a macropore, despite its expression at the cell
membrane and its ability to induce Ca?* influx (Figure

S9B). To go further and given the impact of the tag on
membrane localization, we decided to co-express non
tagged P2RX7A and P2RX7B and reevaluate the
overall activity of P2RX7. To allow a meaningful
comparison, we selected clones  expressing
comparable protein levels of P2ZRX7A and P2RX7B,
using an antibody specific for the extracellular loop
and known to recognize both P2RX7A and P2ZRX7B
(Figure 5D). We then assayed both the macropore and
the Ca? channel activiies. Whereas the overall
macropore activity of the cells transfected with both
P2ZRX7A and P2ZRX7B proteins was inhibited by 50%
compared to control cells transfected with P2ZRX7A
only (EC50 =63 pM wvs 131 pM and maximum
TO-PRO-3* cells = 58% wvs 84%), we did not observe
any significant effect on the intracellular Ca*
concentration (Figure 5E). These results supported the
notion that expression of the P2RX7B negatively
impacted the overall macropore activity of P2ZRX7. At
this point, we were unable to analyze the macropore
activity of chimeric PZRX7AB itself. Indeed, we
cannot exclude the hypothesis that the fraction of
GFP* cells used to assay the macropore activity also
expressed functional P2ZRX7A homo trimers allowing
the influx of TO-PRO-3 in response to BzATP.
However, based on the presence of large cytoplasmic
aggregates in cells expressing both P2ZEX7A and
P2ZRX7B, we can reasonably propose that P2ZRX7A is
retained intracellularly. Such cell retention could
impact the quantity of functional P2RX7 expressed at
the cell membrane and consequently the macropore
activity. In contrast, the absence of the effect on
Bz ATP-induced increased Ca** concentration might
not be surprising considering that Ca®* is able to
permeate more easily than a large dye, such as
TO-PRO-3, across the pore formed by P2ZRX7.

Expression of PZRX7B correlates with
decreased T cell infiltration in LUAD

We next wondered whether P2ZRX7B expression
could impactthe composition of the immune infiltrate
in LUAD. Analysis of the ratio of P2RX7B versus
P2RX7A mRENA expression allowed us to separate
two populations within the prospective cohort
(Figure 6A). We clustered patients expressing 1
P2RX7B for 2to 4 P2RX7A (ratio comprised between
02 to 04), which comresponded to 60% of the
specimens, from patients expressing 1 P2RX7B tor 10
or more P2ZRX7A (ratio comprised between 0.1 to
0.0003). We then performed immunohistochemistry to
qualify tumor infilrating immune cells, focusing on
leukocytes  (CD45*  cells) (Figure 6B), and T
lymphocytes (CD3*), CD8" T cells, B lymphocytes
(CD20%) and myeloid cells (CD33*). Quantification of
the staining of these cells showed that the less P2ZRX7B
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is expressed the higher the number of leukocytes  lineage (monocytes/macrophages, MDSC),
recruited into LUAD (Figure 6C). This was observed  characterized by cells expressing the transmembrane
for the lymphoid lineage (T lymphocytes, CD8 T  receptor CD33.

lymphocytes and B lymphocytes). However, we

noticed an inverse correlation regarding the myeloid

N T'N T

A B
Retrospective cohort  Prospective cohort MNon-tumor area Tumor area
5_3{:-0001;!: 0007 002400002 g 50003 2.0013 0.0001, 0000 5_|:-m:3:u 0001 0,14 <D.0001 5<_DBDI:I1 =00 0001 0,0004F <0.0001
& @ i
5 g5 o o
s 59
= o =
2 =] E 5 5
g Lo gg Pl PV
P 109 i A0 P
1D H E &
L SEEL O
& ML L
c D
Mon-tumor area Tumor area P2RXTB P2RXTH P2RX7J
10_:00{}01 :l:IZI III[H: I:I.DC'EH: <0000 1ﬂ_\‘3-l2||:(|1 Iﬂlil anod I*'I:I.Dﬂm I<:I.DD01 331 P, mis” i i
o = 5 5 5 I 10y ; :
52 . o & . |
@ O : : Fea : '
L O 5+ ﬂ : : m L ; !
3 2 -3 52 : :
= . H = 5= i i
= 2R 1 S 5 ! |
2o g : : l | :
32 Rl £ | |
D T : T : i T : :
: = ' o0o- : :

@Gep@c\qrﬂjc‘ qﬂrﬁ*?ﬁﬁiﬁ
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Discussion

In this study we characterized the expression
levels and the functionality of P2RX7 in LUAD
patients and showed that whereas P2RX7 was found
to be expressed in both tumor and immune cells, only
immune cells expressed a functional receptor.
Mechanistically, we observed differential expression
of the P2RX7B splice variant in immune cells within

tumor areas. Upregulation of P2ZRX7B was previously
described in human osteosarcoma [32]. To document
P2RX7B expression, the authors used a differential
screening approach, based on two antibodies, the first
one recognizes both P2RX7A and P2RX7B, whereas
the second is specific to P2RX7A only. Thank to this
approach, specimens positively labeled with the first
antibody and negatively labeled with the second were
described to be positive for P2RX7B. Considering that
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there is no antibody specific to P2RX7B, this technic
represents a smart way to document P2ZRX7B
expression. However, each antibody has his own
affinity for its specific epitope and from this affinity
depends the strength of the signal. Therefore, a
subtractive strategy to qualify the expression of
P2ZRX7B is a tricky approach to handle. To overcome
this limitation, the authors further transfected Te85
osteosarcoma cell line with either P2ZRX7A, P2RX7B or
both. Doing so, they demonstrated that cells
expressing both isoforms were more proliferative and
more prone to induce mineralization. More recently,
expression of P2ZRX7B has been described to be
upregulated during the osteogenic process [18].
Evidence suggesting that P2RX7A and P2RX7B might
heteromerized were obtained in the X. laevis oocyte
expressing system after co-immunoprecipitation of
tagged P2ZRX7A and P2ZRX7B [31]. In addition,
transfection of HEK cells with both P2RX7A and
P2ZEX7B suggested that P2ZRX7B disguises PZRX7A's
cytotoxic activity. If true, expression of P2ZRX7B will
give a growth advantage and explain how P2RX7
expression (likely A and B isoforms) could have been
linked to tumor growth and invasiveness in several
cancer types [36-39]. Indeed, considering that P2ZRX7
is a pro-apoptotic receptor, it is counterintuitive to
imagine that tumor cells express a receptor capable of
inducing their own death. It has been proposed that
tumor cells express a non-conformal receptor
(nfP2RXT), which is unable to induce cell death but
retains calcium channel activity and therefore could

promote tumor growth. Herein, we observed that
P2EX7 expressed by tumor cells, but also normal
epithelial cells, lacked the macropore function,
whereas immune cells retained it. At this ime, we still
do not know whether the isoform of P2RX7 expressed
by tumor cells corresponds to nfP2RX7, since the only
way to characterize its expression relies on the use of
an anti-nfP2RX7 antibody, which is not commercially
available. We explored the hypothesis that the lack of
macropore activity in tumor and non-tumor epithelial
cells could be the consequence of expression of
truncated P2RX7 isoforms, resulting from altermative
splicing of P2RX7 mRNA rather than SNTs. Indeed,
allele frequency of SNI's located to the boundary of
mRNA  splicing regulation sites within intronic
regions is too low to envisage that these SNI's could
explain the significant dysfunction in P2ZRX7 that we
observed in 10 LUAD patients. Our study revealed for
the first time that 3 alternative splice variants of
P2RX7 are expressed in LUAD patients, namely
P2RX7B, P2RX7H and P2ZRX7]. We also observed that
all P2RX7 variants were down-regulated by at least
25-fold in tumor tissues versus adjacent non-tumor
tissues. Since each FP2RX7 wvariant was down-
regulated to the same extend in non-<immune cells, we
believe that the lack of P2RX7 function is a
consequence of decreased protein expression rather
than the formation of hetero trimers that may be
stored in intracellular vesicles, as it was proposed tor
nfP2RX7 [40].
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Figure 6. High expression of PIRXTE mRMNA correlates with low leukocy te infileration in LUAD patients, A Clusenng of LUAD patients expresing PIRXTE for
the prospective cohort. B, Representative images of CD45* IHC stining of samples from LUAD patients depending on the PZRX 7B expression. Bar = Smm. €. Quantification
of CD45, CD3, CO8, CD20 and CD33 staining. BA 20-50%, n=6; B/A 0-10% n=4. (CD45, CD3 and CDE: Mann-Whitney test. CO20 and CD33: unpaired Student's § test).
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Whereas each P2RX7 variant was equally down-
regulated in the epithelial compartment of tumor
tissues versus adjacent non-tumor tissues, we
observed differential up-regulation of P2RX7B in the
tumor immune compartment. Owver expression of
P2RX7E has already been reported in ex wivo
mitogenic-induced immune cells, in particular in
lymph nodes and lymphocytes [31], and the authors
proposed that expression of PZEX7B correlated with
lymphocyte proliferation. Our results do not support
this proposition since we showed that the more
P2RX7BE is expressed the less the tumors were
infiltrated by T and B lymphocytes. Besides
suggesting a physiological role for the truncated
P2RX7E isoform, this result questions how P2RX7B
expression can impact on the immune infiltrate
composition. Using the bi-molecular fluorescent
approach, we confirmed that a chimeric PZRX7AB
receptor is formed, and we showed for the first time
that a large fraction (63%) was retained intracellularly.
To avoid potential bias linked to the presence of the
N-terminal venus tag, we co-transfected HEK cells
with untagged P2RX7A or P2RX7A+P2RX7B and we
selected stable clones expressing comparable protein
levels of both isoforms. Doing so, we were able to
demonstrate that cells expressing both P2ZRX7A and
P2ZEX7E  isoforms were less prone than cells
expressing only P2ZEX7A to form a macropore,
whereas they retained the same ion channel
capability. This result does not confirm what was
previously  published indicating that P2RX7B
expression positively modulates P2ZRX7 function [31]
but they confirm that P2ZRX7B expression could
disguise P2RX7’'s macropore activity [19,33]. Whether
this alteration in macropore function observed ex vivo
is due to the coexistence of cells expressing only homo
trimeric P2RX7B and only homo trimeric P2ZRX7A, or
to the existence of cells expressing intracellular
chimeric P2RX7AB, or both remains to be determined.
However, our results showed that tumors of LUAD
patients with a high P2RX7B expression were less
infiltrated with B and T cells and more infiltrated with
myeloid cells, suggesting that differential expression
of P2RX7B critically regulated the quality of tumor
immune cell infiliration. Whether differential
expression of P2RX7B  resulls from  tumor
conditioning of the lung tissue or specific expression
in immune cells before tumor conditioning is still an
open question. Nevertheless, considering that
expression of P2ZRX7B in LUAD correlated with both
an alteration in the P2RX7 function and the lesser
infiltrated tumor phenotype (also called “cold”
tumor), it is tempting to propose that P2RX7B
participates in tumor development and may therefore
represent an attractive theranostic tool,

Supplementary Material

Supplementary figures and tables.
http:/ / www . thno.org /v10pl 084951, pdf
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Supplementary Figure 1: Separation of cell populations from LUAD tissues

A. Graphical representation of the isolation of cell populations. B. Quality control after cell separation.
Sorted CD45" and CD45 cells from non-tumor (N) and tumor (T) areas of LUAD tissues were stained

with an anti-CD45 antibody and analyzed by flow cytometry. n=3 independent experiments.

Supplementary Figure 2: Expression of the homo-P2ZRX7A trimer

hP2RX7 HEK or purified CD45 cells were permeabilized or not with 1% triton and stained with the
conformational anti-P2RX7 antibody to characterize intracellular (intra) and membrane expression
{(Mb) of P2ZRX7. This result showed that CD45 cells from a tumor area of LUAD patients did not retained
P2RX7 within the cytoplasm.

Supplementary Figure 3: Characterization of P2RX7 activity

A. Representative dot plots are shown. hP2RX7 HEK cells were stimulated for 5 min with the indicated
doses of BzZATP (a stable analogue of ATP) and stained with both TO-PRO-3 (APC) and Fluo-4-AM (FITC)
to assay for large pore opening and intracellular Ca®* variations, respectively. B. Dose response curves
showing large pore opening (TO-PRO-3 uptake) and Ca’* channel activation in response to BzATP in

live cells. n=3 independent experiments.

Supplementary Figure 4: PZRX7 activity in LUAD patients

Representative dot plot showing a time course of macropore opening in purified CD45" cells (A) or
CD45 cells (B) isolated from LUAD tissue. The percentage of TO-PRO-3 positive cells in response to
BzATP (250 pM) is shown. To demonstrate that P2ZRX7 is involved in the TO-PRO-3 uptake, cells were
pretreated with a specific P2ZRX7 antagonist (GSK13700319A) 30 min before adding BzATP for an

additional 30 min.

Supplementary Figure 5: P2RX7 splice variant expression in human peripheral blood mononuclear

cells
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A. Primers used to analyze P2RX7 splice variant expression in human peripheral blood mononuclear
cells (PBMC). B. Representative image showing qualitative PCR. We were unable to generate primers
specific for PZRX70 and E.

Supplementary Figure 6 : Primers used in quantitative PCR experiments

A. Primers used to analyze P2RX7 splice variant expression by qPCR. B. Expression vectors coding for
human PZRX7A, P2ZRX7B, P2RX7H and P2RX7] were used to produce specific amplicons of each P2ZRX7
mRNA. The number of molecules was calculated and serial dilutions, to verify the linear amplification

of each mRNA after qPCR, were performed.

Supplementary Figure 7: P2RX7 expression in LUAD

P2RX7 expression obtained from the TCGA database showing down-regulation of P2ZRX7 in LUAD
tissues (T) versus non-tumor tissues (N). P2RX7 expression was in compared LUAD tissues and adjacent
non-tumor tissues. All stage: 57 LUAD tissues and paired non-tumor tissues; Stage I-11: 42 LUAD tissues
and paired non-tumor tissues; Stage IlI-1V: 15 LUAD tissues and paired non-tumor tissues (unpaired

Student’s t test).

Supplementary Figure 8: Characterization of tagged P2ZRXA and P2RXA AB receptors

A. Hemi-venus expressing cells are not GFP positive. HEK cells were transiently transfected with
P2RX7A and P2ZRX7B tagged with venus 1 or venus 2 sequences. Representative images of P2ZRX7B-v1,
P2RX7B-v2, P2RX7A-v1l and P2RX7A-v2 showing that only cells expressing the trimeric conformation
of P2RX7A are stained with the anti-P2RX7. P2RX7 (red), v1-v2 complementation (green), nucleus
{blue). B. Representative illustration of the gquantification of v1-v2 (GFP) and P2RX7A (red) positive

cells. The distance between tagged-P2RX7 and P2ZRX7A was calculated using Image J software.

Supplementary Figure 9: Characterization of P2RX7B isoform in HEK transfected cells

A. HEK cells were transfected with empty vector, P2ZRX7A or P2ZRX7B. 50 ug of total protein were
analyzed by western blotting using the anti-extracellular loop anti P2RX7 antibody. In cells transfected
with P2ZRX7A we observed a band of 70 kDa. In cells transfected with P2RX7B, we observed two bands,
one of 55 kDa which corresponds to P2RX7B and one at lower molecular which likely corresponds to
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non-glycosylated protein. Expression of two bands in cells transfected with P2ZRX7B were previously
observed in Adinolfi et al, 2010. B. Immunofluorescence analysis of HEK cells expressing either P2ZRX7A
or P2RX7B. Cells were stained with the conformational anti-P2RX7 antibody (left panel). These results
showed that PZRX7B is not recognized by the conformational antibody. The right panel illustrates HEK
cells transfected with v1+v2-P2RX7B showing GFP fluorescence at the membrane (asterisk). C. P2ZRX7B
expressed in HEK cells is activated by BzATP and induced increased Ca’" concentration but not large

pore opening. n=4 independent experiments.
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 4
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Supplementary Figure 5
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Supplementary Figure 6
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Supplementary Figure 7
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Supplementary Figure 8
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Supplementary Figure 9
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B. Publication scientifique N°2. La modulation positive de P2RX7 potentialise
I'immunothérapie par inhibition de checkpoint de I'immunité chez la souris, et

induit une réponse immunologique mémoire.

Article accepté (Nature Communications 2020)

Dans cet article, nous présentons une nouvelle molécule modulatrice chimique positive de
P2RX7, qui potentialise le traitement par anti-PD1 dans le CNPC dans un modele de souris
transplantées ainsi que dans un modele de souris induites par oncogéne. Cette association
thérapeutique induit des réponses immunitaires antitumorales durables par un mécanisme
impliquant les cellules dendritiques exprimant P2RX7 et générant de linterleukine 18
conduisant a la production d’interféron y par les cellules NK et les lymphocytes T CDA4. Les

souris guéries présentent une protection a long terme de type T CD8 mémoire.
Cette nouvelle molécule représente une stratégie prometteuse dans le traitement du CNPC.

Ma participation pour cette publication, qui ne constituait pas le coeur de mon travail de thése,
a constitué en pratique a I’élaboration des outils d’analyses de I’expression et de la fonction

de P2RX7 ainsi qu’aux analyses in silico de son expression.
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ABSTRACT

Only a subpopulation of non-small cell lung
cancer (NSCLC) patients respond to
immunotherapies, highlighting the urgent
need to develop new therapeutic strategies to
improve patient outcome. We developed a
new chemical positive modulator (HEI3090) of
the purinergic P2ZRX7 receptor that potentiates
PD-1 treatment to effectively control the
growth of lung tumors in transplantable and
oncogene-induced mouse models and triggers
long lasting antitumor immune responses.
Mechanistically, the molecule stimulates
dendritic P2RX7 expressing cells to generate IL-
18 which leads to the production of IFN-y by
MNatural Killer and CD4* T cells within tumors.
Combined with immune checkpoint inhibitor,
the molecule induces a complete tumor
regression in 80% of LLC tumor bearing mice.
Cured mice are also protected against tumor
re-challenge due to a CD8-dependent
protective response. Hence, combination
treatment of small-molecule P2RX7 activator
followed by immune checkpoint inhibitor
represents a promising novel strategy that may
be active against NSCLC.

KEYWORDS: Purinergic receptors, ATP,
immune checkpoint inhibitor,
immunosurveillance

Introduction

Despite new biological insights and recent
therapeutic advances, many tumors remain
resistant to treatments, leading to premature
death of the patient. This is particularly true for
lung cancerwhich is the leading cause of cancer
death for men and women worldwide. The 5-
year survival rate for patients with any type of
lung cancer is around 20%, which dramatically
drops to 6% for metastatic lung cancers. Recent
advances in new effective therapies such as
targeted therapies and immunotherapies have
revolutionized lung cancer treatments
However, it is limited to a small percentage of
patients and new approaches are urgently
needed to improve patient outcome.

The P2RX7 receptor (also called P2X7R) is an
ATP-gated ion channel composed of three
protein subunits (encoded by the P2RX7 gene),
which is expressed predominantly in immune
cells and in some tumor cells *. Activation of
P2RX7 by high doses of extracellular ATP (e ATP)
leads to Na' and Ca®' influx, and, after
prolonged activation, to the opening of a larger
conductance membrane pore. One
consequence of this large pore opening a
unique characteristic of P2RX7, is to induce cell
death in eATP rich microenvironments.
MNoteworthy, such high doses of eATP are
present in the inflammatory and tumor
microenvironments *. P2RX7 functions are
largely described in immune cells, where it is
involved in NLRP3 activation to induce the
maturation and secretion of IL-1p and IL-18
pro-inflammatory cytokines by macrophages
and dendritic cells (DC) *. In line, several P2RX7
inhibitors have been developed with the aim to
treat inflammatory diseases. In addition to its
ability to finely tune the amplitude of the
inflammatory response °, P2RX7 has been
shown to orchestrate immunogenic cell death
and to potentiate DC activation and ability to
present tumor antigens to T cells ®. Among
immune cells, regulatory T cells (Treg) are
highly sensitive to P2RX7-induced cell death
and, in the presence of eATP, P2RX7 negatively
regulates their number and their suppressive
function 7. Such response can participate in
P2RX7-dependent immune surveillance by
unleashing the effector functions of adaptive
immune T cells . Therefore, P2ZRX7 has been
proposed to represent a new positive
modulator of antitumor immune response.
This is in agreement with data from our group
showing that P2RX7-deficient mice are more
sensitive to colitis-associated cancer °, Also, in
this model, we noticed that transplanted Lewis
Lung Carcinoma tumors grew faster in line with
the findings of Adinolfi and collaborators using
transplanted B16 melanoma and CT26 colon
carcinoma tumors %, Collectively, these results
support the notion that P2ZRX7 expression by
host immune cells coordinates antitumor
immune response.

Capture of tumor antigens by antigen-
presenting DC is a key step in immune
surveillance. Activated DCs present tumor
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antigens to naive T cells leading to their
activation and differentiation in effector T cells.
Tumor infiltrated effector T cells and NK cells
can recognize and kill tumor cells resulting in
the release of additional tumor antigens and
amplification of the immune response.
However, this response is often inhibited by
immunosuppressive  mechanisms  present
within the tumor microenvironment (TME).
Different mechanisms sustain tumor escape as
the reduced immune recognition of tumors
due to the absence of tumor antigens, or the
loss of MHC-1 and related molecules, the
increased resistance of tumor cells edited by
the immune responses, and the development
of a favorable TME associated with the
presence of immunosuppressive cytokines and
growth factors (such as VEGF, TGF-B) or the
expression of checkpoint inhibitors such as PD-
1/PD-L1 ™. Inhibitory checkpoint inhibitors
(«PD-1/PD-L1 and anti-CTLA-4) are used in
daily practice for the treatment of advanced
malignancies, including melanoma and non-
small-cell lung cancer (NSCLC) *% These
antibodies reduce immunosuppression and
reactivate cytotoxic effector cell functions to
elicit robust antitumor responses “**. High
response rate to aPD-1/PD-L1 therapy is often
associated with immune inflamed cancer
phenotype characterized by the presence in
the TME of both CD4" and CD8* T cells, PD-L1
expression on infiltrating immune and tumor
cells and many proinflammatory and effector
cytokines, such as IFN-y . Noteworthy, only
few cancer patients achieve a response with
anti-immune checkpoint administered as
single-agent '°, suggesting that strategies
based on combined therapies would likely
enhance antitumor efficacy and immunity.

Despite the role of P2ZRX7 in stimulating
antitumor immunity and the observation that
tumor development is more aggressive in
p2rx7 deficient animals °, it is currently not
known whether P2ZRX7 activation can modulate
tumor progression in vivo. The purpose of this
study is to investigate the effect of a positive
modulator (PM) of PZRX7 on lung tumor fate.
To do so, we use syngeneic immunocompetent
tumor mice models and show that activation of
P2RX7 improved mice survival.
Mechanistically, activation of P2RX7 leads to

increased production of IL-18 in a NLRP3-
dependent manner, which in turn activates NK
and CD4" T cells to produce IFN-y and
consequently increases tumor
immunogenicity. Finally, activation of P2RX7
combined with oPD-1 immune checkpoint
inhibitor allows tumor regression, followed by
the establishment of a robust immunological
Memory response.

Results

HEI3090 is a positive modulator of P2RX7

In order to identify positive modulator of
P2RX7, 120 compounds from the HEl's
proprietary chemical library were screened for
their ability to increase P2RX7-mediated
intracellular calcium concentration during
external ATP exposure. We first produced an
HEK cell line expressing the cDNA encoding for
P2RX7 from C57BL/6 origin (HEK mP2RX7) and
determined the minimal dose of ATP that
should be used to initiate an increase in Ca®
concentration. This dose corresponds to 333
UM (not shown). We tested 5 promising
compounds and identified HEI3090 as a hit
(patent W02019185868A1). HEI3090
corresponds to a pyrrolidin-2-one derivative
decorated with a 6-chloropyridin-3-yl-amide in
position 1 and with a 2,4-dichlorobenzylamide
moiety in position 5 (Fig. 1A). HEI3090 alone
showed no toxic activity (data not shown), was
unable to induce intracellular Ca*" variation
and required the presence of eATP to rapidly
and dose dependently enhance the P2RX7
mediated intracellular calcium concentration
(Fig. 1B and 1C). The maximum effect of
HEI3090 was observed at 250 nM, which is in
the range of doses identified in
pharmacokinetic analysis (Fig. 1G). HEI3090
action required the expression of P2RX7, since
HEK cells transfected with empty plasmid
(pcDNAB) showed no increase in intracellular
calcium concentration (Fig. 1C). P2ZRX7 has the
unigque capacity to form a large pore under
eATP stimulation. Large pore opening of P2ZRX7
was assayed with the quantification of the
uptake of the fluorescent TO-PRO-3 dye. As
expected, HEI3090 alone had no effect and
required eATP stimulation to enhance TO-PRO-
3 entry within the cells. HEI3090 increased by
2.5-fold the large pore opening (Fig. 1D). The
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rapid uptake of TO-PRO-3 was consistent with
direct P2RX7 activation rather than
ATP/P2RX7-induced cell death (Fig. 1E). We
also tested HEI3090's effect on splenocytes
expressing physiologic levels of P2RX7 (Fig 1F).
In these immune cells, HEI3090 alone did not
affect Fluo-4-AM nor TO-PRO-3 uptake.
However, in the presence of eATP, HEI3090
enhanced Ca® influx and TO-PRO-3 uptake. We
also showed that HEI3090 required the
expression of P2RX7, since its effect was lost in
splenocytes isolated from p2rx7" mice.

Collectively these results demonstrate that
HEI3090 requires P2RX7 expression to be
active and enhances eATP-induced P2RX7
activation.

HEI3090 inhibits tumor growth and enhances
antitumor efficacy of wPD-1 treatment

We previously suggested that P2RX7
expression might favor the activation of
immune responses °. We therefore evaluated
the immuno-stimulatory effect and antitumor
efficacy of HEI3090 in vivo, hypothesizing that
the high level of eATP contained within the
TME " would be sufficient to stimulate P2RX7.
To doso, we used the subcutaneous Lewis Lung
Carcinoma (LLC) syngeneic mouse model.
Vehicle or HEI3090 (1.5mg/kg) were
administered concomitantly to tumor cell
injection and mice were treated daily for 11
days. Mice treated with HEI3090 displayed
significantly reduced tumor growth and more
than 4-fold decrease in tumor weight (Fig. 2A
and Supplementary Fig. 2). We next tested the
efficacy of HEI3090 to inhibit tumor growth in
a therapeutic model, in which treatment
started when tumor reached 10 to 15 mm?in
volume. HEI3090 (3mg/kg), inhibited tumor
growth and increased by 2-fold the median
survival (Fig 2B). We also tested the effect of
HEI3090 in the melanoma B16-F10 tumor
mouse model and observed the same efficacy
(Supplementary Fig. 3A-B).

Given the efficacy of HEI3090 to inhibit
tumor growth, we next evaluated the
combination of HEI3090 and aPD-1-1 antibody.
After tumor inoculations, mice were treated
daily with HEI3090 or vehicle and aPD-1 was
administered at days 4, 7, 10, 13 and 16. While

only 1 mouse out of the 16 mice treated with
the wPD-1 alone showed a tumor regression,
13 out of the 16 mice treated with
HEI30904+aPD-1 were tumor-free, suggesting
that this molecule increased the efficacy of
immune checkpoint inhibitor to induce
effective antitumor immune responses and
tumor regression (Fig. 2C). Importantly, only
the combo treatment allows a long-lasting
improved survival of at least 340 days (Fig. 2C,
right panel). The combo treatment also
increased the survival of mice grafted with B16-
F10 tumors (Supplementary Fig. 3C) As
illustrated in Fig 2D, we tested the combo
treatment on the Kras-driven lung cancer (LSL
Kras®*?®)  model,  which leads to
adenocarcinomas 4 months after instillation of
adenoviruses expressing the Cre recombinase
¥, Whereas aPD-1 treatment reduced the
number of ADC (Fig. 2D), HEI3090 was able to
enhance aPD-1's effects in this mouse model.
Indeed, tumor burden in mice treated with the
combo treatment is reduced by 60% compared
to mice treated with aPD-1 alone. Accordingly,
the cell number per mm? and the number of
cells positively stained for the proliferation
marker Ki67 were decreased by 50% in lesion
areas (Supplementary Fig. 3D). One mouse out
of the 6 treated with HEI3090 and aPD-1 was
protected against adenocarcinoma formation.

Dendritic cells mediate the antitumor effect of
HEI3090

LLC tumor cells express an active P2RX7
since the presence of high doses of e ATP leads
to an increase in intracellular Ca®
concentration, which is blocked by the
G5K13703194A P2RX7 inhibitor =
(Supplementary Fig. 1). To functionally
investigate which cells are targeted by
HEI3090, we inoculated LLC in p2rx77 mice and
treated them with HEI3090. Whereas HEI3090
efficiently blocked LLC tumor growth in WT
mice (Fig. 2A), the same treatment was
inefficient in p2rx7” mice, as tumor growth
was indistinguishable in treated or non-treated
groups (Fig. 3A). This result suggests that
HEI3090 requires P2ZRX7 expression by mouse
host cells to inhibit tumor growth. The
importance of immune cells was further
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confirmed by the demonstration that the
antitumor efficacy of HEI3090 was restored
after adoptive transfer of WT splenocytes into
p2rx7" mice. Dendritic cells (DC) express
P2RX7 and orchestrate antitumor immunity.
Purified DC from WT spleens transferred into
p2rx7” mice were able to restore the
antitumor effect of HEI3090 (Fig. 3B). This
experiment was further supported by the fact
that phagocytic cells (macrophages and DC)
were required for HEI3090's antitumor effect
(Extended data and Supplementary Fig.4B) and
that macrophages are less implicated in
HEI3090’s effect in vivo (Supplementary
Fig.4C).

Flow cytometry analyses revealed that the
TME of mice treated with HEI3090 were more
infiltrated by immune cells than control mice
(Fig. 3D). An increased infiltration of CD8" T
cells was also observed in the LSL Kras®*® lung
tumor mouse model (Fig. 3E). Furthermore, we
showed that HEI3090-treated mice showed
higher levels of P2RX7 on DC (Supplementary
Fig. 4A). Deeper characterization of immune
cell infiltrate in the LLC tumor model revealed
that anti-CD3 staining of tumors from HEI2090-
treated mice contained 4 times more CD3" T
cells than tumors from vehicle-treated mice
(Fig. 3F). Whereas the proportion of
CD4'FOXP3"* regulatory T cells was comparable
between treated or non-treated mice (Fig. 3G),
we found fewer myeloid derived suppressor
cells (PMN-MDSCs) after HEI3090 therapy (Fig.
3H) and higher NK/PMN-MDSC and CD4/PMN-
MDSC ratios (Fig. 31) but the treatment failed to
consistently increase the CD8/MDSC ratio. We
also showed that HEI3090 targets immune cells
in the low immunogenic B16-F10 melanoma
syngeneic mouse model, where it was able to
increase anti-tumor effector cells and decrease
M-MDSCs infiltration (extended data and
Supplementary Fig. 5).

P2RX7 expressed by DC has been shown to
link innate and adaptive immune responses
against dying tumaor cells upon chemotherapy-
induced immunogenic cell death (ICD) and
facilitate tumor antigens presentation to T cells
®, We evaluated the capacity of HEI3090
treatment to kill tumor cells and concomitant
stimulation of DC maturation. Our results
showed that HEI3090 is not an immunogenic

cell death inducer (see Extended data and
Supplementary Fig. 6).

The two tumor cell lines used in this study
express  different  levels of  P2RX7
(Supplementary Fig. 1), yet HEI3090 required
P2RX7's expressing immune cells to inhibit
tumor growth in both tumor mouse models.
These results demonstrate that HEI3090
controls tumor growth by recruiting and
activating P2RX7-expressing immune cells,
especially DC, within the TME to initiate an
effective antitumor immune response.

IL-18 is produced in response to HEI3090
treatment and is required to mediate its
antitumor activity

We then investigated how the activation of
P2RX7  enhanced antitumor  immune
responses. In addition to increasing
intracellular Ca** concentration and stimulating
the formation of a large membrane pore (see
Fig. 1), P2RX7's activation is also known to
activate the NLRP3 inflammasome thatleads to
the activation of caspase-1 and consequently
to the maturation and release of the pro-
inflammatory cytokines IL-1p and IL-18. We
showed that HEI3090 enhanced caspase-1
cleavage (Supplementary Fig. 7). Whereas
neutralization of IL-1p did not impact
HEI3090’s antitumor activity, neutralization of
IL-18 suppressed the antitumor effect of
HEI3090 (Fig. 4A). This result was confirmed
using /118 " mice in which HEI3090 had no
impact on tumor growth (Fig. 4B). IHC staining
of LLC tumors from HEI3090 treated mice
showed a significant intratumor amount of IL-
18 compared to mice treated with the vehicle
(Fig. 4C), whereas staining of tumors from if18
" mice revealed no staining (Supplementary
Fig. 8A). Concordantly, serum levels of IL-18
were statistically more abundant in mice
treated with HEI3090 than in vehicle mice (Fig.
4D), and no IL-18 was detected in the serum of
mice that received IL-18 neutralizing antibody.
In addition, HEI3090 was unable to modulate
the levels of IL-18 in p2rx7" mice. Finally,
primary peritoneal macrophages from WT mice
cultured ex vivo with ATP and HEI3090 produce
1.5-fold more IL-18 than cells cultured with ATP
and vehicle (Fig. 4E). IL-18 release by HEI3090
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required the NLRP3 inflammasome, since its
production is inhibited by the NLRP3
inflammasome-specific inhibitor (MCC350)
(Fig. 4E). Moreover, we showed that HEI3090
enhanced caspase-1 cleavage (Supplementary
Fig. 7) meaning that HEI3090 was able to
increase [L-18 production by enhancing the
activation of the NLRP3 inflammasome.
Activation of P2RX7 by HEI3090 in
macrophages from p2mx7 mice failed to
increase IL-18 secretion (Supplementary Fig.
8B) and no staining was observed in LLC tumors
from HEI3090 treated p2rx7’  mice
(Supplementary Fig. 8A). In agreement with the
observation that HEI3090 retained its
antitumor activity in mice treated with IL-1p
neutralizing antibody, HEI3090 did not modify
IL-1p protein levels in serum (Fig. 4D) and did
not modulate IL-1p secretion in macrophages
cultured ex vivo (Supplementary Fig. 8D).

Increased production of IL-18 was also
observed in the LSL Kras®*” lung tumor mouse
model. Indeed, cells within lesions of mice
treated with HEI3090 combined with «PD-1
expressed more IL-18 than mice treated with
tiPD-1 alone (Fig.4F). IL-18 protein levels in
serum of mice that received the combo
treatment were also increased by 6-fold (Fig. 4F
and Supplementary Fig. 8C). As described with
the LLC tumor model, HEI3090 did not impact
the levels of IL-1p in this in situ genetic tumor
mouse model (Supplementary Fig. 8F).

Collectively, these results demonstrate the
antitumor effect of HEI3090 is highly
dependent on P2RX7 expression and on its
capacity to induce the production of mature IL-
18 in the presence of eATP.

IL-18 is required to increase antitumor
functions of NK and CD4* T cells

To identify which immune cells were
involved in the HEI3090-induced antitumor
response, we performed antibody specific cell
depletion experiments. While NK and CD4" T
cells depletions prevented HEI3090 treatment
from inhibiting tumor growth (Fig. 5A and B),
CD8" T cells depletion had no impact on
HEI3090 treatment efficacy (Fig. 5A). To further
study the effect of HEI3090 treatment on these

subsets, we assessed their cytokine production
within the TME. Analyses of tumor infiltrating
immune cells first revealed that HEI3090
treatment significantly increased their capacity
to produce IFN-y (Fig. 5C). To precisely evaluate
which cells in the TME produce IFN-y, we
studied the TIL sub-population and determined
the ratios of IFN-y to IL-10 production in each
subset (Fig. 5D). NK and CD4' T cells were more
biased to produce IFN-y than the IL-10
immunosuppressive cytokine. CD8" T cells
were relatively less prone to modification in
this cytokine ratio profile upon HEI3090
treatment. In addition, two-fold more NK cells
from mice treated with HEI3090 degranulate
after ex vivo re-stimulation with LLC compared
to NK from control mice (Fig. 5E), confirming
their activation state, while no effect was
noticeable on CD8' T cells. These phenotypic
and functional analyses of intratumor immune
infiltration suggested furthermore that
treatment with HEI3090 stimulates CD4" T cells
and NK cells’ activation in the TME.
Importantly, IL-18 neutralization abrogated the
increase of the IFN-y/IL-10 ratio by CD4" T cells
and NK cells (Fig. 5F), suggesting that its
production is a direct consequence of IL-18
release and signaling. We showed that DC and
IL-18 were necessary for HEI3090's activity
(Figs. 3B, 4A and B). In vitro stimulation of
splenocytes treated with BzATP and HEI3090
did not increase IFN-y production by T cells and
NK cells indicating that its higher production in
the tumor of treated mice is rather an indirect
consequence of the therapy (Supplementary
Fig. 9A). Concordantly, CD45" cells, CD8 and NK
cells in the TME of p2rx7”" mice supplemented
with WT DC showed an increase in the IFN-y/IL-
10 ratio in the HEI3090-treated mice
(Supplementary Fig. 9B). This result indicates
that WT DC were able to produce IL-18 after
the adoptive transfer, since anti-tumor effector
cells were more prone to produce IFN-y than
the IL-10 immunosuppressive cytokine.

Finally, we wuncovered that HEI3090
treatment of LLC tumor bearing mice in vivo
increased the expression of MHC-I and PD-L1
by 2.2-fold (Fig. 5G). However, when LLC cells
were treated in vitro with HEI3090, neither

MHC-I nor PD-L1 expression were increased. By
contrast, IFN-y induced the expression of these
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two proteins (Supplementary Fig. 9C). Taken
together, our results suggest that the in vivo
increase of MHC-1 and PD-L1 expression is a
consequence of IFN-y upregulation driven by
IL-18. Finally, using the LSL Kras®“® tumor
mouse model, we showed that tumor cells
from mice that received both HEI3090 and
PD-1 expressed more PD-L1 than tumor cells
from mice treated with aPD-1 only (Fig. 5H).
Altogether, our results indicate that HEI3090
increases |L-18 production allowing the
recruitment and activation of NK and CD4* T
cells and the production of IFN-y. In turn, IFN-y
stimulates expression of MHC-I and PD-L1 on
cancer cells, leading to an increased-tumor
immunogenicity and an increased sensitivity to
anti-immune checkpoint inhibitors.

Combined with «PD-1 antibody, HEI3090
cures mice carrying LLC tumors and allows
memory immune response

Combined with an aPD-1 antibody, HEI3090
cured 80% of LLC tumor bearing mice (Fig. 2D).
To determine whether cured mice developed
an antitumor immune memory response, they
were re-challenged with LLC tumor cells 30
days after the first inoculation and were
maintained without any therapy as illustrated
in Fig. 6BA. All long-term recovered mice were
protected from LLC re-challenge, whereas all
age-matched control mice developed tumors
(Fig. 6B). The re-challenged mice were still alive
150 days after the initial challenge (Fig. 6C),
sustaining the hypothesis that combo
treatment effectively promoted an efficient
antitumor memory immune response, Our
results suggested that CD8' T cells are not
directly involved in the primary antitumor
effect of HEI3090 (see Fig. 5A). Nevertheless, it
is well characterized that these cells play a
pivotal role in the host’s ability to mount an
antitumoral adaptative immune response ?°, To
evaluate the involvement of secondary
memory CD8" T cells response in these mice,
we sorted CD8" cells from age-matched naive
mice or 5 months (day 150) surviving re-
challenged mice (see Fig 6A) and injected them
to naive mice prior to inoculation of LLC tumor
cell in a 1/1 ratio. No treatment was given to
mice. In this experimental condition, tumor

growth was reduced by 2-fold in mice that
received CD8' T cells isolated from cured mice
(Fig. 6D), indicating that the combo therapy
promoted a functional immune memory
response that partly depends on CD8" T cells.

We next characterized the mice that were
cured for a very long period (300 days), as
illustrated in Fig. 6E. First, to discriminate
between dormancy and eradication of tumor
cells, we depleted CD8" T cells from 300 days-
old cured mice and followed mice welfare in
the absence of treatment (Fig. 6F). In this
condition, no tumor relapse was observed
during the 40 days of the experiment and the
weight of the mice remained constant,
revealing that the combo treatment efficiently
eliminated tumor cells. Second, since
circulating CD8" T cells are actively involved in
the immune memory response *“ and
participated in the HEI3090-induced antitumor
response (see Fig. 6D), we investigated their
involvement in the long-term memory immune
response. To do so, 340 days-old cured or age-
matched naive mice were inoculated with LLC
tumor cells in the absence of CD8" T cells. Both
naive- and cured- age-matched mice
developed tumors (Fig 6G and 6H). However,
the tumor growth was significantly reduced in
cured mice and 3 out of the 6 mice did not have
tumors (Fig. 6G, right panel). Cured mice
survival was also significantly increased in
comparison to naive mice (Fig. 61). Collectively,
these results suggest that circulating CD8" T
cells participate in the antitumor immune
response induced by HEI3090.

P2RX7 is positively correlated with high
infiltration of antitumor immune cells in
NSCLC patients

Using the lung adenocarcinomas (LUAD)
TCGA dataset, we analyzed the effect of P2RX7
expression levels on the recruitment of
cytotoxic immune cells. We clustered tumors
of 80 patients with all stage (I-IV) of lung
adenocarcinoma  according to  P2RX7
expression and showed that high levels of
P2RX7 expression correlated with an
increased-immune response in LUAD patients,
characterized by a high mRNA expression of
CD274 (PD-L1), IL1B, IL18, a signature of
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primed cytotoxic T cells (defined by CD8A,
CD8B, IFN-G, GZMA, GZMB, PRF1) (Fig. 7A).
Accordingly, Gene set enrichment analysis
(GSEA) demonstrated a positive correlation
between high P2RX7 expression and the well
characterized established signatures of
"adaptive immune response”, "T cell mediated
immunity”, “cytokine production” (Fig. 7B).
Furthermore, high P2RX7 expression is
correlated with high levels of CD274 (PD-L1),
independently of the stage of the disease (Fig.
7C). Consistently, a significant reduced overall
survival is observed for P2RX7 hi, CD274 hi and
P2RX7 hi+CD274 hi LUAD patients (Fig. 7D),
suggesting that high expression levels of P2ZRX7
is sufficient to bypass immune responses in the
presence of high levels of CD274. Such a
situation is considered to benefit from anti-
checkpoint blockade and/or strategies aiming
to reactivate immune responses, e.g. with an
activator of P2ZRX7. Indeed, only few cancer
patients achieve a response with anti-immune
checkpoint administered as single-agent and
combined therapies to enhance antitumor
immunity and bring a clinical benefit for
patients are actively tested. We showed in this
study that the combination of HEI3090 and
oPD-1 is more efficient to inhibit lung tumor
growth than aPD-1 alone (see Fig.2C).

Discussion

This study demonstrates for the first time
that activation of the purinergic P2RX7
receptor represents a promising strategy to
control tumor growth. We developed a new
positive modulator of P2RX7, called HEI3090,
that stimulates antitumor immunity. HEI3090,
induces production of IL-18 by P2RX7
expressing immune cells, by mainly targeting
DC. IL-18 drives IFN-y production to increase
tumor immunogenicity and reinforces NK and
CD4* T cells immune responses and generate
protective CD8" T cells responses from
recidivism. Noteworthy, therapeutic
association of HEI3090 with «wPD-1 antibody
synergizes to cure mice in the LLC syngeneic
model of lung cancer and elicits an antitumor
immunity. We also observed that the combo
treatment is more efficient than wPD-1 alone
to inhibit tumor growth inthe LSL-KRas% lung
tumor genetic mouse model. Lung tumor

regression correlates with an increased
immune cell infiltration, more secretion of IL-
18 within the TME and higher expression of PD-
L1 by tumor cells. Furthermore, this mode of
action was confirmed using the B16-F10
melanoma tumor model (Supplementary Fig
5). Collectively these results demonstrate that
the antitumor activity of HEI3090 follows the
same rules in all tumor models tested and
highlight the strength of HEI3090 to reactivate
antitumor immunity.

The design of P2RX7's modulators was
based on a ligand-based approach allowing the
generation of a pharmacophore model. One
hundred and twenty compounds were
generated and were tested for their ability to
enhance P2RX7’'s activities; five of them were
able to do so. HEI3090 was the most promising
and effective compound of the five and was
therefore chosen for our study. Other natural
or synthetic molecules, have been described to
facilitate P2RX7 response to ATP 2¥%,
However, until now, these molecules have not
been tested in cancer models. Moreover,
attempt to facilitate P2RX7 activation in the
field of oncology has been limited by the
finding that P2ZRX7 variants expressed by some
tumor cells may sustain their proliferation and
metabolic activity *. To explore this question,
we analyzed P2RX7's functional features in ex
vivo lung cancer samples ** and showed that
P2RX7 is functional in leukocytes whereas it is
nonfunctional in tumor cells. Considering that
P2RX7 is a pro-apoptotic receptor, it makes
sense that tumor cells express a nonfunctional
receptor.  Whether this  non-functional
receptor corresponds to the  non-
conformational P2ZRX7 (nfP2RX7), described to
be expressed by tumor cells *°, remains to be
determined as well as the effect of HEI3090 on
nfP2RX7.

Despite the finding that P2ZRX7 expression
by immune cells restrains tumor growth 7,
the use of specific P2ZRX7 antagonists has been
promoted to treat cancers on the basis that
inhibition of tumor cell proliferation would be
more efficient . Considerable effort has
been made to engineer specific P2RX7
antagonists ** and two of them (A74003 and
AZ10606120) inhibited B16 tumor growth in
immunocompetent mice . However, to our
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knowledge, these compounds have not been
tested to treat cancer and have failed in the
first clinical trials to treat inflammatory and
pain-related diseases **. In addition, in the
preclinical mouse model, we were unable to
inhibit LLC and B16-F10 tumor growth when we
tested the GSK1370319A compound, a well
characterized P2RX7 antagonist ™ (data not
shown). In line with this finding, our present
results suggest that facilitation of P2XR7 is
associated with efficient antitumor immunity
in two different models of transplantable
tumor (expressing moderate or higher level of
P2RX7) as well as in the LSL-KRas®*" genetic
lung cancer mouse model. These results
illustrate the view that P2RX7 activation, rather
than inhibition, represent a promising strategy
in cancer immunotherapy to unleash the
immune responses, notably in conjunction with
anti-checkpoint blockade. Therapeutic
antibody represents another promising field of
investigation to treat cancer. In particular,
Gilbert and collaborators described an
antibody against a non-functional P2RX7
variant that is promising to treat basal cell
carcinoma *. It would be interesting to
combine HEI3090 with the therapeutic P2ZRX7
antibody and assay the efficacy of this new
combo treatment.

Antineoplastic action of eATP was
previously explored using ATP administration
in cancer patients and abandoned for lack of
convincing results *#!. Extracellular ATP is
naturally degraded to adenosine by
ectoenzymes and  adenosine is  an
immunosuppressive molecule *. To inhibit the
production of adenosine, blocking antibodies
against CD39 and CD73 ectoenzymes were
produced and tested in mouse cancer models
but also in ongoing clinical trials
(NCT03454451). This strategy seems to be
promising, at least in mice tumor models. In a
first study, Perrot and collaborators showed
that antibodies targeting human CD39 and
CD73 promoted antitumor immunity by
stimulating DC and macrophages which, in
turn, restored the activation of effector T cells
#, The authors also reported that the
combination of anti-CD39 monoclonal
antibody with oxaliplatin increased the survival
of tumor bearing mice, at least for 50 days. Ina

second study, an independent anti-CD39
antibody was generated and tested on
different mouse tumor maodels. This antibody
alone dampened tumor growth and when
combined with aPD-1, it further slowed tumor
progression and 50% of the mice showed a
complete rejection *'. Mechanistically, the anti-
CD39 antibody treatment led to increased
eATP levels via the P2RX7/MLRP3/IL-18 to
stimulate myeloid cells. Next, the authors
demonstrated that anti-CD39  antibody
sensitized aPD-1 resistant tumors by increasing
CD8* T cells infiltration. Our results confirm
these findings but also bring new highlights.
First, we showed that activation of the
eATP/P2RX7/NLRP3/IL-18 pathway by HEI3090
increased long lasting immune responses when
combined with «PD-1 antibody. Second, we
demonstrated that the endogenous eATP
levels present in the TME was sufficient to
enhance P2RX7 activation in the presence of
HEI3090. These conditions are ideal to allow
P2RX7 activation where it is needed and avoid
the possible adverse effects associated with a
systemic increase of ATP levels, such asthe one
observed in response to anti-CD39 and -CD73
antibodies.

It was shown that eATP attracts DC
precursors towards the TME and promotes
their activation state and their capacity to
present antigen **2° During the course of this
study, we showed that HEI3090 targets P2RX7
expressing immune cells, especially DCs (Fig
4B) and observed that ¢cDC CD4' T from mice
treated with HEI3090 expressed higher levels
of P2RX7 (Supplementary Fig. 4A). We also
showed that HEI3090 treatment enhanced IL-
18 production in a NLRP3-dependent manner
but did not enhance the production of mature
IL-1P (Fig. 4D) This was unexpected as secretion
of mature IL-1B depends on the ATP/P2RX7-
induced NLRP3 inflammasome activation as
well ¥, However, unlike IL-1B, the inactive
precursor form of IL-18 is constitutively
expressed in most human and animal cells.
Whether this explanation is sufficient alone to
account for this differential IL-1B/IL-18
production is currently not known.

Whereas IL-1B is described to induce
immune escape **, IL-18 is involved in Thl
polarization and NK cell activation. We showed
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here that IL-18 produced in response to
HEI3090 treatment orchestrated the antitumor
immune response by driving IFN-y production
by NK and CD4'T cells. This is in line with the
well-known IFN-y stimulating activity of IL-18
{originally designated IFN-y-inducing factor),
and with its Thl and NK cells stimulating
activity ***. Protective effect of IL-18, but also
the activation of NLRP3, have been previously
reported in various mouse cancer models ***
MLRP3 activation in DCs as well as IL-18 have
been linked to better prognosis, to drive anti-
tumor immunity and to enhance the efficacy of
immunotherapies in different tumor models **.
In fact, when we combined HEI3090 with an
wPD-1 antibody, we observed that the combo
therapy efficiently controlled tumor burden in
the 3 cancer models studied. Notably, the
combo treatment cured 80% of LLC tumor
bearing mice and very interestingly, cured mice
developed an antitumor memory response.

CD8 memory T cells, comprising the
circulating memory pool - composed of
effector memory (Tew) and central memory
(Tewm) cells - and the tissue resident (Tww) pool,
play crucial roles in antitumor memory
responses **. We showed that circulating CD8"
T cells participated in cancer
immunosurveillance after HEI3090 treatment
(Fig. 6D). However, this CD8' T cells pool cannot
be responsible for the entire response, since
antitumor responses were still effective when
CD8* T cells were depleted (Fig. 6G). These
results suggest that other immune cells
participatein local cancer surveillance. Possible
candidates are the non-recirculating CD8" Tpy
cells. The persistence of Tpy cells in tissues has
been shown to depend on signaling programs
driven by TGFp and Notch-dependent signaling
signature. Whether HEI2090 directly stimulates
those programs remains to be determined but
we observed, using HEK mP2RX7 cells, that
HEI3090 enhanced ATP-stimulated ERK
pathways (data not shown). Our results are
also compatible with a role for CD4" T memory
cells and the setup of a humoral response, in
which B lymphocytes produce antibody against
tumor cells.

Therapy with different «PD-1/PDL1
antibodies was approved in NSCLC in the first-
and second-line settings. However, a

significant fraction of patients does not benefit
from the treatment (primary resistance), and
some responders relapse after a period of
response (acquired resistance) *. Expression of
PD-L1 per se is not a robust biomarker with a
predictive value since the «PD-L1 response has
also been observed in some patients with PD-
L1-negative tumors. Improvement of patient
management forimmunotherapy undoubtedly
relies on the identification of such predictive
markers. Using TCGA data set, we uncovered
that P2RX7 expression is correlated to CD274
(PD-L1) expression and “hot”
immunophenotype signatures in  NSCLC
patients. In addition, patients with high PZRX7
and low CD274 or high CD274 and low P2RX7
have a better overall survival than patients
with high CD274 and high P2RX7. This result
suggests that immunotherapies may be
efficient in double positive patients and
questions the ability of P2ZRX7 to represent a
valuable biomarker for ®PD-1/PD-L1 therapies.
In this context, we showed in another study *
that the expression of P2ZRX7B splice variant in
tumor immune cells is associated with less
infiltrated tumors in lung adenocarcinoma.
Mechanistically, we observed that the
differential expression of the P2ZRX7B splice
variant in immune cells within tumor area
correlates with the expression of a less
functional P2RX7 and lower Ileukocytes
recruitment into LUAD.,

To our knowledge, this is the first study
demonstrating that a small-molecule activator
of P2ZRX7 boosts immune surveillance by
unleashing the effector functions of adaptive
immune T cells and improving the efficacy of
ctPD-1treatment. This therapeutic strategy
holds new hopes for cancer patients. By
increasing tumor immunogenicity, it could first
increase the number of patients eligible to
immunotherapies and second, it could also be
used as a neoadjuvant or adjuvant therapies of
locally advanced lung tumors.

Methods section
Mice

This study was approved by the Institutional
Care and Use Committee of the University of
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Nice-Sophia Antipolis. Animal protocols were
approved by the committee for Research and
Ethics of the PACA region (CIEPAL azur) and
followed the European directive 2010/63/UE,
in agreement with the ARRIVE guidelines.
P2rx7" (B6.129P2-P2rx7™/])) and /18"
mice were from the Jackson Laboratory. LSL-
KRas®"*" tumor lung model has been described
in*% The generation of C57BL/6 mice harboring
constitutive and myeloid specific targeted
disruption of the p2rx7 gene is described in the
extended data section. Control CS57BL/6)
OlaHsD female (WT mouse) were supplied
from Envigo (Gannat, France).

in vivo treatments

We used Lewis Lung carcinoma (ATCC CRL-
1642) and the melanoma B16-F10 (ATCC CRL-
6475) tumor cell lines. Cells were routinely
checked for mycoplasma contamination and
used between passages 7 to 15. Five x 10°
tumors cells were injected s.c. into the left
flank of WT mice. Pharmacokinetic analysis
(Figure 1G), to characterize the clearance of
HEI3090 showed that after a period of 18 h
HEI3090 concentration is < 10 nM. Therefore,
we have decided to inject HEI3090 daily. Mice
were treated i.p. with vehicle (PBS, 10% DMSO)
or with HEI3090 (1.5 mg/kg in PBS, 10% DMSO)
which corresponds to the highest soluble dose.
For therapeutic settings treatment started at
day 3, when tumor reached approximately 10
to 15 mm?, for a maximum of 20 days and mice
received vehicle or HEI3090 (3 mg/kg in PBS,
10% DMSO) daily. Depleting and neutralizing
antibodies from BioXCell were given i.p. in the
right flank at days -1, 3, 7 and 10. We used anti-
IL-1P (clone B122, 200 pg per injection), anti-IL-
18 (clone YIGIF74-1G7, 200 pg per injection),
anti-CD8 (clone 53-6.7 200 pg/injection), anti-
CD4 (clone GK1.5, 200 pg per injection) and
anti-NK1.1 (clone PK136, 300 pg per injection).
cPD-1antibody (clone RPM1-4, BioXCell) was
given i.p. at 200 ug perinjection at days 4, 7, 10
and 13 (or as stated in the legend of the figure)
post tumor cell inoculation. aPD-1and HEI3090
were injected separately, with at least 30 min
delay between the two injections. 200 pL
liposome clodronate (Liposoma) were injected
i.p. 3 days before LLC tumor cell inocpation in
WT mice and then every 3 days, at least 1 hour
before HEI3090 treatment after the treatment

started. CD8" T cells were sorted from
peripheral lymph nodes of cured or naive WT
mice with Dynabeads® Untouched™ Mouse
CD8 Cells (Invitrogen) according to the
supplier’s instructions. 5.10° CD8' T cells were
adoptively transferred into 8 weeks-old naive
WT mice (iv.) one day before tumor
inoculation. 5.10° LLC cells were injected s.c.
into the left flank of these mice and given no
further treatment.

Adoptive transfer in p2rx7 deficient mice

Spleens from WT C57BL/6) female mice
were collected and digested in RPMI 1640
medium containing 5% FCS, 1 mg/ml
collagenase IV (Sigma-Aldrich), and 50 U/ml
DNase | {Roche) for 7 min at 37°C. Single-cell
suspensions of spleens were prepared by
passage through 100 pm cell strainers (BD
Biosciences) and counted. For WT DCs
isolation, spleens were digested with the
spleen dissociation kit (Miltenyi Biotech) and
isolated with the CD11c Microbeads UltraPure
(Miltenyi biotech) according to the supplier’s
instructions. 5.10° splenocytes or 1.2.10° DCs
were injected i.v. in p2rx7" mice one day
before subcutaneous injection of 5.10° LLC cells
into the left flank. Mice were treated i.p. every
day for 12 days with vehicle (PBS, 10% DMSO)
or with HEI3090 (1.5 mg/kg in PBS, 10% DMSO).
At day 12, tumors were collected, weighted
and digested, when flow cytometry analyses
were done.

Flow cytometry and antibodies

Tumors were mechanically dissociated and
digested with 1 mg mL™* collagenase A and 0.1
mg mL* DNase | for 20 min at 37°C. Then single
cell suspensions of tumors were prepared by
passage through 100 pM cell strainers (BD
Biosciences). Surface staining was performed
by incubating cells on ice, for 20 min, with
saturating concentrations of labeled Abs in
PBS, 5% FCS and 0.5% EDTA. After blocking Fc
receptors using anti-CD16/32  (2.4G2)
antibodies, cells were stained with the
appropriate combination of antibodies (see
Supplementary Table 1). The transcription
factor staining Buffer Set (eBioscience) was
used for the FoxP3 staining. For intracellular
cytokines, staining was performed after
stimulation of single-cell suspensions with
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Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA at 50 ng
mL%, Sigma), ionomycin (0.5 pg mL™, Sigma)
and 1 pL mL™" Golgi Plug™ (BD Biosciences) for
4 h at 37°C 5% CO2. Cells were incubated with
Live/Dead Blue stain (Invitrogen), according to
the manufacturer’s protocol prior to Ab surface
staining. Then, intracellular staining was
performed using Cytofix/Cytoperm™ kit (BD
biosciences) following the manufacturer's
instructions. The production of IFN-y and IL-10
was simultaneously analyzed in CD45%, NK,
CDA" T or CD8° T cells. Data files were acquired
and analyzed on Aria lll using Diva software (BD
Biosciences) or on the CytoFlex LX (Beckman
Coulter) and analyzed using Flowlo software
(LLC).

Immunchistological analysis of tumors

Collected tumors or lungs were processed
as previously described °. We used the
following antibodies: anti-CD3 and anti-CD8
(Roche, 790-4341, 750-4460 respectively),
anti-IL-18 (BioVision, dil 1/200), and «PD-L1
(Dako, clone 22C3, dil 1/50), anti-Ki67 (Abcam,
clone sp6, dil 1/100). After staining, slides were
captured and analyzed using NDP view2
software. For the analyses, 5 zones per tumor
were randomly selected and cells were
counted using Figdi software. Results are
expressed as number of positive cells per total
cell number.

Characterization of lesions in the LSL KRas®*”
mouse model

At the end of the treatment mice were
sacrificed, exsanguinated and lungs processed
for histologic and immunological analyses as
described here *, After deparaffinization, HE
stains were performed and slides were
captured and analyzed using NDP view2
software. Tumor burden was calculated by
determining total tumor area and dividing by
total lung area. To count the cells and
determine de percentage of Ki67 positive cells
within lesions, 10 lesions per lung, from grade
2 to 5 according to the Sutherland scoring ¥,
were randomly selected, their perimeter was
determined, and positive and negative nuclei
were counted using Figdi software. Results are
expressed as number of cells per mm? and the
percentage of Ki67 positive cells.

Ex vivo macrophages stimulation

Peritoneal lavage was done with RPMI 1640
medium on WT or p2rx7” mice. 4.10°
macrophages were seeded in a 96 well plate
overnight in RPMI 1640 containing 10% FBS, 2%
sodium pyruvate, 1% penicillin/streptomycin
and 50 uM B-mercaptoethanol. After 2 washes
with the complete medium, cells were primed
for 4 hours with 100 ng/ml LPS (Sigma-Aldrich)
at 37 "C and then stimulated for 30 minutes at
37 "C with ATP (Sigma-Aldrich) with or without
50 uM of HEI3090 or with 10 uM nigericin.
When indicated, NLRP3 inflammasome was
inhibited with 1 uM of MCC950 (Invivogen) for
1 hour at 37 "C before cell stimulation.

Supernatants were collected and stored at -
80°C before cytokine detection by ELISA using
mouse IL-1 beta/IL-1F2 (R&D) and IL-18 (MBL)
according to the supplier’'s instructions.

Cells were lysed with Laemmli buffer (10%
glycerol, 3% SDS, 10 mM MNa:HPO,) with
protease inhibitor cocktail (Roche). Proteins
were separated on a 12% SDS-PAGE gel and
electro transferred onto PVYDF membranes
which were blocked for 30 minutes at RT with
3% bovine serum albumin (BSA). Membranes
were incubated with primary antibodies
diluted 1/1000 at 4°C overnight. The following
antibodies were used: anti-NLRP3 (clone Cryo-
2, Adipogen) anti-ASC (clone AL177, Adipogen),
anti-caspase-1 (clone Casper-1, Adipogen) and
anti-p-actin  (Biorad). Secondary antibodies
(Sigma-Aldrich) were incubated for 1 hour at
RT. Immunoblot detection was achieved by
exposure with a chemiluminescence imaging
system (PX| Syngene, Ozyme) after membrane
incubation with ECL (Immobilon Western,
Millopore). The bands intensity values were
normalized to that of PB-actin using the
GeneTools (Syngene) software.

Calcium uptake assay

20.10° HEK293T-mP2RX7-78Y% or HEK293T-
pcDNAG cells were seeded per well on a poly-L-
Lysine (Sigma-Aldrich) 96 well-coated plate in
complete medium. 24 hours later, cells were
washed in sucrose buffer (300 mM sucrose, 5
mM KCl, ImM MgCl;, 1mM CaCl;, 10 mM
Glucose, 20 mM HEPES, pH 7-7.4) and
incubatedfor 1 hour at 37 *Cwith 1 pM of Fluo-
4 AM (Life Technologies). Cells were washed
once with PBS+5% FBS then twice with the
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sucrose buffer. Fluo-4 AM fluorescence was
read on a Xenius, microplate reader (SAFAS) at
485/528 nm at 37 °C. After 3 minutes of
baseline readings, 333 puM of ATP (Sigma-
Aldrich) were added with or without various
concentrations of HEI3090. For the assay on
splenocytes, spleens were digested with the
spleen dissociation kit (Miltenyi Biotech). 5.10°
splenocytes were seeded per well on a 96-well
plate in sucrose buffer and incubated for 30
minutes at RT with 1 pM of Fluo-4-AM.

TO-PRO-3 uptake assay

30.10° HEK293T-mP2RX7S V5 or HEK293T-
pcDNAG cells were seeded per well on a poly-L-
Lysine (Sigma-Aldrich) black clear bottom 96
well-coated plate (Perkin Elmer) in complete
medium. 24 hours later, cells were washed
twice in sucrose buffer (300 mM sucrose, 5 mM
KCI, ImM MgCl;, 1mM CaCl;, 10 mM Glucose,
20 mM HEPES, pH 7-7.4). 1 pM of TO-PRO-3
(Life Technologies) was added in the sucrose
buffer. TO-PRO-3 fluorescence was read on a
Xenius, microplate reader (SAFAS) at 550/660
nm at 37°C. After 10 minutes of baseline
readings, 250 uM of ATP (Sigma-Aldrich) were
added with or without various concentrations
of HEIZ090. Alternatively, percentage of TO-
PRO-3" cells was analyzed on non-adherent
cells by flow cytometry.

Cell viability

Colorimetric assay based on XTT {(Roche)
was used to quantify the viability of tumor cells
treated with 1 mM of BzATP and 50 pM of
HEI3090. LLC cells were treated for 16h and
B16-F10 for 3h. Cellular viability was
determined as described in the supplier's
protocol.

In vivo assay for immunogenic cell death

B16-F10 were exposed to 3mM ATP and 50
KM HEI3090 for 3 hours at 37 °C. Cells were
then washed and resuspended in PBS and cell
death was determined with trypan blue. Dying
B16-F10 cells reached 97% in this assay.
One.10° dying cells were injected s.c. into the
right flank of WT mice (in 200 pL PBS). Control
mice received 200 pL PBS into the right flank.
Seven days later, mice were challenged with
live 5x10° B16-F10 cells into the left flank.

Tumor growth was routinely monitored at both
injection sites.
Synthesis of HEI3090

Starting materials are commercially
available and were used without further
purification (suppliers: Carlo Erba Reagents
5.A.5., Thermo Fisher Scientific Inc., and Sigma-
Aldrich Co.). Intermediates were synthesized
according to the methods described in the
literature *%. Melting points were measured on
the MPA 100 OptiMelt® apparatus and are
uncorrected. Nuclear magnetic resonance
(NMR) spectra were acquired at 400 MHz for *H
NMR and at 100 MHz for **C NMR, on a Varian
400-MR spectrometer with tetramethylsilane
(TMS) as internal standard, at 25 °C. Chemical
shifts (&) are expressed in ppm relative to TMS.
Splitting patterns are designed: s, singlet; d,
doublet; dd, doublet of doublet; t, triplet; m,
multiplet; sym m, symmetric multiplet; br s,
broaden singlet; br t, broaden triplet. Coupling
constants (J) are reported in Hertz (Hz). Thin
layer chromatography (TLC) was realized on
Macherey MNagel silica gel plates with
fluorescent indicator and were visualized
under a UV-lamp at 254 nm and 365 nm.
Column chromatography was performed witha
CombiFlash Rf Companion (Teledyne-lsco
System) using RediSep packed columns. IR
spectra were recorded on a Varian 640-IR FT-IR
Spectrometer. Elemental analyses (C, H, N) of
new compounds were determined on a
Thermo Electron apparatus by ‘Pdle Chimie
Moléculaire-Welience’, Faculté de Sciences
Mirande, Université de Bourgogne, Dijon,
France. LC-M5was accomplished using an HPLC
combined with a Surveyor MSQ (Thermo
Electron) equipped with APCl source.

The synthesis of the title compound was
accomplished starting from L-pyroglutamic
acid also known as the “forgotten amino acid”,
bio-sourced affordable raw material (Fig. 1A).
After simple esterification of the L-
pyroglutamic acid, the resulting methyl
pyroglutamate was reacted with 2,4-
dichlorobenzylamine in presence of catalytic
amount or zirconium (IV) chloride in solvent-
less conditions to provide pyroglutamide
(HEI2313) in 90% vield. To obtain (5)-N'-(6-
chloropyridin-3-yl)-N°-(2,4-dichlorobenzyl)-5-

oxopyrrolidine-1,2-dicarboxamide (HEI3090), a
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mixture of pyroglutamide (HEI2313) (1.86 g,
6.48 mmol) and 2-chloro-5-isocyanatopyridine
(1.00 g, 6.48 mmol) in toluene was refluxed for
24 hours under nitrogen atmosphere and
magnetic stirring. After cooling to rt, the
mixture has been concentrated in vacuo and
the resulting crude has been purified by
column chromatography (CH;Cl; / MeOH: 1/0
to 9/1) to afford pure HEI3090 as a white
powder in 54% yield (1.62 g, 3.51 mmol). mp
187-190 °C (MeOH); TLC Rf (CH:Cly/MeOH:
95/5) 0.8; *H NMR (CDCl;, 400 MHz) & ppm
2.21-2.37 (m, 2H, CH:CH;CH), 2.59-2.68 (m, 1H,
CH:CH:CH), 2.99-3.10 (m, 1H, CH:CH:CH), 4.49
(dd, J = 15.2, 6.2 Hz, 1H NHCH3), 4.55 (dd, J =
15.2, 6.2 Hz, 1H, NHCH:), 4.77 (dd, J = 7.2, 2.8
Hz, 1H, CH;CH;CH), 6.65 (br t, J = 6.2 Hz, 1H,
NHCH;), 7.22 (dd, J = 8.1, 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.29
(d,J=8.6 Hz, 1H, ArH), 7.33 (d, /= 8.1 Hz, 1H,
ArH), 7.38 (d, J = 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.92 (dd, J =
8.6, 2.5 Hz, 1H, ArH), 8.49 (d, J = 2.5 Hz, 1H,
ArH), 10.66 (br s, 1H, NHAr); =C NMR
(CDCl5, 100 MHz) & ppm 21.4 (CHa), 32.4 (CHa),
41.4 (CH:), 59.2 (CH), 124.3 (CH), 127.5 (CH),
129.5 (CH), 130.2 (CH), 130.9 (CH), 133.1 (C),
133.6 (2 C), 134.2 (C), 141.3 (CH), 146.2 (C),
150.3 (C), 170.0 (C), 177.7 (C); IR {neat): v cm™
3271, 3095, 1720, 1655, 1594, 1542, 1464,
1217, 1104, 829.

Statistical analyses

All analyses were carried out using Prism
software (GraphPad). Mouse experiments
were performed on at least n = 5 individuals, as
indicated in Fig legends. Mice were equally
divided for treatments and controls. Data were
represented as mean values and error bars
represent SEM. Mann-Whitney t test and
Mantel Cox test were used to evaluate the
statistical significance between groups. The
corresponding tests and P -values were
mentioned in the legend of each Figure. For
survival analysis, patients were separated
based on optimal cut-off of the expression
value of the marker determined using KMplot.

Data Availability

All relevant data are available from the authors
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Figure legends

Figure 1: HEI3090 enhances ATP-induced
receptor channel activity

A. Representation of HEI3090's synthesis steps.

B. Modulation of ATP-induced intracellular Ca**
variation (F1/F0) in HEK mP2RX7 cells (C578BI/6
origin). After 10 baseline cycles, ATP {333 um)
and HEI3090 (250 nM) were injected.

C. Average Fluo-4-AM fluorescence intensities
in HEK mP2RX7 or control HEK pcDNAB
measured 315s after stimulation with ATP (330
UM) and HEI3090 at concentrations ranging
from 25 nM to 2.5 uM, as indicating in the color
code, Means * SEM (n=3 independent
experiments and 6 replicates).

D. Modulation of ATP-induced TO-PRO-3
uptake in HEK mP2RX7 cells (F1/F0) in cells
treated with ATP and HEI12090 {25nM).

E. Average fluorescence intensities in HEK
mP2RX7 or control HEK pcDNAG measured 10
min after stimulation. Means £ SEM (n=3
independent experiments and 6 replicates).

F. Lleft: Average fluo-4-AM fluorescence
intensities in WT or p2rx7’ splenocytes
stimulated with 50 pM ATP. Means + SEM (n=2
independent experiments and 4 replicates).
Right: Graph represents the percentage of TO-
PRO-3 positive cells in splenocytes isolated
from naive WT or p2rx7 " mice. Data are means
+ SEM (n=3 independent experiments in
duplicate).

G. Pharmacokinetic analysis of HEI3090
intraperitoneally injected in WT mice. Data are
means + SEM (n=3 inde pendent experiments in
duplicate). Bars are mean * SEM. *p<0.05,
**p<0.01 ***p<0.001, ****p<0.0001 (Mann-
Whitney test). Source data are provided as a
Source Data file.

Figure 2: HEI3090 inhibits tumor growth and
combined with immunotherapy ameliorates
mice survival

A. Prophylactic administration. Average tumor
area and weight of LLC allograft after daily
treatment with HEI3090. Curves are mean %
SEM.

B. Therapeutic administration. Average tumor
area and survival curves of LLC allograft.

HEI3090 started when tumors reached 10 to 15
mm? of size. Curves are mean + SEM.

C. Combo treatment. Average tumor area of
LLC allograft after HEI3090 and wPD-1
treatment. Spaghetti plots and survival curves
of animals are shown.

D. Schematic illustration of treatment given to
LSL Kras®'® mice. Representative images
showing lung tumor burden. (Bar=2mm upper
panel and 500 pum lower panel) with tumor
histopathology. Average tumor burden of LSL
KrasG12D mice in response to treatments were
studied as the number of ADC per mouse and
the surface of ADC lesions per lung. Each point
represents one mouse. *p<0.05, **p<0.01
***p<0.001, ****p<0.0001 (Mann-Whitney or
Mantel Cox (B and C) tests). Source data are
provided as a Source Data file,

Figure 3: Immune cells mediate the antitumor
activity induced by HEI3090

LLC cells were used in all panels except in E.

A. Average tumor area of LLC allograftin p2rx7
deficient mice (p2rx7") after daily treatment
with HEI3090 or after adoptive transfer of WT
splenocytes and daily treatment with HEI3090
B. Average tumor area of LLC allograftin p2rx7
deficient mice (p2rx7") after adoptive transfer
of WT DCs and daily treatment with HEI3090.
C. Tumor weight of animals from the study
shown in A and B.

D. Characterization of immune infiltrate at day
12. Percentage of CD45" analyzed by flow
cytometry among living cells within TME.

E. Representative picture of CD8" cells
recruitment in LSL KrasG12D mice. (340X
magnification) and quantification.

F. Representative images of CD3 staining in LLC
tumors and quantification.

G. Percentage of regulatory T cells determined
by flow cytometry as FOXP3* CD4"among CD3"
within LLC tumors.

H. Proportion of PMN-MDSC among CDA45*
within LLC tumors

I. Gating strategy (left panel) and ratio of NE,
CD4* or CD8" T cells on PMN-MDSC within LLC
tumors (right panel). data are mean * SEM.
*p<0.05, **p<0.01 ***p<0.001, ****p<0.0001
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(Mann-Whitney or two-way Anova (C) tests).
Each point represents one individual mouse.
Source data are provided as a Source Data file.

Figure 4: HEI3090-induced IL-18 production is
required to inhibit tumor growth

A. Average tumor area of LLC allograft in WT
mice injected with IL-1p and IL-18 neutralizing
antibodies and daily treatment with HEI3090.

B. Average tumor area and tumor weight of LLC
allograft in il-18 deficient mice (il-18") and
daily treatment with HEI3090.

C. Representative images of IL-18 staining in
LLC tumors.

D. Production of IL-18 and IL-1f in serum of
treated mice determined by ELISA.

E. Ex vivo production of IL-18 in primary
peritoneal macrophages.

F. Representative images of IL-18 staining in
lung tumor lesions from LSL Kras®'*® mice (Bar
= 30 pm) and production of IL-18 in serum of
LSL Kras®“’ mice. Data are mean + SEM.
*p<0.05, **p<0.01 ***p<0.001, ****p<0.0001
(Mann-Whitney or Mantel Cox (C) tests or t-
test (E). Each point represents one individual
mouse. Source data are provided as a Source
Data file.

Figure 5: HEI3090 triggers antitumor
responses mediated by IL-18-induced NK and
CD4*' T cells

A. Average tumor weight of LLC allograft in WT
mice injected with depleting antibody and daily
treated with HEI13090.

B. Spaghetti plots of LLC allograft in WT mice
injected with depleting antibody and daily
treated with HEI3090.

C. Average of IFN-y" cells among CD45" cells in
LLC tumaors.

D. Representative dot plots of IFN-y and IL-10
staining on TILs (left panel) and ratios of IFN-y
on IL-10 in the same positive cells of each TILs
(right panel).

E. Ex vivo degranulation assay of splenocytes
from LLC tumor bearing mice. CD107a positive
cellsin NK, CD4" and CD8' T cells are shown.

F. Ratios of IFN-y on IL-10 in the same positive
cells of each TiLs of IL-18 neutralized mice.

G. Flow cytometry analyses of MHC-l and PD-
L1 expression on CD45 cells in LLC tumors

H. Representative images of PD-L1 staining in
cancer lesion of LSL KRas®“Y mice. (Bar = 30
um) and guantification. Bars are mean + SEM.
Each point represents one individual mouse.
*p<0.05, **p<0.01 ***p<0.001, ****p<0.0001
(Mann-Whitney test). Source data are provided
as a Source Data file.

Figure 6: HEI3090 combined with «PD-1
induces antitumor memory immune response

A. Schematic illustration of treatments with
transfer of CD8 cells.

B. Average tumor area of LLC allograft in 90
days-old WT and 90 days-old cured mice in
absence of treatment.

C. Survival curves of animals from the study
shown in B

D. Average tumor area of LLC allograft in WT
mice injected with CD8" T cells isolated from re
challenged cured mice as shown in A

E. Long lasting antitumor immune response:
schematic illustration of treatments

F. Mouse body weight follow up of 300 days-
old cured mice injected with anti-isotype (black
circle) or depleting aCD8 antibodies (blue
circle).

G. Individual survival curves of 340 days-old WT
and cured animals injected with anti-CD8
antibody and re challenge with LLC in absence
of treatment.

H. Average tumor area from animals shown in
G.

I. Survival curves from animals shown in G.
Data are mean * SEM. *p<0.05, **p<0.01
*¥*#*p<0.001, ****p<0.0001 Mann-Whitney,
two-way Anova or Mantel Cox tests. Source
data are provided as a Source Data file.

Figure 7: P2RX7 expression in LUAD is
associated with “Hot” immunophenotype
signature

A. Association of P2ZRX7 mRNA expression with
a cluster of inflammatory genes (heatmap).

B. GSEA plot associating P2RX7 high mRNA
levels from LUAD patients (TCGA) with three
inflammatory signatures.

97



C. Correlation curves of P2RX7 and CD274
expression from LUAD patients (TCGA) of all
stage (left panel), low stage (middle panel) and
high stage (right panel). Mann-Whitney or
Mantel Cox (C and E) tests were used to
performed statistical analyses.

D. Kaplan Meyer plot (http://kmplot.com)
showing survivalcurves of PZRX7 high vs P2RX7
low patients (left panel), CD274 high vs CD274
low (middle panel) and P2RX7 high or low vs
CD274 high or low (right panel). For all panels,
the optimal cut-off is determined on KMplot.
The P-value (log-rank (Mantel Cox) test), the
hazard ratio and number of patients are
indicated. Source data are provided asa Source
Data file.
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Table 1: Antibodies used to phenotype
immune cells

CD16/CD32 Fc Block BD Biosdences 2.4G2 Rat S0 [outbred
CD3e BD Blosdences 1452611 Armenian Hams
CcDd Biolegend GKLS Rat

cho4d BD Biosdences GKLS Rat LEW

CD4 BD Biosdences  RWMW-5 Rat DA

CD8a Biolegend 53-6.7 Rat

CDBa BD Biosdences  53-6.7 Rat LOU

w6 TCR BD Blosdences GL3 Armenian Hams
CD25 BD Biosdences PCB1 Rat OFA

Chas BD Biosdences  IM7 Rat

CD4a4 BD Blosdences  IM7 Rat

CCRY BD Biosdences 4812 Rat LOL
CD107a BD Biosdences 1D4B Rat 5D [outbred
NKL1 BD Biosdences PK136 Mouse C3IH x B¢
B220 eBiosgenmes RA3Z-GBE2 Rat

D19 BD Biosdences 103 Rat LEW
CD45.2 BD Blosdences 104 Mouse SIL
CD1lb eBiosdences ML/ 70 Rat

CD11c BD Bioscdences HIL3 Arme nian Hams
Ly&C BD Blosdences AL-21 Rat

LybG BD Biosdences 1A8 Rat LEW

LybG BD Biosdences 1AB Rat LEW

COBO Biolegend 16-1041 Arme nian Hams
CDB6 BD Biosgences GL1 Rat LOU

Chee BD Biosdences GLU Rat LOU

-A/1-E Biolegend M5/ 114,52 Rat
H-2K"/H-20" Biclegend 286 Mouse [C3H)
IL-10 BD Biosciences  JESS-16E3 Rat

Foxp3 e Blosde nces FIK1BS Rat

coi03 Biolegend 2E7 Arme nian Hams
IFM-y BD Biosdences XMG1.2 Rat

IL-17A BD Biosdences TC11-18H10 Arme nian Hams
|L-4 BD Biosdences 11B11 Rat

IL-13 eBlosdenoes eBiol3a Rat

GATA3 BD Biosdences L50-823 Mouse BALB/c
CD27 (PD-1) BD Biosdences )43 Rat

CD274 (PD-L1) Biolegend 10F.9G2 Rat

CD274 (PD-L1) Biolegend 10F.9G2 Rat

CD273 (PD-L2) Biolegend TY25 Rat

CTLA-4 BD Blosdences  UC10-4F10-11  Armenian Hams
TIM-3 BD Biosdences 5D12/TIM-3 Mouse

P2RX7 Biolegend 1F11 Rat
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 6
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Figure 7
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Extended data

Generation of p2rx 7" mice

P2rx7-flox mice were engineered as follow: ES
clones (C57/BL/6) containing a construct for
the conditional elimination or re-expression of
P2RX7 (purchased from The European
Conditional Mouse Mutagenesis Program,
EUCOMM) were injected into blastocytes of
C57BI6/N, chimeric mice were selected and
crossed with deleter mice that are transgenic
for the Flip-recombinase under the control of
the ubiquitous actin promoter to produce

p2rx7 "*FOF mice.,

Our p2rx7 "™"% mice, with loxP sequence
floxing the second exon of p2rx7, were
crossed with
(C57BL/6NTacGt(ROSA)26Sor<tm1(ACTB-Cre, -
EGFP) transgenic mice which express the Cre-
recombinase under the control of the b-actin
promoter to produce p2rx7“°"*/ mice or with
LysM-Cre mice (B6.129P2-Lys2tml(cre)lfo
from the Jackson Laboratories (obtained from
Dr B. Chazaud, France) to generate myeloid
cell conditional p2rx7 knockout and WT

control (p2rx7°#/°*) mice.

HEI3090 enhances the efficacy of anti-PD-1
antibody to inhibit melanoma growth in

immunocompetent mice

To go further, we tested the efficacy of
HEI3090 to inhibit the low immunogenic B16-

F10 melanoma tumor growth. In the first

setting of experiments, HEI3090 (1.5 mg/kg)
or vehicle were administered daily for 11 days
starting the day of tumor cell inoculations
(Supplementary Fig. 3A). Mice treated with
HEI32090 displayed significantly reduced tumor
growth (left panel) and tumor weight (right
panel). Flow cytometry analyses indicated
that, as with LLC tumor cells, the success of
HEI3090 treatment was associated with a
better infiltration of immune cells within the
tumor microenvironment (Supplementary Fig.
5A to D). The importance of mouse host cells
to mediate HEI3090's antitumor effect was
confirmed in experiment where p2rx7' mice
were inoculated with B16-F10 cells. As
described in the lung tumor model, HEI3090
was unable to inhibit melanoma growth when
host cells were devoid of P2RX7 expression
(Supplementary Fig. 4A). In the second setting
of experiments, treatment started 3 days after
tumor cell inoculation (at 2-8 mm? of tumor
size). HEI3090 (3 mg/kg) was also able to
inhibit tumor growth (Supplementary Fig. 3B),
despite a lower efficacy than the one
observed with LLC tumor cells (Fig. 2B). Of
interest, HEI3090 treatment increases the
median survival of 3 days (19 d. with HEI3090
vs 16 d. with vehicle). We also combined
HEI3090 treatment with the anti-PD-1
immune checkpoint inhibitor and observed
that HEI3090 enhanced the effect of the anti-
PD-1 treatment. In particular, 2 out of 8 mice
that were treated with HEI3090 combined to
anti-PD-1 doubled their lifetime

(Supplementary Fig. 3C).
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HEI3090 targets phagocytic cells, mainly

dendritic cells, for its anti-tumor activity

We have shown that HEI3090 requires
immune cells to inhibit tumor growth (Fig 3A).
It was of interest to see if HEI3090 targeted
phagocytic cells to inhibit tumor growth, since
they express high levels of P2RX7 and are able
to kill tumor cells either directly or by inducing
an immune response. To do so, we used
several approaches. First, we depleted
phagocytic cells by several administrations of
clodronate liposome that has been described
to deplete mainly macrophages and DCs.
HEI3090's activity was lost in clodronate-
liposome treated mice (Supplementary FigdB)
meaning that phagocytic cells are targeted by
HEI3090. In order to specifically identify
HEI3090-targeted cell, we conducted two
complementary experiments using myeloid-
specific P2ZRX7 deficiency (p2rx7""-LysM) mice
(Supplementary FigdC) where P2RX7 was
essentially lost in macrophages, and adoptive
transfer of WT DCs into p2rx7” mice (Fig. 3B).
HEI3090's anti-tumor activity was restored
after adoptive transfer of WT DCs and was still
efficient in p2x7""-LysM mice. The three
experiments combined show that DCs are the
major cell type targeted by HEI3090 to inhibit
tumor growth. However, macrophages could
still be involved in HEI3090-antitumor effect
as a minor or secondary population but are

not absolutely required like DCs.

We have also shown that IL-18 was necessary
for HEI3090 anti-tumor effect (Fig 4). In order
to see whether DCs produced IL-18, we
guantified IL-18 in mice sera at the end of the
WT DCs adoptive transfer experiment (D12).
We can indeed see a slight increase in IL-18
release in sera of HEI3090-treated mice
(Supplementary FigdB). It is not that surprising
not to see a major difference since mice
received once WT DCs at the beginning of the
experiment (D-1) and the IL-18 produced will
be degraded since then. However, we can see
that CDA45* cells, CD8 and NK cells in the TME
show an increase in the IFN-y/IL-10 ratio in the
HEI3090-treated mice (Supplementary Fig.
9B), showing that immune cells are
differentiated into anti-tumor effector cells
and suggesting that IL-18 produced by WT DCs

was efficient during the experiment.

Collectively, these results suggest that the
copresence of DCs, live tumor cells, ATP and
HEI3090 represent the perfect
microenvironment where DCs are primed by
tumor antigens and activated by the
ATP/P2RX7 axis to release 1L-18 and inhibit

tumor growth.

HEI3090 does not favor immunogenic cell

death

P2RX7 expressed by DC has been shown to
link innate and adaptive immune responses
against dying tumor cells upon
chemotherapy=induced ICD and facilitate

tumor antigens presentation to T cells by the
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DC (6). In this study we choose two
transplantable tumor models with different
levels of P2RX7 expression. B16-F10 cells
expressed higher level of P2RX7 than LLC cells
(Supplementary Fig. 1B). To evaluate the
capacity of HEI3090 treatment to induce ICD
of tumor cells and concomitant stimulation of
DC maturation, we first characterized whether
HEI3090 induced tumor cell death. We
observed that in vitro treatment of tumor cell
lines (LLC and B16-F10) with BzATP (a stable
agonist of P2RX7) and HEI3090 induced cell
death {Supplementary Fig. 6A and B). We also
noticed that HEI3090 treatment slightly
increased P2RX7 expression in DC CD4" cells
(Supplementary Fig. 4A). Second, we tested
the HEI3090-induced ICD and DC stimulation
hypothesis by inoculating WT mice with dying
tumor cells and challenged them with live
tumor cells, 7 days later. We used B16-F10
cells since they were more efficiently killed in
vitro when stimulated by ATP and HEI3090
than LLC cells. Tumor growth was similar in
mice vaccinated with in vitro treated tumors
cells and in control mice (Supplementary Fig.
6C), indicating that the main antitumor effect
of HEI3090 is not solely dependent on direct
tumor ICD and the concomitant stimulation of

DC maturation.

Supplementary Figure legends

Figure 1: Active P2ZRX7 is expressed on LLC
and B16-F10 tumor cells

A. P2ZRX7 expression and activity in Lewis Lung
carcinoma (LLC) cell line. P2RX7 expression
was assayed by flow cytometry using the anti
P2RX7 (clone 1F11, left panel) or by western
blotting using an anti-extracellular loop of
P2RX7 antibody (APR-008, Alomone Labs) that
recognizes a band of 70kDa, the expected size
for P2RX7 (middle panel). To assay P2RX7’s
activity we measured the ATP-induced
increase of intracellular Ca** concentration
(Fluo-4-AM uptake) in the presence of the
P2RX7’s inhibitor (GSK1370319A), using a
plate reader (right panel). B. P2RX7
expression and activity in melanoma (B16-F10)
cell line. These results demonstrated that both
cell lines expressed an active P2RX7, with B16-
F10 cells expressing higher P2ZRX7 levels than
LLC cells.

Figure 2: Picture of HEI3090 effect on LLC

tumor size

Figure 3: HEI3090 inhibits the growth of
melanoma B16-F10 tumor cells and increased
mice survival when combined with anti-PD-1

antibody

A. 5x10° B16-F10 were injected s.c. into the
flank of C57BL6/) mice. Mice were injected i.p
every day with vehicle or HEI3090 (1.5 mg/kg)
from day 1 to day 12. Curves showed mean
tumor area in mm? (left panel) and graph
showed mean tumor weight the day of
sacrifice (right panel). B. Effect of HEI3090 in

therapeutic administration. Mice were treated
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i.p. with vehicle or HEI3090 (3 mg/kg) from
days 5 (when tumors reached a volume of
approximatively 5-10 mm?) to 15. Curves
showed mean tumor area (left panel) and
survival of B16-F10 tumor bearing mice (right
panel). C. Effect of HEI3090 and aPD-1
checkpoint inhibitor on survival of B16-F10
tumor bearing mice. 5x10° B16-F10 were
injected s.c. into the flank of WT mice. Mice
were treated i.p. with vehicle or with HEI3090
(3 mg/kg) from days 1 to day 18. Each mouse
received 200 pg of wPD-1 i.p. at day 4, 7, 10,
12 and 16. Mice were sacrificed when tumor
reached 100 mm? Bars are mean + SEM.
*p<0.05, **p<0.01 ***p<0.001, (Mann-
Whitney or Mantel Cox (C) tests) Each point
represents one mouse. D. Efficacy of the
combo treatment in the in situ (LSL KRas®*")
genetic lung tumor mouse model. Ten lung
lesions per mouse (5 large, 5 small) were
selected. Average cell number/mm? and Ki67*
cells are shown. Bars are mean % SEM.
*p<0.05, **p<0.01 ***p<0.001, ****p<0.0001
(Mann-Whitney or Mantel Cox (C and E) tests).

Each point represents one individual mouse.

Figure 4: HEI3090 targets P2RX7-expressing
dendritic cells.

A. P2ZRX7 expression by DC CD4" cells was
increased in response to HEI3090. B. Three
days prior to tumor cell inoculation, liposome
clodronate (200 pl) was injected ip to mice.
Then mice were injected every 3 days with

liposome clodronate 1h before HEI3090

treatment. 5.10° LLC cells were inoculated s.c.
and mice were treated daily with 1.5 mg/kg of
HEI3090 or vehicle. Tumor area was measured
with a caliper. At the end of the experiment,
tumors were weighted. C. Cells from the
myeloid lineage did not support HEI3090-
induced antitumor response. 5x10° LLC cells
were injected s.c. to p2rx7"" -LysM mice and
mice were daily treated with HEI3090 or
vehicle, as detailed in the method section.
Curves showed mean tumor area in mm? (left
panel) and graph showed mean tumor weight

the day of sacrifice (right panel).

Figure 5: Immune cells mediate the
antitumor activity induced by HEI3090 in the

B16-F10 tumor mouse model

A. Effect of HEI3090 on B16-F10 tumor growth
in p2rx 7 mice. 5x10° cells were injected s.c.
into the flank of p2m7”~ mice. Mice were
treated i.p. with vehicle or with HEI3090 as
indicated in A. Curves represent daily follow
up of tumor area (left panel) and graph
corresponds to the weight of tumors the day
of sacrifice (right panel). B. Effect of HEI3090
on the recruitment of immune cells within the
TME. 5x10° B16-F10 cells were injected s.c.
into the flank of WT mice. Mice were injected
i.p every day with vehicle or HEI3090 (1.5
mg/kg). At day 12, tumors were collected for
flow cytometry analyses. C. Proportion of M-
MDSC within the TME among CD45" within LLC
tumors from mice treated with vehicle or

HEI3090. In this tumor model PMN-MDSC
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were not affected by HEI3090 treatment (not
shown). D. Ratio of NK, CD4" or CD8" T cells on
M-MDSC within the TME. *p<0.05, **p<0.01
***p<0.001, ****p<0.0001 (Mann-Whitney or
two-way Anova (C) tests). Each point

represents one individual mouse.

Figure 6: HEI3090 does not promote

immunogenic cell death

HEI3090-induced LLC (A) and B16-F10 (B)
tumor cell toxicity as described above. C. In
vivo assay for the evaluation of HEI3090 as an
inducer of immunogenic cell death. B16-F10
were exposed to 3ImM ATP and 50uM
HEI3090. WT mice were inoculated s.c. with
1.10° dying B16-F10 cells in the right flank
(n=6) or PBS as control (n=4). 7 days later,
5.10° live B16-F10 cells were injected s.c. in
the contralateral flank. The details of the ICD
experiment are provided in the methods
section. Curves shown mean of tumor growth
in the contralateral site. Bars are mean + SEM.
*p<0.05, **p<0.01 ***p<0.001, (Mann-

Whitney test).

Figure 7: HEI3090 increased eATP-induced

caspase-1 cleavage in macrophages

4.10° peritoneal macrophages from WT mice
were primed for 4h at 37°C with 100 ng/ml
LPS and then stimulated for 30 minutes with
10 puM nigericin or 3 mM ATP with 50 uM
HEI3090 or DMSO. Whole cell protein extracts
were analyzed by western blotting by using

antibodies recognizing NLRP3, ASC, pro-

caspase-1 and active form caspase-1, and [-
actin as a loading control. Relative band
intensities of each protein were assessed to

that of B-actin.

Figure 8: HEI3090-induced IL18 production

required P2RX7 expression

A. IL-18 staining of LLC tumors collected from
WT, p2rx7/" or il18" mice, demonstrated the
specificity of IL-18 antibody B. Production of
IL-18 (ELISA) by splenocytes isolated from
p2rx7” mice, demonstrated that without
P2RX7 expression, HEI3090 was unable to
increase IL-18 levels. C. IL-18 staining from
lung of LSL KRas®*", illustrating that IL-18
expression was increased in lung macrophages
of HEI3090 + «@PD-1 treated mice. D.
Production of IL-1p (ELISA) by peritoneal
macrophages isolated from WT mice,
demonstrated that HEI3090 was unable to
increase IL-1p levels. The specific inhibitor of
MLRP3 (MCC950 compound) efficiently inhibits
IL-1B production. E. Quantification of IL-1p
levels from serum of indicated mice
confirming that HEI3090 did not modulate the
production of IL-1p in p2rx7” complemented
with WT DC. F. Quantification of IL-1p levels
from serum of LSL KRas®'?” mice treated with
HEI3090 and anti PD-1 antibody. Each point
represents one mouse. Bars are mean £ SEM.
*p<0.05, **p<0.01 (Mann-Whitney or two-

way anova (B, C and D) tests.
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Figure 9: Indirect effect of HEI3090 on IFN-y

production by antitumor immune cells

A. Ex vivo IFN-y production. Splenocytes from
WT mice were treated as indicated and IFN-y
production was assayed by flow cytometry in
NK, CD4" and CD8" T cells. B. Purified WT DC
were inoculated to p2rx7”" mice iv. at D-1. At
DO, 5x10° LLC cells were injected s.c.. Mice
were treated i.p. with vehicle or with HEI3090
daily for 11 days. At D12, mice were sacrificed,
sera and tumors were collected for ELISA and
flow cytometry analyses respectively. The
ratio of IFN-y on IL-10 in indicated cells (left
panel) and the concentration of IL-18 in the
sera (right panel) are shown. C. MHC-1 and PD-
L1 expression induced by HEI3090 on LLC in
vitro. LLC were stimulated as indicated for 24h
and expression of MHC-l (H2K%/D") and PD-L1
were assayed by flow cytometry analyses. This
data revealed that P2RX7 activation indirectly

led to increased tumor immunogenicity.
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 4
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Supplementary Figure 6
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Supplementary Figure 8

IL-18 staining
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Supplementary Figure 9
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VI. Discussion

Le cancer du poumon est un cancer fréquent et particulierement grave lorsqu’il est découvert
a un stade tardif. La découverte de nouveaux outils théranostiques est d’une importance
majeure. Le récepteur P2RX7, particulierement exprimé dans les tissus tumoraux et par les
cellules de I'immunité, a été récemment défini comme un immunomodulateur des réponses
antitumorales. L'expression d’un récepteur P2RX7 par les cellules tumorales, capable de les
perméabiliser en présence du ligand endogene présent a forte concentration dans ces tissus,
nous apparaissait contre-intuitif. L'objectif de cette these était de définir I'expression de
P2RX7 dans le CNPC en émettant I’hypothése que des variants d’épissage pourraient impacter

les fonctions biologiques de P2RX7 dans cette pathologie.

L’étude présentée en III.D. est une revue de la littérature dans laquelle nous avons discuté les
roles de |'épissage alternatif de P2RX7 en pathologie humaine. Nous avons résumé les
connaissances actuelles concernant les SNPs affectant la fonction biologique de P2RX7, et
n‘avons notamment pas relevé d’étude retrouvant une association entre un SNP et la
condition tumorale du CNPC, ni de données en faveur d’un outil pronostic représenté par les
SNPs dans cette pathologie. Nous avons fait la liste des épissages alternatifs connus pour
affecter les fonctions de P2RX7, et avons analysé les sites de fixation des protéines régulant
I’épissage de I’ARNm. Certains SNPs étaient identifiés dans ces zones régulant I'épissage de
P2RX7, mais la fréquence de distribution dans les analyses bioinformatiques était si basse que
nous ne pensons pas qu’ils puissent réguler I'épissage alternatif de P2RX7 et avoir une
traduction physiopathologique chez I'humain. Il est a noter que, postérieurement a cette
revue, la mise en évidence d’une régulation par le SNP rs208307 du variant d’épissage P2RX7L,

a été rapportée comme vu en section Ill.C.g.iii.3.

L'étude présentée en V.A. a constitué les principaux travaux de ma thése. Nous avons
caractérisé les niveaux d'expression et la fonctionnalité ex vivo de P2RX7 chez les patients
atteints de LUAD, couplée a I'analyse des variants d’épissage du récepteur. A cette fin, la mise
au point d’outils durant la premiére année de cette theése, permettant d’analyser

spécifiguement P2RX7 dans cette pathologie, a représenté une étape majeure et
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indispensable. En effet nous avons établi un protocole de dissociation des tissus pulmonaires
adénocarcinomateux et adjacents non tumoraux prélevés a I'état frais suivi d’un tri des
fractions cellulaires immunitaires et non immunitaires dans ces tissus. Nous avons sélectionné
des amorces spécifiques permettant d’étudier I’expression des messagers de P2RX7, P2RX7B,
P2RX7H et P2RX7J dans ces fractions cellulaires. Seuls ces variants ont été étudiés car nous
avions mis en évidence ces seuls variants dans les cellules mononucléées du sang périphérique
humain. Il est a noter que, concernant l'isoforme pleine taille P2RX7A il n’a pas été possible
de produire un outil n’amplifiant spécifiquement que cet isoforme, du fait de I'absence de
zone propre de cet épissage alternatif permettant le couplage des amorces de qPCR, ce qui

impose certaines limites dont nous avons tenu compte pour I'analyse de nos données.

Nous avons choisi dans cette étude de démontrer non seulement I'expression du récepteur
dans le LUAD mais surtout sa fonction biologique. En effet, de nombreuses études se sont
attachées a mettre en évidence I'expression du récepteur avec des techniques d’IHC, certaines
utilisant des méthodes soustractives avec des anticorps reconnaissant différents domaines du
récepteur afin d’en déduire les variants d’épissage exprimés et méme I'impact fonctionnel.
Cependant comme nous le discutons, ces méthodes ne permettent pas d’étre formel sur la
nature du récepteur exprimé dans les tissus analysés, puisque le signal de fluorescence
dépend de la spécificité de chaque anticorps, rendant peu commode 'usage de méthodes
soustractives. Nous avons donc choisi d’utiliser un protocole de test fonctionnel en cytométrie
de flux optimisé pour les tissus pulmonaires humains, permettant d’étudier I'ouverture du
large pore membranaire dépendant spécifiquement de P2RX7. En effet, la détection d’un
signal dépendant spécifiquement de P2RX7 signe sa présence dans les compartiments
cellulaires étudiés, cette approche étant appropriée pour la mise en évidence de I'expression
fonctionnelle de P2RX7 dans le LUAD. Cette technique a aussi été adaptée pour étudier
simultanément les fonctions d’ouverture du large pore et d’influx calcique dépendant de
P2RX7 dans un modele d’expression hétérologue sur la lignée HEK293T décrite pour ne pas
exprimer de récepteur P2RX. Une limite importante est liée au fait que le test fonctionnel de
P2RX7 dans ces travaux concerne des cellules en suspension, et il serait également important

de caractériser ces fonctions sur des cellules adhérées a une matrice.

Alors que P2RX7 est exprimé a la fois dans les cellules tumorales et immunitaires, seules les

cellules immunitaires exprimaient un récepteur fonctionnel dans le LUAD. Cette donnée est
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d’autant plus importante que P2RX7 est avant tout exprimé par les cellules de I'immunité, ce
qui corrobore son implication dans 'immunomodulation du MET soulignée par de nombreux
travaux. Nous avons ensuite analysé I'expression différentielle des variants d’épissage de
P2RX7 et avons montré que I'épissage alternatif P2RX7B est particulierement exprimé dans
les cellules immunitaires infiltrant la tumeur, et est associé de facon intéressante a un désert
immunitaire chez les patients présentant les plus hauts niveaux d’expression de P2RX7B. Cette
donnée pourrait conduire a proposer I'analyse de I'expression de P2RX7B par les cellules
immunitaires intratumorales en tant que biomarqueur prédictif d’'un désert immunitaire
tumoral et d’une possible non-réponse a I'immunothérapie par ICl, qui reste cependant a

objectiver.

Sur un plan mécanistique, nous avons montré que P2RX7B impacte négativement la
localisation membranaire de P2RX7 et sa fonction d’ouverture du large pore du fait d’une part
de I'expression vraisemblable d’homotrimeres P2RX7B dans une méme cellule, et d’autre part
de I’'hétéro-oligomérisation de P2RX7AB. La séquence conduisant au désert immunologique
observé chez les forts expresseurs de P2RX7B pose en revanche question. En effet nous
n’expliquons pas pourquoi des cellules immunitaires exprimant I’hétéro-oligomére P2RX7AB
- dont la susceptibilité a la lyse cellulaire induite par ’ATPe est moindre - se trouvent en plus
faible abondance dans la zone tumorale. Nous pourrions présumer que la forme P2RX7AB
impacterait les capacités de différenciation des cellules qui I'expriment. Pour adresser cette
guestion, il conviendrait de définir exactement les populations immunitaires qui expriment
particulierement ce variant d’épissage dans la zone tumorale ; en effet notre protocole
expérimental dichotomisait les populations cellulaires immunitaires et non immunitaires
selon I'expression du CD45%, et cela ne renseigne pas sur le type de cellules immunitaires
impliquées. S'il s’agit de cellules immunitaires suppressives, on peut aisément imaginer que la
surexpression de ce variant par ces derniéres aura une conséquence péjorative sur I’évolution
tumorale, en revanche s’il s’agit de cellules immunitaires antitumorales alors I'expression de
P2RX7B serait providentielle puisque les épargnant de la cytolyse dépendante de I'ATPe.
L'analyse de l'infiltrat immunitaire tumoral et de I’expression par les sous types de cellules
immunitaires de P2RX7B, pourrait apporter des éléments de réponse quant a I'absence

d’infiltrat immunitaire tumoral chez les patients surexprimant ce variant.

124



L'étude présentée en V.B., qui n’était pas le coeur de mon travail de thése, avait pour objectif
d'étudier |'effet d’'une nouvelle molécule activatrice de P2RX7, le HEI3090, sur I’évolution des
tumeurs pulmonaires dans un modele murin. Nous avons utilisé des modeles de souris
immunocompétentes syngéniques de tumeurs et avons montré que l'utilisation de cette
molécule améliorait la SG. Le mécanisme qui conduit a cet effet est associé a I'augmentation
de la production d'IL-18 dépendamment de I'inflammasome NLRP3 en aval de I'activation de
P2RX7, NLRP3 qui a son tour active les cellules T NK et CD4* pour produire de l'interféron
gamma augmentant ainsi I'immunogénicité tumorale. Enfin, |'activation de P2RX7 combinée
a l'inhibiteur de point de contréle immunitaire PD-1 permet la régression de la tumeur, suivie

par |'établissement d'une réponse immunologique mémoire.

Les données de I'étude V.A. montrant que P2RX7 est exprimé et fonctionnel sur les cellules
immunitaires pulmonaires essentiellement, et les données de I'étude V.B. montrant que les
fonctions anti-tumorales de HEI3090 dépendent d’une mise en jeu de réponses immunitaires
anti-tumorales par les cellules de I'h6te et non d’une activation directe du P2RX7 tumoral,
sont en adéquation sur un plan mécanistique. La question de I'action éventuelle du HEI3090

sur P2RX7B exprimé par les cellules immunitaires intratumorales, demeurse ouverte.

VILI. Perspectives

Cette these a permis de positionner P2RX7B comme un nouveau marqueur prometteur dans
le LUAD. L’expression de ce variant par les cellules immunitaires intratumorales est associée
a des tumeurs peu infiltrées et ainsi, nous pouvons présumer que l'expression de P2RX7B

pourrait étre associée a un défaut de réponse immunitaire anti-tumorale dans le LUAD.

D'un point de vue diagnostique et pronostique, ces résultats pourraient constituer un support
intéressant pour évaluer le pronostic des patients et éventuellement inclure ces données dans

le cadre des biomarqueurs de réponse aux immunothérapies.

A visée thérapeutique, l'utilisation de modulateurs pharmacologiques ciblant P2RX7 semble
prometteuse pour cibler le MET, cependant nous ne pouvons pas préjuger si P2RX7B doit étre

modulé positivement ou négativement, puisqu'il s'agit d’un variant "perte de fonction". Nous
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pourrions imaginer que P2RX7B devrait étre activé pour restaurer la fonction du récepteur
dans la tumeur, mais cela est hautement spéculatif en I'absence de données étayant cette
guestion. A court terme, il serait intéressant de caractériser précisément [linfiltrat
immunitaire tumoral du LUAD en identifiant quelles cellules expriment particulierement
P2RX7B, puis de réaliser des expériences mettant en jeu des modulateurs positifs comme le
HEI3090 pour tenter de réactiver les fonctions d’ouverture du large pore de P2RX7B in vitro
et d’en étudier les voies de signalisation d’aval et les conséquences biologiques. A plus long
terme nous pourrions envisager de cultiver les tumeurs humaines par technique en trois
dimensions avec un maintien du flux. Cette approche permet d’assurer la survie des cellules
qui composent la tumeur mais également d’étudier leur évolution (immunitaires, stromales
et cancéreuses) en réponse a des molécules comme le HEI3090. Enfin, nous pourrions
envisager d’étudier I'efficacité de telles molécules sur un modele de souris immunodéprimées
puis reconstituées d’un systéme immunitaire humain et transplantée avec une tumeur

humaine, dans une perspective translationnelle.
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VIll. Publications annexes

A. Revue de Ila littérature annexe N°1. Rationnel biologique de
I'immunothérapie des cancers

Article publié (Revue des Maladies Respiratoires 2018 Feb;35(2):206-222. doi:
10.1016/j.rmr.2017.11.008.)
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Résumeé

Introduction. — L'immunothérapie vise a promouvoir la réponse immunitaire anticancéreuse via une
réEponse IMMURE CONTFE  Cerains  antigénes  tumoraus Etat des connaissances. —
Limmuneosurveillance module Fimmunogenicité des tumeurs. Pour &tre efficace, elle doit comporter
I'activation de wmphocytes T CD4+ et COB+ et de I'immunité innée. Des molécules de costimulation
activatrices et inhibitrices régulent Factivation lymphocoytaire T au niveau de checkpoints de
IFimmunité notamment PD-1/POL1 et CTLA-4. La résistance immunitaire adaptative est un mode de
résistance des tumeurs & I'immunosurveillance par le biais de ces checkpoints. Perspectives. — La
combinaison de plusisurs immunothérapies entre elles ou avec la chimiathérapie et la radiothérapie
et des anticorps contre d'autres molécules de costimulation sont en développement. Le
développement de biomargueurs capables de sélectionner une population cible et de prédire cette
réponse thérapeutigue représente un défi majeur. Le séquenc_age haut déhit des tumeurs pourrait
permettre d'affiner « Fimmunoscore ». Le TCR intratumoral semble représenter un biomarqueur
prometteur. Conclusions. — Le développement de I'immunothérapie pose de nombreus défis et
nécessitera de s'appuyer sur des données de recherche préclinique et translationnelle.

Mats clés

Carcinome bronchique ; Immunothérapie ; Immunosurveillance ; Echap pement ; PD-1 ; PD-L1

INTRODUCTION

L'immunothérapie vise & déclencher la réponse
immunitaire antitumorale naturelle contre les cancers via
une réponse lymphocytaire effectrice et mémoire contre
certains antigénes dominants du cancer du patient. Pour
étre efficace, cette immunité doit comporter I'activation
spécifique de lymphocytes T CD4+ et CD&E+ soit I'immunité
 gcouise =, et probablement la stimulation de Fimmunité
o inmée ®» [1, 2]. Cette avancée thérapeutigue dans le
domaine de I'oncologie est majeure, C'est une approche

originale puisque ce n'est plus excusivemnent la cellule
tumarale qui est ciblée, comme le permettent les
traitements classigues, mais aussi 50mn
microerwvironnement inflammatoire.

Le systéme immunitaire est constitué de plusieurs types
cellulaires capables d'entrer en interaction avec des
antigénes pathogénes du « non soi » (comme un agent
infectieux), mais aussi avec des cellules « anormales »
telles que les cellules cancéreuses. Ces cellules s2
répartissent en deux classes : celles de Fimmunité innée et
celles de I'immunite adaptative.
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Les cellules de l'immunité innée (cellules Natural Killer
[MK], macrophages, neutrophiles) ont la particularité de
réagir trés rapidement et constituent donc la premiére
ligne de défense de Forganisme. Une fois activées, ces
cellules peuvent mobiliser les cellules de Fimmunité
adaptative. La réponse immunitaire innée fait intervenir
en particulier les cellules MK, qui reconnaissent les cellules
tumorales des cellules saines par le bials d'un processus
complexe dexpression de  différentes  maolécules
stimulatrices et inhibitrices. Elles  expriment des
récepteurs cytotoxiques naturels a leur surface (NEpds,
MEp30, NKpd4L, et NEG2D) qui se lient au complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) de classe 1. Larsqu’il v a liaison
entre |e récepteur sur la cellule NK et le CMHI sur une
cellule cible, cette derniére n'est pas mMenacés par la
cellule NE. 5i cette ligison n'a pas lieu, la cellule cible est
lysée. Les maolécules du  stress  cytoplasmigues
comprennent les motifs moléculaires associés aux degats
cellulaires  (DAMPS) comme les protéines du choc
thermigue, les béta-défensines, I'acide urigue, qui sont
des éléments reconnus par des récepteurs, qui peuvent
&tre sur la surface cellulaire, cytoplasmigues, ou solubles
[3]. La libération de ces moléoules du stress oytoplasmigue
active les macrophages et les cellules dendritigues,
entrainant en particulier la production dIl-12, sous la
dependance des « Toll Like Receptors = (TLR), et la
transition vers le systéme d'immunité adaptative [4].

Les cellules de 'immunité adaptative, lymphocoytes B (LB)
et lymphocoytes T (LT), ont la particularité de pouvoir
persister dans I'organisme pendant des mois, et méme des
anneéss, sprés avoir ete activées. Ce sont ces cellules qui
sont responsables de la &« mémoire immunitaire =, un
phénomene essentiel sur leguel repose Iefficacite des
vaccins [3]. Contrairement aux cellules de Iimmunité
innée gui reconnaissent des structures moléculaires
présentes exclusivement chez les microorganismes ou
dans des cellules ayant subi un = stress », les lymphocytes
T reconnaissent des peptides antigénigues issus de la
degradation — par les cellules de Fimmunité innée — de
protéines cellulaires ou microbiennes, mais également de
lz dégradation cellulaire non médiée par le systéme
immunitaire. Ces peptides antigéniques du = soi » sont
présentés & la surface cellulaire par des molécules du
Complexe Majeur Histocompatibilité (HLA chez Fhomme).
Une fois activés, les lymphocytes T proliférent et se
differencient en différentes cellules « effectrices =

lymphocytes cytotoxigues, Iymphocoytes auxilizires, ou

Iymphocytes régulateurs. Afin de limiter leur expansion et
leur activitd, ces cellules sont équipées de mécanismes de
rétrocontrile négatif, les & verrous immunologigues » (&
immune checkpoints =) gui permettent de limiter dans |2
temps la réponse immunitaire et &viter ainsi les
dommages tissulaires qui pourraient en résulter [].

Des données expérimentales montrent que les cellules de
Fimmunité innée et de Iimmunité adaptative exercent
une 5uhleillan|:e du processus  tumoral.  Cette
immunaosurveillance met en jeu a la fois la reconnaissance
d'antigénes tumoraux par les LT et I'activation des cellules
de I'immunité innée. Lorsquiil est efficace, ce processus
permet |3 détection des cellules tumorales dés quielles
gpparaissent et soit leur destruction avant toute
manifestation cliniqgue, soit leur maintien @ I'état de
tumeurs dormantes non évolutives. Cest le principe
autour duguel s'organise 'immunothérapie en tant que
stratégie thérapeutique [1, 2, 7).

Le traitement du cancer bronchique a significativement
evolué lors des quinze derniéres années, notamment suite
au développement de thérapies ciblant des voies de
signalisations oncogénigues, en particulier les inhibiteurs
de tyrosine kinase de la woie de FEGFR [récepteur du
facteur de croissance épidermigue) et les inhibiteurs d* ALK
[gnaplastic lymphoma kinase) [8, 9]. Ces maolécules
peuvent induire des réponses cliniques majeures dans
certaine  types  tumoraux  exprimant  ces  cibles
oncogenigues. Cependant, ces réponses sont transitoires,
avec un échappement tumoral constant et une rechute
[10]. De plus, elles béneficient @ un nombre restreint de
malades dont la tumeur présente une anomalie spécifique
de 'EGFR (environ 10 8 15 %) ou ALK {3 & 5 %) [11, 12].

Jusqu'a ces dernigéres années, le cancer bronchigue n'était
pas considéré comme un cancer particulidfrement &
immunogéne », alors que |z présence de cellules
immunitaires dans son microenvironnement a 8té mise en
gvidence depuis de nombreuses années [13]. C'est la
découverte  d'antigénes  associés aux  Tumeurs
bronchopulmonaires [1, 2] et la reconnaissance des
antigénes tumoraux par ces derniéres, qui a permis
d'étayer et de soutenir Fhypothése d'un cancer
bronchique « immunogéne ». Le développement et les
succes de limmunothérapie du cancer ont conduit & une
meilleure compréhension de immunité anti-tumorale. |1
existe une relation triangulaire entre les  cellules
tumorales, le systéme immunitaire de 'hite, et le
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microenvironnement tumaral, et catte relation déterming
les mécanismes de contrdle et d'échappement tumaoral au
cours de I'histoire naturelle de la maladie [1, 2]. Cette
dynamigque peut &tre modifide favorablement par les
immunothérapies ciblant la  tumeur etfou son
microenvironnement. Différentes molécules ont été
récemment évaluées chez des patients présentant des
tumeurs bronchigues de stade avancé etfou résistantes
aux traitements classiguement utilisés, et montrent des
résultats remarguables avec en particulier des réponses
prolongeées dans le temps [14].

Il. ROLE DU SYSTEME
CONTROLE TUMORAL

IMMUMITAIRE DAMNS LE

Les etapes clefs impliguées dans une réponse immune
antitumorale efficace ont été décrites et illustrées par
Chen et Mellman, constituant « le oycle de Iimmunité
contre le cancer » [15] (Figure 1).

Brigvement, les antigénes du o soi » tumorawx qui
apparaissent sont capturés par les cellules dendritiques du
microenvironnement tumoral. Suite & leur activation, ces
cellules  dendritiques  migrent wia les  vaisseaux
Iymphatigues vers les ganglions lpmphatiques qui drainent
la tumeur. C'est dans ces ganglions qu'elles présentent les
antigénes tumoraux aux lymphooytes T o2 qui conduit &
leur activation et a leur différenciation en lymphocoytes T
effecteurs. Ces lymphocoytes T effecteurs quittent les
ganglions Iymphatigues via les vaisseaux lymphatigues
gfférents pour 52 retrouver dans la circulation sanguine,
puis dans les vaisseaux sanguins irfiguant les tumeurs. lls
peuvent ainsi infiltrer le lit tumoral au travers de multiples
processus impliguant des interactions intriquées entre les
lymphocoytes T et les cellules endothélizles, puis migrent
dans la tumeur par voie trans-endothéliale [16].

Urne fois que les lymphooytes T anti-tumoraux ont infiltré
le lit tumoral, ils peuvent reconnaitre et deétruire les
cellules tumaorales, ce gui a pour conséquence le relargage
d’'antigénes tumoraux supplémentaires et Famplification
de |la réponse immunitaire [7, 17). La lyse des cellules
tumorales par les lymghocytes T anti-tumoraux met en jeu
plusicurs mécanismes moléculaires, parmi lesquels i) la
libération de molécules oytotoxiques (perforine,
granzyme, etc) a partir de granules préformés et i)
lactivation des woies de signalisation en aval des

récepteurs de molécules de Iz famille du THNF (facteur de
necrose tumorale) et notamment Fas et Trail [7].

Les modeles murins ont clairement démontré que les
lymphocytes T jougient un rdle déterminant dans le
contrile de la croissance des tumeurs, gue celles-ci
BPParaissent spontanément ou ConsECUtivemEnt & une
exposition @ des carcinogénes [18].

Sur le plan clinigue, les données obtenues en caractérisant
les cellules immunitgires intra-tumorales ont montré que
la présence de lymphocoytes T mémoires, de Ilymphooytes
T helper type 1 (gui correspondent @ des lymphocoytes T
CO4+ non cytotoxigues sécrétant principalement de
Finterféeron gamma et de IIL1 et qui ont pour rdle de
potentialiser la réponse T cytotoxigue)], de Iymphocytes
cytotaxiques CD8B+ et de cellules MK CD57+ était associés
@ une survie plus importante des patients. Ceci démantre
le réle déterminant de ces cellules dans le contrdle de la
progression tumorale [15-22].

Les &tudes fonctionnelles de la réponse immunitaire
impliguée dans I'immunosurveillance des cancers ont
MONTre Que Cette réponse met &n jeu un réseau complexe
de cellules intervenant dans la réponse immunitaire innée,
dont les cellules NE et les macrophages, et dans |a réponse
immunitaire adaptative, dont les lymphocytes T CO8+ ou
CO4+ exprimant le récepteur af =t les cellules MKT. Les
lymphooytes T 96 sont des lymphooytes T non
conventionnels impligués & |a fois dans la réponss innée et
adaptative de I'organisme, ils possédent un TCR composé
des chaines y et §, n"ont pas besoin gue les molécules du
CMH présentent I'antigéne afin qu'il soit reconnu, &t sont
activés en présence d’ll-2 [23]. lls ne sont donc pas
influencés par la résistance 3 I'immunoediting conférée
par la perte du CMH des cellules tumorales, ce qui en fait
des outils potentiellement intéressants sur um plan
thérapeutique. Contrairement aux lymphocytes T pouvant
identifier les cellules tumorales en reconnaissant les
antigénes tumoraux présentés par les molécules du ChH,
les cellules MK ne reconnaissent pas ces antigénes, mais
peuvent &tre activées par des signaux de stress ou de
danger. Ces protéines sont exprimées par les cellules
tumorales en réponse aux altérations de leur ADM et
reconnues par des récepteurs actives des NE dont le
récepteur NKG2D [24].

La réponse immune joue un rdle majeur dans la défense
de I'organisme contre les tumeurs, et est probablement
responsable du contrdle de la croissance tumarzle dans
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une grande majorité de tumeurs, en particulier lors de la
phase initiale de tumarigenése.

Cependant, sous |'effet des mutations génétigues liges a
Finstabilité  génomique, et des  maodifications
épigénétiques de IPADN et des histanes, les cellules
tumaorales, dont I'origine est monodonale, se diversifient
£n sous-populations hétérogénes. Cette propension & sa
diversifier dépend de leur capacité invasive propre, de leur
sensibilité et de leur résistance au traitement entrepris.
Leur capacité a induire une réponse immunitaire et leur
sensibilité @ cette réponse dépend également des
variations génétigues et épigénétiques gui leurs sont
propres [25].

Limmunosurveillance peut moduler [« éditer =)
Fimmunogénicitd  des  tumeurs en  supprimant
sélectivement les cellules exprimant fortement les
antigénes reconnus par les lymphocytes T et de ce fait les
plus senzibles a la réponse immunitaire, et en
sélectionnant les clones cellulaires les plus résistants a
Fimmunosurveillance. &insi, les tumeurs développées
chez des patients immunocompétents sont des tumeaurs
gditées, provenant de cellules ayant  résisté &
IFimmunosurveillance et dont la descendance a hérité de
cette résistance immunitaire adaptative [26].

Les relations complexes entre Pimmunosurveillance et
Féchappement des cellules tumorales a la destruction
meédiée par le systéme immunitaire peuvent aboutir a trois
scénarios que le groupe de Schreiber a classifiés comme
constituant les trois &= £ » de limmunosurveillance
Elimination — Equil'lbre - Echappement (Figure 2) [27, 2B].

La premiére phase est celle de I'élimination des cellules
tumorales. Cette destruction survient généralement a un
stade précoce de I'oncogengse, avant que la tumeur soit
détectable cliniquement [29]. Des cas exceptionnezls da
régression compléte spontande de cancers établis ou
méme métastatigues ont &té rapportés, notamment dans
les mélanames [30].

La seconde phase est instauration d'un équilibre entre |2
renouvellement des cellules tumorales et leur Elimination
par le systéme immunitaire. Cette £tape peut s prolonger
pendant plusieurs années de latence, durant lesquelles la
tumeur peut &tre contrilée et maintenus a son site
d'origine. Mais cet équilibre peut Etre aboli par une
gvolution des clones cellulaires du fait de |a plasticité de
leur génome, conférant une résistance progressive envers

IFaction suppressive du systéme immunitaire ou par une
défaillance des mécanismes d'immunaosurveillance [27].

La troisiéme phase est représentée par I'échappement des
cellules tumorales qui s'évadent du  contrdle de
Fimmunaosurveillance, s2 multiplient et envahissent les
tissus environnants ou disséminent & distance [27]. Cette
étape induit un climat d'immunotolérance favorable & la
croissance  tumorale. Le  tumorigenése est  alors
enclenchés, et la tumeur devient détectable st
symptomatique cliniquement. Des travaux récents ont
permis de mettre en é&vidence le rdle clef du
microenvironnement tumoral et des caractéristigues
biologigues de son architecture dans I'évolution vers une
dissémination métastatigue [31, 32].

Le dialogus établi entre les cellules tumorales et leur
microenmvirannement pendant la période de
développement et oroissance d'une tumeaur produit uns
empreinte gui est reproduite aux différents sites de
développemeant du cancer [33].

Il faut nater que chague type de tumeur a son individualité
immunologique et sa propre  réponse  a
Fimmunosurveillance, conduisant & une grande variabilitd
de la réponse ou la résistance des cancers a
Fimmunosurveillance et ainsi a 'immunothérapie [34, 35].

M. MECAMISMES D'ECHAPPEMEMNT A

L'IMMUNCSURVEILLAMCE

Plusieurs acteurs sont impliqués dans I"échappement
tumoral 3 I'immunosurveillance : 1a cellule tumorale elle-
méme, les cellules immunitaires et les cellules du stroma
[1, 25].

Les cellules tumorales ont une identité moléculaire
antigénigue propre. Cette identitd correspond  aux
antigénes tumoraux. Ces derniers sont relargués lors de la
lyse cellulaire tumorale (phase 1 du cycle du cancer de
Chen et Mellman), interceptés par les  cellules
présentatrices d'antigéne (phase 2 du cycle du cancer)
puis présentés aux lymphooytes T qui se polarisent et
s'activent (phase 3 du cycle du cancer) [15, 36]. Ces
lymphocytes activés migrent au niveau du site tumoral
[phase 4 du cycle du cancer), infiltrent la tumeur [phase 5
du cycle du cancer) puis reconnaissent les cellules
tumorales (phase & du cycle du cancer) pour les tuer
[phase 7 du cycle du cancer] [15].
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Mombre de ces antigénes sont exprimes & certains niveaux
dans les ftissus sa3ins, notamment dans les cellules
immuneas périphérigues et dans le thymus, ce qui conduit
a une tolérance immunologique dans le  cadre
d'interactions majeures  entre peptide, CMH, =t
récepteur T pour Iantigéne (T-cell receptor ou TCR). La
tolérisation de ces lymphocoytes T engendre une spécificité
d'interaction plus faible, ce qui a pour effet de limiter
I'efficacité de la réponse immune anticancéreuse. D'autres
antigénes résultent des mutations génétiques aléatoires
affectant les cellules tumorales au cours de 'oncogenése.
Ces néo-antigénes « du soi modifié » sont restreints & des
tumeurs individuelles et peuvent générer des réponses
immunitaires plus importantes gue les  antigénes
communs & du soi ®, mais leur détection est rendue plus
difficile du fait de |leur caractére plus spécifigue, en effet
cette interaction nécessite une specificitd optimale entre
I'épitope de I'antigéne et son site de ligison sans quaoi la
détection antigénigue ne peut pas avoir lieu [37]. La
stimulation prolongée des lymphocoytes T provoquée par
l2ur expaosition permanente aux antigénas tumoraux peut
induire un état dimmunotolérance consécutif & la
disparition ou & I'inactivation des lwmphocytes T capables
de reconnaitre ces antigénes ou & leur conversion en
lymphooytes T régulateurs (Treg) IMMUROSUpDresseurs
[38, 39]. Le phénotype des cellules tumarales est modifié
par pression de sélection du systéme Immunitaire qui va
sélectionner des wvariants de résistance a I'attague
immunologique par différents mécanismes (perte de
Iexpression de molécules impliguées dans la présentation
de I'antigéne HLA ou de lantigéne reconnu par les
lymphocytes T) [40-42]. Elles peuvent aussi réduire
I'expression des ligands de NKG2D (natural killer groupe 2
D) ou diminuer 'expression du réceptewr MEGZD a la
surface des cellules MK, récepteur activateur de la oytolyse
antitumorale des Matural Killer, sous la dépendance de
ligands, dont certains sont exprimés par les cellules
tumorales [43].

Les cellules tumaorales peuvent échapper & la lyse induite
par le systéme immunitaire en augmentant Fexpression de
protéines anti-apoptotiques [44]. Les cellules tumorales
vont modifier le phénotype des lymphooytes T qui vont
devenir anergiques ou non fonctionnels et ne seront plus
capables d'exercer un role oytotoxique vis-a-vis de la
cellule tumorale. Elles peuvent exprimer lindoleamine-
2 3-dioxygénase (IDD), une enzyme peErmMettant la
dégradation active du tryptophane, un acide aming

nécessaire & la survie des lymphocytes T, et génére la
kinurénine qui altére les fonctions antitumorales de ces
lymiphooytes [45].

Les caractéristiques biologiques définissant I'état tumoral
d'une cellule, décrites en 2000 par Hanahan et Weinberg,
s0nt &u nombre de six et ont initialement &té considérées
comme indépendantes les unes des autres. || s'agit de -
indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération,
'échappement & linhibition de la prolifération, la
résistance a la mort cellulaire, une capacité de réplication
infinie, une néoangiogensse induite, t une activation des
mécanismas d'invasion locorégionale et a distance [46].
De nouvelles & caractéristiguess ont secondairement &té
ajoutdes 3 cette description, notamment © la capacité de la
cellule & échapper au systéme immunitaire, le rdle
potentiel de linflammation chronique, les mutations et
I'instabilité génétigue, et la dérégulation du métabalisme
cellulaire énergétique [47). C'est alors gue ces «
caractéristiquess ont  Eété  considérées  comme
dépendantes les unes des autres mais également
dépendantes du systéme immunitaire de Fhote, du
microenvironnement  tumoral et du  métabolisme
énergetigue. La déprivation en nutriments et 'hypoxis
tissulaire est capable de maodifier les caractéristigues des
compartiments  immunitaires et tumoraux.  La
compréhension de Fimmunité anti-tumarale ne reposs
ainsi pas exclusivement sur le déchiffrage de I'onco-
immunclogie et des checkpoint de limmunité, mais
également sur la connaissance de linfluence du micro-
environnement tumaoral, de son métabolisme, et de ses
caractéristigues.

En situation physiologigue, les antigénes tumoraux sont
reconnus par les TCR (Phase 3 du cycle du cancer) [15].
L'activation de ces récepreurs nécessite des molécules de
costimulation activatrices (CD27, CD2B, etc) et ¢z
processus est régulé par des molécules de costimulation
inhibitrices (PD-1, Tim-3, CTL&-4, Lag-3) qui, aprés [iison
aver leurs ligands respectifs [PD-L1, Galectine-S, CDSEQ,
molécules du CMWH de classe 2) inhibent 'activation des
lymphooytes T. Dans une tumeur, cette inhibition des
lymphocytes T persiste de fagon pathologique sous forme

de costimulation inhibitrice chronigue, freinant
Fimmunité antitumorale. C'est ainsi gue la leves
d'inhibition par les NoUVEaUx traitements

d'immunothérapie bloguant PD-1 ou PD-L1, permet de
rétablir I'activité antitumorale des lymphooytes T en leur
faisant guitter leur état guiescent [48-507.
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Les cellules tumorales peuvent exprimer a leur surface
d'autres molécules inhibant l'action cytotoxique des
lymphooytes T et des caellules MK, comme HLA-G ou HLA-E
[51, 52].

Les cellules tumaorales peUVENt Créer un environnement
favorable & |a tolérisation des lymphooytes en produisant
ou  en induisant |2 sécrétion  de molécules
immunosuppressives & large spectre  (IL-10, TGF-R,
récepteur soluble a PIL-Z ou & I'IL-15, etc.), gui suppriment
les fonctions antitumorales des hymphooytes T et des
cellules MK [53-55].

L'échappement des cellules tumaorales a
Fimmunosurveillance  peut  &tre  favorisé  par e
recrutement dans le microenvironnement tumoral de
cellules immunosuppressives (Treg, cellules myéloides
suppressives ou « myeloid derived suppressor cells » en
anglais  (MDSC), certaines  cellules  dendritigues
tolérogénes, macrophages de type M2, neutrophiles de
type M2Z) [25, 48, 56, 57].

Il existe une association entre la présence dune
infiltration tumaorale par ce type de cellules immunes et le
pronostic défavorable des patients atteints de cancer
broncho-pulmonaire [56, 58-61].

En présence d'IL-6, le TGF-B produit par les cellules
tumorales, favorise le développement de lymphocytes T
régulateurs caractérisés par I'expression des molécules de
surface CD4 et CD25 et du facteur de transcription Foxp3
[52].

Leur stimulation inhibe les fonctions des lymphocytes T
cytotoxiques, mais  aussi  celles d'autres  cellules
immunitaires  antitumorales comme  les MK,  les
macrophages, les cellules dendritigues et les lymphooytes
B, pour prévenir la destruction des cellules tumorales. Les
Treg expriment constitutivement des molécules co-
stimulatrices inhibitrices dont notamment CTLA-4, un
récepteur des molécules BY apparenté au co-récepteur
CD28, mais aussi PD-1 et PD-L1. L'expression de CTLA-4
peut Etre aussi induite sur les lymphocytes T CD4+ et CDB
effecteurs et contribuer & leur anergie [63].

Les MD3C sont des cellules myéloides immatures induites
par les cytokines pro-inflammatoires produites par les
cellules tumorales, telles que le GM-CSF, FIL-1B, IIL-6, la
PGE, et le VEGF. Les MDSC constituent une population
hétérogéne rassemblant des monooytes et des
polynucléaires neutrophiles capables  dinhiber  les

fonctions des lymphooytes T effecteurs et favorisent la
génération des Treg & partir de |lymphocytes T
indifférenciés [64].

Pour exercer leur activité immunosuppressive, les MDSC
ne doivent pas seulement s'accumuler dans le it tumoral,
mais également &tre activées. Plusieurs facteurs, dont la
plupart sont produits par les cellules du stroma tumaoral et
par les lymphocytes T, comme INF-y, FIL-4, IIL-13, |2
TGFR, mais aussi certaines fractions du complément, sont
capables d'activer différentas voies de signalisation dans
les MDSC, s‘appuyant en général sur les facteurs de
transcription STATL, STATS et STATS, et NF-xB [65].

La compréhension de ces différents mécanismes a conduit
récemment a des avancées thérapeutiques importantes
en  immunothérapie.  Plusieurs approches  sont
actuellement en cours de développement ou de validation
clinigue [7]:

- Les anticorps anti — & immune checkpoints =,
notamment |2 blocage de CTLA-2 et de la voie PD-1/PD-L1,
dont les indications thérapeutiques validées pour certains
cancers tendent a s'Elangir.

- Les waccine anti tumoraux consistent en une
injection d'antigéne tumoraux, et relévent davantage
gujourd’hui du domaine de la recherche, bien gue le vaccin
# sipuleucel » contre |2 cancer de |la prostate bénéficia
d'une autarisation de mise sur le marché par la Food and
Drug Administration mais dont le codt reste prohibitif en
rapport avec un bénéfice modéré sur la survie ;

- L= transfert de Iymphocytes T spécifiques
d'antigénes, appelé thérapie adoptive, qui reléve du
domaine de la recherche ;

- L'association de différentes immunothérapies
entre elles ou avec des chimiothérapies conventionnelles
ou avec la radiothérapie, avec de nombreux essais en
cours [htrps:f/dlinicaltrials.gov/).

Des réponses thérapeutigues durables ont été obtenues
grace aux traitements par anticorps anti-P0-1/0-L1 dans
plusieurs types de cancers en phase métastatique
(poumon, mélanome, vessie, rein, prostate, sein, cdlon,
téte et cou, ymphomes) [66-73].

Dans des modéles murins, I'inhibition combinée de CTLA-
4 et de PD-L1, ou de LAG-3 et PD-1, ou |z déplétion de
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cellules Treg combinge a la réduction de leur prolifération
homé&ostatique pour inhiber I'anargie des lymphooytes T,
ont démontré leur potentiel de synergie daction [74].
L'assodiation d'immunothérapies dhblant les checkpoints
gst actuellement une piste prioritaire dans les essais
cliniques pour la prise en charge thérapeutique des
patients atteints de cancer broncho-pulmonaire.

IV VIOIE PD-1/PD-L1

FD-1 est une protéine transmembranaire de type |
immunorégulatrice appartenant a la superfamille des
immungglobulines (5Flg) (= famille CD2E et B7 =), gui est
codée par |l géne PDCDL [75]. Il est Fun des plus
importants récepteurs co-inhibiteurs exprimés par les
lymphooytes T. %a structure comporte un domaine IgVv
extracellulzire (gui partage 21 & 33 % de sa séquence
génétigque avec CTLA4, CD2B et ICOS), un domaine
transmembranaire  hydrophobe, et un domaine
intracellulaire basé sur un motif de tyrosine Kinase
inhibitrice et un motif de tyrosine kinase régulatrice. PD-1
a deux ligands : PD-L1 (B7-H1/CD274) et PD-LZ (B7-
CO/CD273). PD-L1 est exprimé par l2s lymphocoytes T et B,
les cellules dendritiques, les macrophages, les cellules
endothéliales, et les cellules des flots pancréatigues. PD-1
et son ligand PD-L1 jouent un rdle def dans I'"échappemeant
tumoral et dans I'entretien d'un microenvironnement
tumoral et de I'évolution de |a tumeur.

Deux isoformes de PD-L1, dépendant de wvariants
d'épissage, existent chez I'homme [75]. Un variant
t'épissage dont l'isoforme est localisée au niveau du
systeme endomembranaire, a une fonction inconnue mais
cette isoforme semble awoir la particularité d'&tre
incapable de se lier au récepteur PD-1 [78]. L'isoforme
compléte de PD-L1 lui permet quant & elle de se fixer 2 son
recepteur PO-1 [75, 77).

& I'état physiologigue, PD-L1 et PD-L2 sont exprimés sur
les cellules présentatrices de 'antigéne, les lymphooytes T
activés, et de nombreux types tissulaires avec une
EXpression spontanés dans le coeur, le poumon, le foie, |2
placenta, et un niveau faible d’expression dans la rate, les
ganglions lymphatiques, le thymus, et une absence
d'expression dans le cerveau [78, 79]. Cette expression
partagée par les organes lymphoides et non lymphoides
suggére que l'axe PD1-PD-L1/2 est impligué dans une
modulation de la réponse immunitaire dans les organes

lymphoides secondaires et dans les organes concernes par
cette expression [B0].

Dans le tissu tumeral, la distribution de PD-L1 et PD-L2 &
pu Etre dichotomisée en fonction des différents types
tumaraux. Les cancers du poumecn, peau, colon, vessie,
sein, cancers épidermoides de la téte et du cou, rein,
estomac, gliaux, surexpriment PD-L1. Les cancers de
Ioesophage, de I'ovaire, et du pancréas surexpriment soit
PD-L1 sgit PD-L2 [BO]. Les cancers surexprimant le plus PD-
L1 sont en premisr lieu : le mélanome, le cancer du
poumon non & petites cellules-CMNPC, et le cancer du rein
[49, 81-83]. Dans ces tumeurs, PD-L2 est moins exprimés
gue PO-L1.

Environ 20 @ 40 % des patients atteints de CHMPC ont une
forte expression de PD-L1, défini par une expression
membranaire sur au moins 50 % des cellules tumorales,
seuil choisi dans les essais clinigues récents évaluant le
pembrolizumab, anticorps ciblant 1a voie PD-1/PD-L1 [56,
70].

Le couple PD-1/PD-L1 a pour rdle physiologique de réguler
négativement la réponse immunitaire. || agit & différents
stades de |la maturation kymphocytaire intra-thymique.
FD-1 est impliqué dans le développement d'un pool
lymphocytaire T matures et dans la tolérogenase d origine
centrale, en exergant une pression de sélection négative
sur le complexe pré-TCR/CD3 des thymocytes CO4-/CDE-
[84].

PD-1 agit également en périphérie a plusieurs niveaux, et
notamment sur les clones lymphocytaires auto-réactifs
ayant survécu a cette pression de sélection, en supprimant
le signal immunitaire activateur. Les  cellules
présentatrices de I'antigéne wont exercer um pouvoir
tolérogéne par délétion ou anergie des lymphooytes T
naifs, sous la dépendance de I'axe PD-1/PD-L1. Le déficit
en PD-1 entraine g contraric une hyperactivation
lymphocoytaire T auto-réactive [B5].

FD-1/PD-L1 sont exprimés par les lymphooytes T reg
CD4+Foxp3+. Le TGF-P induit une différentiation de ces
CD4+Foxp3+ naifs en lymphooytes T régulateurs, et
Iimteraction entre PD-1 et PO-L1 favorise leur survie dans
le temps [B86].

PD-1 régule par ailleurs Ia fonction effectrice et le maintien
des lymphocyte B activés, en permettant le maintien
fonctionnel des plasmocytes médullaires 1gG+, &t en
agissant  sur la commutation des classes

134



d'immuncglobulines et 'hyper mutation somatique [B7,
BE].

L'expression physiopathologique de PD-L1 est sous la
dépendance de mécanismes de contrdle intrinseque et
extrinséoue [48].

Les mécanismes de contréle intrinséque comprennent
Finactivation du géne suppresseur de tumeur PTEM
conduizant a I"activation de la voie PI3K/AKT et du facteur
de transcription STAT3, lactivation de la wole de
signalisation de Foncoprotéing EML4-ALK, via STATS et
ERK [BS%-31]. Lactivation simultanée de KRAS et
Finactivation de Lkb1/5TK11 (kinase hépatigue B1, aussi
nommée sérine-thréaning kinase 11, correspondant & un
géne suppresseur de tumeur présent chez tous les
gucaryotes) sont impliguées dans la formation des
carcinomes  épidermoides  pulmonaires, tandiz que
Finactivation de PFTEM et de Lkbl conduisent au
développement de carcinomes épidermoides pulmanaires
avec une surexpression de PD-L1 [21]).

La stimulation du TCR et du BCR (B cell receptor) induit
I'expression de PD-L1 sur les lymphocytes T et B. Les
interleukines IL-2, IL-7, et IL-15 induisent I'expression de
PO-L1 sur les monocytes. Linterleukine IL-21 accentus
I'expraszion de PD-L1 sur les monocytes mais pas sur les
lymphocoytes T. L'IL-21 est Ia seule a favoriser I'expression
de PO-L1 sur les lymphocytes B, UIFN-y induit 'expression
de PD-L1 sur les lymphocytes T CDE+, les monocytes, et les
cellules dendritigues [£2, 93].

Il a été démontré que Fhypoxie tissulaire induit une
surexpression de PD-L1 sur les cellules tumorales et sur les
cellules dendritigues myéloides, en empruntant |es voies
de signalisation médides par HIF-1a. Dans une tumeur, la
néoangiogenése erratique, le développement du strama,
et |3 croissance tumorale, sont propices & cette hypoxie
[94, 85].

Un modéle murin @ &€ utilisé pour étayer la notion
d'échappement tumoral dans les adénocarcinomes
pulmonaires. Il @ &té récemment montré que I"activation
de la signalisation dépendante d'EGFR induit la
surexpression de PD-L1 [96]. Dans ce modéle, un
traitement inhibiteur spécifique d'EGFR &tait administré,
ce gui diminuait Fexpression de PD-L1 induite par
mutation activatrice &'EGFR, et a permis de restaurer la
fonction des lymphocytes T et d'assister & une survie
prolongée  des  souris  atteintes  d'adénocarcinome

pulmonaire exprimant une mutation d'EGFR [96]. Cette
gtude a démontré pour la premiére fois I'existence d'un
mécanisme  diinduction de I'expression de PD-L1
oncogéne-dépendante, pouvant jouer un role dans
I'échappement tumoral des adénocarcinomes
pulmonaires. Cependant il a été également maontré
récemment, lors d'une &tude clinigque, que les altérations
de FEGFR ou de ALK sont associées une expression
moindre de PD-L1 et 3 un infiltrat en CO8 plus faible [97].

Les cellules cancéreusss surexpriment PD-L1 et PD-L2,
lesquels se lient au récepteur PO-1 des lymphocytes T,
inhibant leur activation et induisant [|"échappement
immunitaire de la tumeur. La voie PD-1/PD-L1 régule
Fimmunosuppression  par  plusieurs  méecanismes
induction de Papoptose des lymphocoytes T activés ;
anargie lymghocytaire T ; stimulation des cellules T
régulatrices ; inhibition de la prolifération des
Iymphocytes T ; inhibition de I"activation des lymphocoytes
T ainsi gue de la production de I'IL-2.

Les anticorps bloguant PD-1 ouw PD-L1 ont fait leur
apparition dans lParsenal thérapeutique du cancer
broncho-pulmonaire avancé. Lactivité clinique de ces
traitements est liée & l'expression de PD-L1 et de
Finfiltration T CD8 dans le microenvirennement tumoral
[E9].

Le blocage thérapeutique de la voie PO-1/PD-L1 modifie le
microenvironnement tumoral et stimule la réponse auto-
immune endogéne antitumorale (Figure 3) [98]. Plusisurs
anticorps ciblant PO-1 sont actuellement disponibles
nivalumab [Bristol-Meyers Squibb), qui est un anticorps
mongclonal humain de lgG4 ; le pembrolizumab (Merck)
gui est un anticorps monoclonal humanisé hautement
sélectif ayant une activité contre PD-1 et contenant une
mutation & C228P. En Ze ligne de traitament, |2 nivolumak
a montré un taux de réponse de 19 % dans les CNPC
prétraités avec une survie globale d 1 an de 51 % versus 39
% avec le docetaxel, et & 18 mois de 39 % versus 23 % avec
le docétaxel [99).

Récemment, un essai clinigque multicentrique de phase 1l
a validé I'utilisation du pembrolizumab pour le traitement
en le ligne des patients atteints de CBNPC avancé
exprimant PD-L1 [70].

Une autre approche basée sur des anticorps bloguant PD-
L1, notamment Fatézolizumab (Roche/Genentech) et le
durvalumab (AstraZeneca) font Egalement I'chjet de
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developpement clinique avec des résultats prometteurs
[100, 101].

L'hypothése est que I'utilisation de PD-L1 comme cible
thérapeutique pourrait &tre accompagnee de moins de
toxicité en partie en modulant sélectiverment la réponse
immunitaire dans le microenvironnement  tumoral,
cependant les résultats d'une méta-analyse de 2016 ne
montrait pas de différence de toxicité entre ces deux
traitements chez des patients traités pour un CNPC [48].

Les anti-CTLA-d constituent wune autre approche
d'immunothérapie ciblant les checkpoint de Fimmunité -
le CD28 situé & la surface du lymphocyte interagit avec ses
ligands B7-1 et B7-2 exprimés sur les CPA. CTLA-, exprimé
sur les lymphocoytes T auxiligires, se lie a B7 et exerce un
signal de costimulation inhibiteur sur les lymphooytes T
oytotovigues, le CTLA-4 ayant une bien meilleure affinité
aver ce ligand que le CD28. Le blocage thérapeutique par
Ipilimumab de la voie CTLA-4-B7 a fait ses preuves
d'efficacité en traitement du mélanome métastatique
[102, 103]. Le tremelimumab est placé en tant gque
molécule orpheline pour la prise em charge du
mésothéliome [104]. L'utilisation des anti-CTLA-4 dans |2
cancer du poumon  fait lobjet d'essais  clinigues,
notamment en assodiation avec les anti-P0-1, afin de
combiner la levée d'inhibition sur les lymphocytes T
oytotoxiques par synergie d'action sur les checkpoints, et
de favoriser la mort cellulaire des Iymphooytes T
régulateurs qui peut s'observer avec certaines molécules
anti-CTLA-4 [105-107]).

Le blocage thérapeutique de |a woie PO-1/PD-L1 dans les
CPMPC ne s'awvére efficace [em premiére ligne ou en
deuxieme ligne de traitement) gue pour certains patients.
Le défi actuel est de pouvoir distinguer la population des
patients répondant & une telle approche thérapeutique.
Ainsi se pose la guestion d'utiliser des biomarqueurs
capahles de prédire cette réponse thérapeutique. Ces
biomarqueurs pourraient étre utilisés comme test «
COMpagnon ® ou comme test « complémeantaire » d'une
molécule theérapeutigue [108]. De plus, Pefficacité du
blocage de la woie PD-1/PD-L1 est tempérée par la
survenue d'effets indésirables rares mais potentiellement
graves. Par ailleurs, le colt trés élevé des anticorps
monoclonaux lance un défi Ethigue et les enjeux
gconomiques sont réels, ce qui impose de préciser des
biomarqueurs prédictifs du blocage PD-1/PD-L1 afin de
salectionner au miewx |es patients cibles [1, 2].

LUexpression tumerale de  PD-L1  analysée  par
immunohistochimie représente a ce jour Ia seule apprachs
a court terme a proposer en oncologie thoracigue comme
biomargueur prédictif de Fimmunothérapie ciblant Faxe
PD-1/PD-L1 [109-111].

Cependant, certains patients ne  présentant  pas
d'expression de PD-L1 peuvent parfois répondre aux anti-
PD-1/PO-L1 et & I'inverse il existe un pourcentage assez
important de patients exprimant fortement PD-L1 avec
t'emblée une résistance au traitement. Un autre écueil est
certainement la grande hétérogéngité  d'expression
tissulaire de PD-L1 qui peut faire sous-estimer le statut PO-
L1 sur un échantillonnage biopsique par rapport a
'ensemble de la tumeur [112, 113].

Ainsi ces tests compagnons ou complémentaires bases sur
Fimmunohistochimie ne sont pas parfaits mais devront
étre probablement largement utilisés, en particulier
lorsque les différentes molécules vont obtenir une AMM,
notammeant pour une premiére ligne de traitement [109].

W, PERSPECTIVES

Longtemps restée marginale, avec ses adeptes et ses
détracteurs, I'immunathérapie fait aujourd’hui la preuve
tangible de son efficacité. Alors gue I'importance de la
charge mutationnelle des tumeurs 3 longtemps été
associée & l'idée conceptuelle d’un caractére pronostic
pejoratif,  Iimmunothérapie  utilise cette  charge
mutationnelle pour activer la réponse immune adaptative,
boostée par la diversité antigénigue tumorale [114]. Cette
efficacité  reste  intrinségquement  lige &  I'état
d'immunogénicité de la tumeur. La tumeur devrait donc
Etre considérée non plus comme une entité propre, mais
devrait &tre étudiée dans son microenvironnement et
dans sa relation avec le syst&éme immunitaire de I'hote,
intégrée dans I'histoire cinique et thérapeutique du
malade. La mise en évidence de biomargueurs prédictifs
intégrés afin o' établir un & IMMUNOsCore » représente un
facteur pronostigue  majeur  prédictif | de  réponse
thérapeutique et de survie des patients [2]. Différents
margueurs  reflétant  une  immunité  antitumorale
préexistante au traitement tels Finfiltration par les
lymphocytes T CO8+ exprimant PD-1 et 'expression intra-
tumorale d'IFM-y semblent &tre également correlés 3 une
meilleure réponse clinigue aux anticorps anti-PO-1/PD-L1
[115]. L'éguipe de Galon a défini un immunoscors
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appliqué & la pathologie tumorale coligue, dont Fimpact
pronostigue pourrait tre plus important que celui de la
classification TNM seule, s'intéressant en particulier aux
composantes  de  linfiltrat immun du micro-
environnement tumoral [47]. U'équipe de Teng a étudié
Finfiltrat lymphocytaire tumoral (TIL) et son association ou
non a 'expression de PD-L1, afin de distinguer guatre
types de micro-environnements tumoraus - PO-L1+/TIL+,
FD-L1-/TIL-, PD-L1+/TIL-, PD-L1-/TIL+, associés & une
valeur prédictive de réponse {tumeur dite = chaude ») ou
de non-réponse  (tumeur dite «  froide ») A
Fimmunothérapie [116]. Le séquencage génomique & haut
débit des tumeurs est quant a lui en passe de bouleverser
le paysage oncothéranostigue et pourrait permettra
d'affiner davantage « l'immunoscore = Une grande
hétérogénéité génétigue a £1€ ohservés entre las tumeurs
bronchiques des patients fumeurs et non-fumeurs, et
cette différence de profils mutationnels semble prédire la
sensibilité au blocage de I'axe PD-1/PD-L1 chez des
patients atteints de CMPC [117, 118]. Concernant les
nouwvelles modalités d'immunothérapie, les recherches
actuelles portent sur la combinaison de  plusisurs
immunothérapies entre elles, ou avec la chimiothérapie,
ginsi que sur I'association entre inhibiteurs de PD-1/PD-L1
et radiothérapie [119, 120]. Le risque de ces approches
combinées est |a toxicité, & 'image de ce qui a été ohservéd
avec les combinaisons de thérapies ciblées. Cependant, les
rationnels biologigues pour de telles combinaisons sont
forts [121]. Des anticorps contre d'autres molécules de
costimulation  inhibitrices  (Lag3, Tim-3, etc) ou
activatrices (O¥40) sont en cours de développement
climique seuls ou en assodation avec le blocage de |a voie
PD-1/PD-L1 [122]. LUimmunothérapie active, par
vaccination  antitumorale  permet, par  injection
d'antigénes spécifiques, un afflux de lymphocoytes T CO8+
au sigge de la tumeur. Cette piste thérapeutique nécessite
néanmoins de définir les antigénes pertinents. La preuve
' efficacité existe en pratique clinique, le vaccin sipuleucel
bénéficiant d'une autorisation de Iz FDA. Cependant, le
coup reste prohibitif lorsgu'il 2st mis en rapport avec le
bénéfice relatif sur |3 survie. Les aszociations de
traitement par vaccination et immunothérapie passive
necessitent des modéles précliniques pour anticiper les
effets secondaires potentiels [2]. Le développement des
CAR-T cells {chimeric antigen receptor T cell), véritables «
lymphocytes T armés » par un anticorps reconnaissant un
antigéne des lymphooytes B, pourrait ouvrir de nouvelles
voies thérapeutiques pour les patients non répondeurs a

Fimmunothérapie passive, par le bigis d'une
immunothérapie adoptive. Les travaux de Carl June ont
démantré I'efficacité de ce traitement pour la prise en
charge de certaines leucémies lymphoblastigues st
lymphoides chroniques. Lestension de ce type de
traitement & d'autres cibles tumorales est une piste
majeure de recherche. Les enjeux économigues seromt
cependant & considérer attentivement [123, 124].

En conclusion, |2 développement de Fimmunothérapie
pose de nombreux défis afin de I'utiliser au mieux dans la
stratégie de |utte contre e cancer et necessitera de
s'appuyer sur des données de recherche préclinigue et
translationnelle encore insuffisantes.
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LEGENDES DES FIGURES

Figure 1. Le oycle de I'immunité contre le cancer (d'aprés
Chen et Mellman [13])

1) Les antigénes tumaoraux (en rauge) sont relarguss dans
Iz circulation par des cellules twmorales immunogénes (en
gris). 2} Ces antigénes sont interceptés par les cellules
présentatrices d'antigéne [CPA) qui rejoignent les organes
lymphoides secondaires. 3) La présentation antigénique
aux lymphocytes T naifs permet leur maturation intra-
ganglionnaire  pour devenir des Iymphocytes T
cytotoxigques CDB spécifigues. 4) Ces lymphocoytes T COB
cytotoxiques (en violet) migrent dans le lit tumaoral, 5)
infiltrent le microenvironnement tumoral, &) lorsgu’ils
reconnaissent specifiguement les cellules tumorales, et 7)
l2s éliminent {en magenta). La cytolyse tumorale induit 2
relargage de nouveaux antigénes tumoraux ce qui amplifie
la présentation antigénigue et la poursuite du cycle de
Fimmunité contre l2 cancer. A la marge de ce cycle
certaines cellules tumorales peu immunogénes (en beige)
ne sont pas détectées par le systéme immunitaire et
échappent & Fimmunosurveillance.

Figure 2. La théorie constituant les 3 « E » de
Fimmunosurveillance [d'aprés Dunn et coll. (24, 25])].

- ELIMIMNATION : Le systéme immunitaire est capable de
distinguer les cellules tumorales [en gris) des cellules
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saines (en bleu clair) et de les éliminer, alors gue la tumeur
est encore indétectable cliniguement. Les cellules
immunes {ex ; NK, CDE, CD04, T yo] infiltrent le
microenvironnement  tumoral. Les  cellules NE
appartiennent a I'immunité innée, elles expriment des
récepteurs cytotoxiques et ont la capacité de mobiliser les
cellules de Fimmunité adaptative. La  réponse
lymphocytaire adaptative T meédiée, sur le socle de
Finteraction antigéne-CD4-CD8, induit une cytotoxicits
CD& antitumorale spécifique et efficace. Certaines cellules
tumorales peu immunogénes (en wvert), demeursnt
invisibles au systéme immunitaire, tout en restant en
dormance.

- EQUILIBRE : Une pression de sélection s'exerce sur le
contingent tumeral et des cellules tumorales résistantes a
Fimmunosurveillance (2n rouge) @mergent, par le biais de
mutations et Sfou de défzillance du processus
d'immunosurveillance. Le systéme  immunitaire ne
parvient pas & détecter ces cellules.

- ECHAPPEMENT - Un climat d'immunotalérance s'installe
suite au recrutement par les cellules tumaorales de cellules
inflammatoires immunosuppressives telles que les cellules
myeloides suppressives, T régulatrices, neutrophiles type
M2, macrophages types M2, lymphocoytes T v propices a

la tumorigenéze. La tumeur devient détectable

clinigquement.

Figure 3. Mécanismes d'action des agents anti-CTLA4, PD-
1 et PD-L1 [D'aprés Byun et coll. (98]].

Le récepteur des cellules T (TCR) =& lie au complexe majeur
' histocompatibilité (CMH) au contact d'une cellule
présentatrice  d'antigéne ([CPA), afin  d'activer e
lymphocyte T COD8 (panel supérieur). B7, ligand co-
stimulateur, se lie au récepteur CD28 exprimeé par le
lymphocoyte T CDE. Linteraction entre BY et CTLA4
implique un rétrocontrdle négatif sur Iactivation du
lymphocyte T CDE médiée par le couple CMH-TCR. Le
blocage thérapeutigue de CTLA-2 par Flpilimumab (panel
inférieur) permet de supprimer le rétrocontrile négatif et
d'augmenter indirectement I'activation des lymphocytes
T.

Le recepteur de costimulation inhibiteur PD-1, aprés
ligison awvec son ligand PD-L1, inhibe lactivation des
lymphocytes T (panel supérieur). Le blocage de PD-1
[Pembrolizumab, Nivolumab) ou de PD-LL {Atezolizumab,
Durvalumah) stimule |3 réponse auto-immune endogéne
antitumorale (panal inférieur).
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B. Revue de la littérature annexe N°2. Rationnel biologique de
I'immunothérapie du cancer bronchique non a petites cellules

Articlé publié (Current Molecular Medecine 2017;17(8):527-540. doi:
10.2174/1566524018666180222114038)
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Abstract

Immunaotherapy aims to amplify the anticancer immune response through activation of the
lymphocytic response raised against several tumor antigens. Immunosurveillance may modify
the immunogenicity of tumors. Regulatory and inhibitory costimulatory molecules regulate the
activation of anti-tumor T Iymphocytes. PD-1/PD-L1 blockade restores the anti-tumor activity
of T-cells, forcing them to leave their quisscent state. ldentifying biomarkers that could be used
for predicting response to immunotherapy represents a major challengse. Highthroughput
sequencing of tumors could refine the “immunoscore.” Intra-tumor T-cell receptors, in
particular the CD3 variable domain are promising biomarkers. Therapies combining several
immunotherapies without or with chemotherapy and radiotherapy, and antibodies against other
co-stimulatory molecules, are under development. Active immunotherapy by anti-tumor
vaccination and adoptive immunaotherapy by development of CAR-T cells could opan new
therapeutic ways for patients who do not exhibit a clinical response to passive immunotherapy.
Mumerous challenges still remain in developing research approaches that lead to the
elaboration of novel immunotherapies.

Key Words: NSCLC, immunatherapy, immunosurveillance, immune escape, FD-1, PD-L1
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Introduction :

The treatment of lung cancer has evolved
substantially over the past fifteen years, notably as
the result of the development of inhibitors targeting
oncagenic signaling pathways, in particular tyrosine
kinase inhibitors of the EGFR (epidermal growth
factor receptor) pathway and inhibitors of ALK [1, 2]
These molecules can induce a major clinical
response in certain types of tumors expressing
oncogenic targets. However, these responses are
transitory, eventually resulting in tumor escape and
disease relapse [3]. In addiion, only a limited
number of patients with tumors who exhibit specific
EGFR {approximately 10 to 15%) or ALK (3 to 5%)
anomalies have shown a beneficial response [4, 5].
While lung cancer was not considered to be an «
immunogenic = cancer until recently, the discovery
of antigens associated to lung fumors has
demonstrated its « immunogenic » character [G, 7].
The demonstration that immune cells were present
in the tumor microenvironment and that some of
them recognized tumor antigens has undenpinned
and supported the hypothesis that bronchial cancer
is « Immunogenic ». A triangular relationship exists
between the tumor, the immune system and the
tumor microenvironment, a relationship that
determines the tumors control and escape
mechanisms throughout the course of the disease
[6, 7. This dynamic situation can be favorably
modified by immunotherapies targeting the tumor
microenvironment. For example, various molecules
have been administered to patients with advanced
stage non-small cell lung cancer (WSCLC) who were
resistant to several lines of chemotherapy, and have
resulted im remarkable response rates with, in
particular, long-term responses [8]. Immunotherapy
gims to amplify the nomal anti-tumor immune
response directed against cancer through an
effector memory hmphocyie response directed
against dominant antigens of cancer patients. To be
effective, the immunity must include activation of
specific CD4+ and CD8+ lymphocytes and probably
the stimulation of innate immunity [6, 7]. The
immune system is composed of several types of
cells that can react - and eventually eliminate - not
only infectious agents but also « abnormal = cells
such as cancer cells. The cells of the immune
system are divided into two classes: those of innate
and adaptive immunity. Innate immune cells,
including Matural Killer (NE) cells, macrophages and
meutrophils, react very guickly and thus constitute
the first line of defense of human body. Among
innate immune cells, NK cells play a critical role in
the destruction of tumoar cells. MK cell activation is

regulated by wvarious activating, inhibitory,
chemotactic, cytokine and adhesion receptors.
When activated, NK cells can kill tumor cells and
induce the release of cytoplasmic stress molecules
that eventually induce the production of IL-12 by
macrophages and dendritic cells and further activate
the adaptive immune system [9]. Activated Band T
lymphocytes are adaptive immune cells that can
persist in an organism for months and even years
and are therefore responsible of immunological
memory [10]. In exchange, innate immune cells that
recognize molecular structures present exclusively
on  microorganisms or on “stressed” cells, T
lymphocytes recognize protein-derived antigenic
peptides presented at the cell surface by the
malecules of the major histocompatibility complex
(MHC). Once activated, T Iymphocytes proliferate
and differentiate into effector cells such as cytotoxic
T Iymphocytes CD8+, memory T cells
(CD4+/CDB+CCRTY+CD45R0) or regulatory T
lymphocytes (Treg, CD4+Foxpl+CD25+). In order
to limit their expansion and their activity these cells
possess negative feedback mechanisms, « immune
checkpoints », which restrain their activity over time
and thereby avoiding tissue damage [11].
Experimental data have shown that innate and
adaptive immune cells monitor tumor development
[12]. This immune surveillance involves not only the
recognition by T lymphocytes of tumor antigens but
also the activation of innate immune cells. When
efficient, this process detects tumor cells as soon as
they appear and results in either destruction before
any clinical revelation or the maintenance in a
dormant unchanged state. However, tumors can
escape this surveillance through a process of
selection of « edited » tumor cells that are poorly
immunogenic or resistant to immunosurveillance.
Strategies to  enhance the efficacy  of
immunotherapy  consider  immune  escape
mechanisms exploited by cancer [6, 7, 13]. Finally,
considering the strengths and weaknesses of target
therapy and immunotherapy in the fight against
cancer development and progression, it is obvious
that their combination may be synergistic to destroy
cancer cells. In this context, different properies of
targeted therapy can enhance the effects of
immunotherapy, such as 1) an increase in the
expression of death receptors and a diminution of
survival signals that sensitizes malignant cells to
immune-mediated death, 2) trigger activation of
memory T-cells, 3) induce differentiation of T-cells,
and 4) promaote of dendritic cell maturation. Targeted
therapies can break the oncogene addiction and
then induce a potentiation of the immune response
against cancer cells and facilitate tumor clearance
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by T cells. However, responses to combination of
baoth immunotherapy and targeted therapy in cancer
patients are under evaluation, considering that the
intensification of the response might lead to higher
toxicity, and that the appropriate dose of the different
molecules, fiming and best sequence for treatment
scheme are mandatory in order to achieve
successful results [14].

The role of the immune system in tumor control

The key steps of an efficient anti-tumor immune
response have been first described and illustrated
by Dan Chen and Ira Mellman as the « cancer
immunity cycle = (Figure 1) [15, 16]. Briefly, tumaor
antigens that are expressed during oncogenesis are
captured by dendritic cells in the tumor
microenvironment. Once activated, dendritic cells
migrate through efferent lymphatic vessels to tumaor
draining lymphatic nodes, present tumor antigens to
T Ilymphocytes, resulting in their activation and
differentiation into effector T lymphocytes. Effector T
lymphocytes exit lvmphatic nodes through efferent
lymphatic wessels, enter the blood flow, and
eventually the tumor bed by extravasation through
the blood vessels that imigate the tumor [17]. Once
mature activated T lymphocytes have infiltrated the
tumor bed, they can recognize and destroy the
tumaor cells. This results in the release of additional
tumor antigens and immune response amplification
[13, 18], Tumor cell lysis by T lymphocytes brings
into play several molecular mechanisms including: 1)
shedding of cyiotoxic molecules (perforin,
granzyme) from preformed granules and i)
activation of signaling pathways downstream of
members of the TMF receptor family, notably of Fas
and Trail [13]. Murine experimental models have
shown that T lymphocytes play a fundamental role
in regulating tumor growth, whether it occurs
spontaneously or subseguent to exposure to a
carcinogen [19]. In addition, clinical studies have
shown that the presence of tumor-infiltrating
memory T lymphocytes, Th1 lymphocytes, cytotoxic
CDE+ Iymphocytes and CD57+ HMNK cells is
associated with longer survival of cancer patients,
including MSCLC, therefore suggesting that these
cells play a critical role in controlling tumaor
progression [20-23). Studies aimed at investigating
the role of immune cells in cancer surveillance have
pointed out the critical role of immune cells types
invalved in innate immune response, including NE
cellz, macrophages, dendritic cells, and in adaptive
immune response, including WK T cells, CD8+ and
CD4+ T lymphocytes expressing the & or o
receptors [24]. In contrast to T lymphocytes, which

react to tumor antigen-derived peptides presented
by MHC molecules, NE cells do not recognize these
antigens but are activated by siress or danger
gignals such as the surface proteins MICA and
MICE. These proteins are absent on normal cell but
are expressed by fumor cells in response to
alterations to their DNA and are recognized by
activated receptors of NK cells such as the NEKG2D
recepior [25]. The immune response plays a major
role in the defense of the organism against cancers
and is probably responsible for control over tumor
growth for a large majority of tumors, in particular
during the initial phase of tumorigenesis. However,
due to genetic mutations related to genomic
instability, and to epigenetic modifications of DMA
and histones, tumor cells, which have al/menoclonal
origin, differentiate into different subpopulations
according to their invasive ability, their tendency to
generate  metastases, their sensitivity and
resistance fo treatment, but also their capability to
induce an immune response as well as their
sensitivity to this response [26). Immunosurveillance
can maodify ("edit™ tumor immunogenicity by
selectively suppressing cells expressing high levels
of the antigens recognized by T lymphocytes, and
thus those that are the most sensitive to the immuneg
response, and by selecting the cell clones the most
resistant to immunosurveillance. Thus, tumors that
develop in immuno-incompetent patients have been
edited and are derived from cells which have evaded
immunosurveillance [24]. The complex relationship
between immunosurveillance and the escape of
tumor cells from destruction mediated by the
immune system can give rise to three scenarios that
Schreiber's group classified as being consfituted of
three = Es » of immunosurveillance: Elimination-
Equilibrium-Escape [12, 27]. The first phase is the
elimination of tumor cells. Destruction generally
arises at an early stage in oncogenesis, before the
tumor is clinically detectable [28]. Exceptional cases
of spontaneous total regression of an established
cancer or even of metastases have been reporied,
particularly for melanomas [29]. The second phase
is the dewvelopment of a balance between the
replacement of tumor cells and their elimination by
the immune system. This phase can last several
years during which tumor is controlled and
maintained at its onginal site. Howewver, this
equiliprium can be abolished by the development of
clonal cells resulting from the plasticity of their
genome, which confers progressive resistance to
the suppressive action of the immune system, or by
a defect of immunosurveillance [12]. The third phase
is the escape of fumor cells  from
immunosurveillance and their proliferation and
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imvasion into the surrounding tissue or spread to a
distant site [12]. This phase induces a state of
immune tolerance that fawvors tumor growth.
Tumorigenesis is initiated and fumor becomes
detectable, resulting in clinical symptoms
development. Recent studies hawve shown that at a
metastatic stage the tumor are no longer able to
escape from the favorable or unfavorable control of
the microenvironment [30, 31]. The dialogue
eztablished between the tumor cells and their
microenvironment during the period of development
and growth, produces a footprint that is reproduced
at the distant sites of development of the cancer [32].
It should be pointed out that each type of tumor has
its specific immunological profile and its own
response to immunosurveillance, resulting in a large
spectrum of responses aor in resistance of cancers to
immunasurveillance and thus to immunotherapy [33,
4]

Mechanisms of from
immunosurveillance

escape

Several components are involved in the escape of
tumors from immunosurveillance: the tumor cells
themselves, immune cells and stromal cells [6, 26].
The tumaor cells have their own molecular antigenic
identity that is recognized by T lymphocytes [35].
Several of these antigens are expressed in normal
tissues, including the thymus, therefore resulting in
immune T cell tolerance and weak anticancer
immune response. Other antigens arising from
random  genetic  mutations occur  during
oncogenesis. These neo-antigens are restricted to
individual tumors and can generate a stronger
immune response than the common antigens, but
their detection iz made difficult due to their increased
specificity [36]. Prolonged stimulation of T
lymphocytes due to constant exposure to tumor
antigens can induce an immune tolerant state
subsequent to the disappearance or inactivation of
T Ilymphocytes that recognize these antigens or
when they become immunosuppressive Treg [37,
38]. The phenotype of tumor cells is modified by the
selection pressure of the immune system, which
selects variants that resist immunological attack by
different mechanisms (loss of expression of
molecules involved in the presentation of the
antigen—HLA or antigens recognized by T
lymphocytes). They can also decrease the
expression of WNKG2D ligands or diminish the
expression of the NKG2D receptor at the surface of
MK cells [38]. By expressing higher levels of the anti-
apoptosis proteins BCL-XL and FLIP, tumor cells
can escape lysis by immune cells [40]. In some

cases, tumor cells have been shown to render T
lymphocytes anergic or non-functional, therefore
inhibiting their ability to rse tumor cell. They can do
50 by expressing indoleamine-2, 3-dioxygenase
(1D, an enzyme that actively degrades tryptophan,
required for T lymphocytes survival [41]. T cell
activation does not only require the recognition of
tumor antigen-derived peptides by the TCR, but also
the engagement of co-siimulatory receptors
including CD27 and CD28. In addition, T cell
activation is regulated by the inhibitory receptors
PD-1, Tim-3, CTLA-4 and Lag-3 that bind MHC class
Il molecules such as PD-L1, Galectine-9, CD280 and
CD86. Several of these inhibitory receptors are
engaged when T cells infiltrate tumors, therefore
preventing tumor cell destruction. Immunotherapies
that block PD-1 or PD-L1 are aimed at alleviating
these inhibitory processes therefore restoring their
ability to lyse tumor cells [42-44]. Tumor cells can
express on their surface other molecules that inhibit
the cytotoxic action of T Iymphocytes and of NK
cells, such as HLA-G or HLA-E [45, 46]. Tumaor cells
can create a favorable enviromment for lymphocyte
tolerance by producing or inducing the secretion of
a large spectrum of immunosuppressive molecules
(IL-10, TGF-5, IL-2 or IL-15 soluble receptors, etc.),
which suppress the anti-tumor function of T
lymphocytes and NE cells [47-49]. The recruitment
into the tumor microenvironment of
immunosuppressive cells (Treg, myeloid-denved
suppressor cells or MDSC, cerfain tolerogenic
dendritic cells, pro-tumor macrophages type M2,
pro-tumor neutrophils type N2) also favors escape
of tumor cells from immunosurveillance [26, 42, 50,
51]. An association between the presence of these
immune cells within tumaors and decreased survival
of patients with lung cancer has been shown [50, 52-
A5). The stimulation of Treg inhibits not only the
function of cytotoxic T lymphocytes but also that of
anti-tumor  immune cells such as MWK cell,
macrophages, dendritic cells and B lwmphocytes,
which prevent the destruction of tumor cells. Treg
constitutively express inhibitory  co-stimulatory
molecules such as CTLA-4, a receptor of B7
molecules of the co-receptor CD28, but also PD-1
and PD-L1. The expression of CTLA-4 can also be
induced on CD4+ T wmphocytes and CDS effectors,
which contributes to their anergy [56]. MD'SCs are
immature myeloid cells induced by proinflammatory
cytokines, such as GM-CSF, IL-18, IL-6, PGE, and
VEGF, produced by tumor cells. MDSCs constitute
a heterogeneous population of monocytes and
neutrophils that can inhibit the function of effector T
lymphocytes and can favor the generation of Treg
from undifferentiated T lymphocytes [57]. To play
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theirimmunosuppressive role, MDSCs must not onky
accumulate in the tumaor bed but also be activated.
Several factors, most of which are produced by
tumaor stromal cells and T lymphocytes, such as INF-
v, IL-4, IL-13, TGF-E but also certain fractions of the
complement system, can activate MDSCs by
inducing different signaling pathways, in generally
requlated by the transcription factors STAT1, STAT3
and STATE, and MF-kB [58]. Thus, solid tumors
contain a wvariable proportion of MDSCs that
maintain an immunosuppressive network in the
tumor microenvironment and compromise the
efficacy of cancer immunotherapy. Im addition,
MD3ECs can also strongly affect tumor progression
by producing high levels of MMPs and TGF-2 and
thus contributing o turmar grawth,
neovascularization and cancer cells dissemination
[69]. Finally, regulation of myeloid cells by activated
T cells may determing the efficacy of FD-1 blockade
[60]. Substantial advances in immunotherapy have
been made subsequent to a better understanding of
the different mechanisms involved. Several
approaches are presently being developed or
validated in the clinics [13, 61): — Antibodies against
« immune checkpoints », notably inhibition of CTLA-
4 and of the PD-1/FD-L1 pathway. The therapeutic
use of which has been validated for certaih cancers
and is being extended to other cancers. — Anti-tumaor
vaccines composed of tumor antigens, which are still
mosthy at the research stage, with the exception of
the « sipuleucel = vaccine, which has received FDA
approval for prostate cancer but at a cost that is
prohibitive and results in only a moderate
improvement in survival - The transfer of T
lymphocyte specific antigens, termed adoptive
therapy, is presently at a preclinical research stage.
- Association of several immunotherapies or
immunotherapy  with or without conventional
chemotherapy or radiotherapy. many ftrals are
undenvay {hitps:/fclinicaltrials. gow). Durable
therapeutic responses have been obtained with anti-
FD-1/D-L1 antibodies used to treat several types of
cancers in a metastatic phase (lung, melanoma,
bladder, kidney, prostate, breast, colon, head and
neck and lymphoma) [62-69). Combined inhibition of
CTLA-4 and PD-L1, or LAG-3 and FD-1 or depletion
of Treg cells together with a decrease in their
homeostatic proliferation to inhibit the anergy of T
lymphocytes, have shown potential synergy of
action in murine model systems [70]. Currently,
combination strategies with  immunotherapies
targeting checkpoints is a high-priority approach of
climical trials [71, 72].

The PD1-/PD-L1 pathway

FD-1is a transmembrane protein of the superfamiby
of immunaglobulins (SFlg) {« family CD23 and BT
=), encoded by the FDCD1 gene [73]. It is ane of the
co-inhibitor receptors expressed by T wmphocytes.
Itis composed of an extracellular 19V domain (which
shares 21-33% gene sequence homology with
CTLA-4, CD28 and [COS), a hydrophobic
transmembrane domain, an intracellular domain
based on an inhibiting tyrosine kinase domain and
an intracellular regulating tyrosine kinase domain.
FD-1 has two ligands: PD-L1 (B7-H1 / CD274) and
FD-L2 {B7-CD / CD273). PD-L1 is expressed by T
and B lymphocytes, dendritic cells, macrophages,
endothelial cells and pancreatic islet cells. PD-1 and
its ligand PD-L1 play a key role in tumor escape, in
maintenance of the tumor environment and in
development of the tumar [73]. Two PD-L1 splice
variant isoforms exist in humans, one containg 290
amino acids and the other 176 amino acids [73]. A
splice variant lacking the lgV domain encoded by
exon 2 exists in humans and is localized to the
endomembrane system. While the function of this
isoform is unknown it appears not to be able to bind
the FD- 1 receptor [74]. The full length isoform of
FD-L1 contains an extracellular domain that allows
binding to the PD-1 receptor [73, 75]. PD-L1 and PD-
L2 are expressed on antigen presenting cells, on
aciivated T lymphocytes and cells of 8 number of
tissue types including heart, lung, liver, placenta;
while they are expressed at a low level in spleen,
lymph nodes, thymus, the brain shows no
expression [76, 77]. The shared expression of
lymphoid and nonlymphoid organs suggests that the
FO1-PD-L1/2 couple is involved in the modulation of
the immune response in secondary lymphoid organs
and in organs showing expression [78). The
distribution of PD-L1 and PO-L2 in tumor tissues can
be divided into two groups depending of the type of
tumor. FD-L1 is over-expressed in cancers of the
lung, skin, colon, bladder, breast, epidermoid head
and neck, Kidney, stomach and brain. Cancers of the
esophagus, ovaries and pancreas over-express
gither FOL1 or PD-L2 [F8]. Melanomas, non-small
cell lung cancer (MNSCLC) and kidney cancer
express the highest levels of PD-L1 [43, 78-81). The
expression of FD-L2 is lower than FD-L1 in these
tvpes of tumors. About 20 to 40% of patients with
MSCLC show high level of expression of POL1 in the
membrane of at least 50% of tumor cells, the
threshold selected in recent clinical trals that
evaluate antibodies targeting the PD-1/PD-L1
pathway [62, 66]. The physiclogical role of the PD-
1/PD-L1 couple is to negatively regulate the natural
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immune response. I acits at different stages of
maturation of lymphocytes within the thymus. FD-1
is involved in the development of a pool of mature T
lymphocytes and in the process of central tolerance
by applving negative selection on the pre-TCRICD3
complex of CD4-/CDE- thymocytes [82]. PD-1 also
acts in the periphery at several levels, and in
particular on the autoreactive lymphocyte clones
that have experienced this selection pressure, by
suppressing the activator immune signal. The
antigen presenting cells exert a tolerogenic
madulation or anergy on naive T lymphocytes, under
the control of the PD-1/PD-L1 couple. In contrast a
defect in PD-1 leads to hyper-activation of
autoreactive T lymphocytes [#3]. FD-1 and PD-L1
are expressed by CDd+Foxp3+ Treg lymphocytes.
TGF-B induces differentiation of these naive Treg
and the imteraction between FD-1 and PD-L1 favors
their survival [84]. PD-1 also regulates the effector
function and maintains active B hymphocytes, by
gllowing functional maintenance of central IgG+
plasmocytes and by acting on the commutation of
immunoglobulin classes and on somatic hyper-
mutation [85, 86]. The pathophysiological
expression of PD-L1 depends on infrinsic and
gxirinsic confrol mechanisms [42]. The inirinsic
control mechanisms concern the inactivation of the
tumor suppressor gens PTEN, resulting im the
activation of the PI3K/AKT pathway, of the
transcription factor STAT3 and activation of the
oncoprotein  signaling  pathway EML4-ALK, via
STAT3 and ERK [37-89]. Simultaneous activation of
KRAS and inactivation of Lkb1/STE A1 are involved
in the formation of pulmonary sguamous cell
carcinomas, whilst inactivation of FTEMN and Lkb1
lead to the dewvelopment of pulmonary squamaous
cell carcinomas overexpressing PD-L1 [B%]. The
stimulation of TCR and BCR (B cell receptor)
induces PD-L1 expression on T and B iymphocytes.
The interleukins IL-2, IL-7, and IL-15 induce
expression of PO-L1 on monocytes. [L-21 increases
the expression of PFD-L1 on monocytes but noton T
lymphocytes. IL-21 is the only interleukin that favors
expression of PD-L1 on B Iymphocytes. IFM-y
induces the expression of FO-L1 on CD&+ T
lymphocytes, monocytes and dendritic cells [90, 91].
It has been shown that tissue hypoxia induces the
over-exprassion of PD-L1 on tumor cells and on
myeloid dendritic cells through activation of the HIF-
1 signaling pathway. Hypoxia in tumors is produced
by erratic nec-angiogenesis, the development of the
stroma and the growth of the tumor [92, 93]. Finally,
it was shown recently that activation of EGFR-
dependent signaling induces the over-expression of
PD-L1 [94]. Treatment of these mice with a specific

EGFR inhibitor lead to a decrease in the PD-L1
expression induced by activating EGFR mutations
and allowed restoration of the T Kmphocyte
function, resulting in prolonged survival of the mice
with lung adenocarcinomas expressing an BEGFR
mutation [94]. This study demonstrated for the first
time the existence of a mechanism inducing
oncogene—dependent expression of PD-L1, which
could play a role in tumor escape of lung
adenocarcinomas. Cancer cells over-express PD-L1
and PD-L2, which then bind to FD-1 receptors on T
lymphocytes, thus inhibiting their activation and
inducing immune escape of the tumar. The PD-
1/PD-L1 pathway regulates immunosuppression
through several mechanisms: initiation of apoptosis
of T activated ymphocytes: T lymphocyte anergy;
stimulation of regulatory T cells; inhibition of
proliferation of T Wmphocytes; inhibition of T
lymphocyte activation and of IL-2 production.
Antibodies that block PD-1 or PD-L1 have emernged
as part of the therapeutic arsenal for advanced lung
cancer (Figure 2). The clinical response of this
treatment is based on the expression of FD-L1 and
the infiltration of CD8 T vmphocytes into the tumaor
microenvironment [G5]. The therapeutic inhibition of
the PD-1/PD-L1 pathway modifies the tumor
microenvironment and stimulates the endogenous
antitumaor autocimmunea response. Several antibodies
targeting PD-1 are presently available: Nivolumab
(Bristol-byvers Squibb), a human 0G4 monoclonal
antibody; Pembrolizumab (Merck Inc), a highly
specific humanized monoclonal antibody  with
activity to PD-1 and containing a C228F mutation;
Pidilizumab (Medivation Inc), an [gG-1K
recombinant anti-FD-1  humanized monoclonal
antibody that showed antitumor activity in murine
cancer model systems (Figure 2). As second line
treatment, Mivolumab has a response rate of 19% in
treatment of NSCLC with an overall oneyesar survival
of 51% versus 39% for docetaxel [95]. A multicenter
phase Il clinical trial recently validated the use of
Pembrolizumab as first-line treatment of advanced
MNSCLC and strong PD-L1 expression (=50%) in
tumor cells [66]. Another approach based on
antibodies to PD-L1, notably Atezolizumab
(Roche/Genentech) and Durvalumab {AsiraZeneca)
are also being developed in the clinic and are giving
promising results (Figure 2) [96, 97]. Therapeutic
targeting of PD-L1 has besn hypothesized to be
associated with limited toxicity due to selective
madulation of the immune response in the tumaor
environment [66]. Therapeutic inhibition of the PD-
1/PD-L1 for NSCLC is only effective (as first or
second line treatment) for some subsets of patients.
The challenge today is to identify the population of
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patients that respond to this therapeutic approach.
Thus, the use of biomarkers predicting the
therapeutic response is under investigation. These
biomarkers could be used as « companion » Of «
complementary = tests for a therapeutic molecule
[98]. In addition, the efficacy of inhibition of the PD-
1/PD-L1 pathway is tempered by rare but potentially
serious side effects. The prohibitive cost of the
monoclonal antibodies is also an ethical challenge
and the economic issues are real, which requires the
application of predictive biomarkers of PD-1/PD-L1
inhibition to optimally select patients [6, 7]
Evaluation by immunohistochemistry of the tumor
expression of PD-L1 is, to date, the only approach in
thoracic oncology providing a predictive biomarker
for immunaotherapy targeting the PD-1/FO-L1 couple
[99-101]). However, some patients lacking PD-L1
tumor expression sometimes respond to anti-PD-
1/PD-L1 and a relatively significant percentage of
patients showing expression resist treatment
Another pitfall lies in the large spectrum of
expression of PD-L1 in tissues, which can lead to
under estimation of the PD-L1 status in a biopsy
sample compared to the overall tumor [102, 103]
Thus, companion or complementary tests based on
immunohistochemistry are not perfect but will
probably be used extensively, in particular when the
different molecules  will obtain  marketing
authorization, notably for first-line treatment [99].

Perspectives

For a long fime, immunotherapy has remained
marginal, attracting followers and opponents, but
today tangible proof of its efficacy has been
demaonstrated. While the mutational characteristics
of tumaors have for a long time been associated with
a conception of a negative prognostic character,
immunotherapy uses this mutagenicity to activate
the adaptive immune response, which is enhanced
by diverse tumor antigens [104]. The efficiency
remains intrinsic to the immunogenic status of the
tumor. Tumors should no longer be considered as
specific entities but should be studied in association
with their microenvironment and in relationship to
the immune system of the host, with consideration
af the clinical and therapeutic history of the patient.
The « immunoscore = is now defined as a prognostic
tool to use for quantification of in situ immune cell
infilirates, which appears to be superior to the tumaor-
node-metastasis (TMM) classification in colorectal
cancer. In NSCLC, no immunoscore has been
established, but in situ tumor immunology is
recognized as highly imporiant. The guestion still
open is the challenge of the “universal’ character of

the immunoscare [, 105]. A number of markers
such as infitration by CD8+ T Iymphocytes
expressing FO-1 and intra-tumor expression of IFMN-
v suggest the presence of preexisting antitumor
immunity and seems to comrelate to a betier clinical
response to anti-FO-1/POL1 inhibitors [106]. High
throughput genomic sequencing is in the process of
changing the oncotheranostic [andscape and may
help to improve the value of the « immunoscaore =.
Substantial genetic heterogeneity was obtained
when comparing lung tumors of smoking and non-
smoking patients and the difference in the
mutational profile seems to predict sensitivity to the
inhibition of the PD-1/PD-L1 couple of patients with
MECLC [107, 108]. A study evaluating tumors of
patients freated with Pembrolizumab, by next
generation sequencing, with a smoker and a non-
smoker arm, was able to highlight a « molecular
smoking signature =, which was significantiy
associated with better progression-free survival
[108]. More recently, an association between the
frequency of mutations in tumors and treatment
response was identified, an association that may be
explained by a higher increase in the frequency of
CDE+ T Iymphocytes directed against these
mutations [109]. In addition, amplification of the PD-
L1 gene seems to be complementary to the protein
expression detectad by immunohistochemistry, both
approaches having shown significant comrelation
with survival of NSCLC patients [110]. Finally, recent
studies have suggested that intra-tumor TCE, in
particular the varable CDR3 domain evaluated by
FCR, represents a potential biomarker for prediction
of the therapeutic response to inhibition with andi-
FPD-1/PD-L1 inhibitors [111, 112]). Besearch into new
protocols for immunotherapy concern combinations
of several immunotherapies or combinations with
chemotherapy, as well as association of inhibitors of
FD-1/FD-L1 and radiotherapy [113, 114]. It has
been hypothesized that radiotherapy sensitizes
tumor cells to immunotherapy, ewven at distant
imadiated sites, by an activation effect, and thereby
optimizes the anti-PFD-1/PD-L1 effect [70]. One of
the risks of combined approaches is toxicity, as
obsernved for combinations of targeted therapies.
Howewver, the biological rational behind such
approaches is evident [115]. Other antibodies
against aother inhibitory co-stimulation molecules
(Lag3, Tim- 3, etc.) or activators (OX40) are being
evaluated in the clinic, alone or in association with
inhibition of the PD-1/PD-L1 pathway [116]). Active
immunotherapy by anti-tumor vaccination, by
injection of specific antigens, generates an influx of
CD8+ T ymphocytes into the tumor bed. However,
this therapeutic approach needs to define the
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relevant antigens. Proof of efficacy exists in practice
in the clinic, the sipuleucel vaccine has received
FDA approval. However, when considering the
benefice in terms of survival the cost remains
prohibitive. The association of waccination and
passive immunotherapy requires preclinical models
to anticipate potential secondary effects [7]. The
development of CAR-T cells (chimeric antigen
receptor T cell), frue « armed T lymphocytes =, with
an antibody recognizing a B lymphocyte antigen,
may open up new therapeutic avenues for patients
who do not respond to passive immunotherapy
through adoptive immunotherapy. Studies by Carl
June have demonstrated the efficacy of this
treatment for the care of certain lymphoblastic and
chronic lymphoid leukemias. Research projects are
investigating the extension of this therapeutic
approach to other types of tumors. Nonetheless the
economics will need to be taken into serious
consideration [117, 118]. The development of
immunotherapy faces numerous challenges before
implementation as a strategy in the fight against
cancer and needs to rely on ongoing preclinical and
translational research. Thus immune check point
inhibition is a promising strategy in solid tumaors
which can induce durable response. There is a need
to further improve the immunotherapy. Immune
responses are regulated by various molecules and
different immune cells, which have a role in
modulating response to anti-PFD1 and anti-PD-L1
monaclonal antibodies. PD-L1 expression in tumor
cells is currentlty the candidate for predicting
responses fo anti-FODA/FPD-L1 treatment. It is
moteworthy that the lack of PD-L1 expression in salid
tumors cannot be fotally relied upon to exclude
patients from immunotherapy. In this context,
understanding the role of other components of
microenvironment in modulating the response to
anti-PO1/PD-L1 treatment is of strong interest. In
this regard different new orientations of research
may implicate several mechanisms. One can be the
fact that the key factors modulating response to
immune checkpoint inhibitors can be the TGF-R.
This latter tolerogenic cytokine is frequently
overexpressed in aggressive cancers [119]. This
cytokine is well known to play a pivotal role in
tumaorigenesis and in the maintenance of immune
homoeaostasis. In this context, TGF-g affects antigen
presentation by dendrtic cells by modulating the
expression of MHC Il. Moreover, this cytokine
induces wupregulation of immune modulating
molecules, including PD-L1 with the induction of
immune tolerance and tumor evasion from immuneg
response. Thus different opportunities for enhancing
immunotherapy can be suggested considering the

tight link between the immunologic system,
acqguisition of stemness properiies, hypoxia and
EMT induced by TGF-5. Even if some evidence
strongly suggests a role of TGF-B in modulating
response to anti-FD1/PD-L1 freatment because of
its pleiotropic activity, its role in immune resistance
is complex and needs to be explored in the future
[119]. Another field of interest can be to explore the
link between cancer immunology and sitem cell
research in order to develop new therapeutic
approaches to prevent metastasis and development
af therapy resistance [120]. In this regard, cancer
stem cells are well characterized by
imMmunosuppressive activity and low
immunogenicity. These cells are able to defend
themselves from the immune system and adapt to
maodifications in the microenvironment caused by
chemo and/or radiotherapy [121]. The molecular
identification of immune maodeling treatments that
can reverse andfor inhibit cancer stem cell escape
from immunosurveillance should determine to set up
new immunotherapy strategies targeting cancer
stem «cells. In conclusion, the success of
immunotherapeutic approaches, in particular those
targeting the PD-L1/PD1 couple will depend in the
future on a better understanding of the basic biclogy
and mechanisms of immune responses, mare
particularly the effect of microenvironment in
shaping immune responses.
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Legend to Figures

Figure 1. Cancer immunity cycle. The cancer
immunity cycle is a multistep process that
involves (1) release of cancer cell antigens
(magenta circles); (2) cancer antigen
presentation to antigen-presenting cells (APC);
(3) T cell priming and activation into lymph
nodes; (4) trafficking of T cells to the tumor; (5)
infiltration of T cells into the tumor; (6)
recognition of cancer cells by T cells; and (7)
killing of cancer target cells. The numerous

Figure 1
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factors that come into play in the cancer-
immunity cycle provide a wide range of potential
therapeutic targets. Adapted from Chen and
Mellman [15, 16].

Figure 2. Principle of the anti-PD-1/PD-L1
immunotherapy. PD-1is expressed by activated
T lymphocytes; by binding to PD-L1, expressed
on cancer cells, it mediates T-lymphocyte
suppression (right). The use of anti-PD-1 (i.e ;
Nivolumab, Pembrolizumab, Pidilizumab) or
anti-PD-L1 inhibitors (i.e.; Atezolizumab,
Durvalumab) leads to the interruption of this
immunosuppression and potential cytotoxicity
exerted by the re-activated T cells (left).
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