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RESUME

DEVELOPPEMENT ET CARACTERISATION DE L'EFFET THERAPEUTIQUE
DE PEPTIDES PENETRANTS DERIVES DE LA PROTEINE AAC-11
DANS LE CONTEXTE DE CANCERS CUTANES ET/OU HEMATOLOGIQUES

L’équipe du Dr. Poyet s’intéresse a I'étude des interactions protéine-protéine (PPls) dans le contrdle de
I"'apoptose et leur modulation dans le cadre de nouvelles stratégies médicamenteuses et a démontré le role
important de la protéine AAC-11 pour le développement et la progression tumorale. AAC-11 est une protéine
anti-apoptotique, surexprimée dans de nombreux tissus et cellules néoplasiques. Elle possede un rdle crucial
dans la survie de ces cellules et leur sensibilité aux agents anti-cancéreux, d a des PPIs impliquant son domaine

Leucin-Zipper (LZ).

Notre équipe a donc eu I'idée de concevoir des peptides pénétrants (CPPs) dérivés du domaine LZ d’AAC-11 et
agissant comme inhibiteurs compétitifs de son activité. Les CPPs sont de petites séquences d’acides aminés
capables de traverser la membrane plasmique des cellules pour y délivrer un cargo. lls ont I'lavantage d’étre
faciles a synthétiser et a modifier et surtout d’étre généralement non-toxiques in vivo. Nos peptides sont
constitués de deux domaines : la pénétratine (séquence de pénétration cellulaire), couplée a des portions du
domaine LZ d’AAC-11. Ces peptides appelés LZDPs ont été brevetés (PCT/EP2015/053307) sur la base de la

démonstration de leur activité anti-tumorale dans divers modéles de cancers, parmi lesquels le mélanome.

Mon projet de thése visait a évaluer les propriétés anti-tumorales de ces peptides dans d’autres types de cancers,
en particulier le Syndrome de Sézary (SS) et les Leucémies Aiglies Myéloides (LAMs). Les résultats obtenus dans
ces pathologies ont mis en évidence un fort effet cytotoxique des peptides LZDPs vis-a-vis des cellules malignes,
mais pas des cellules saines environnantes. Cette activité anti-tumorale spécifique est non seulement observée
in vitro sur des lignées cellulaires, mais aussi ex vivo sur des prélévements de patients et in vivo dans des modeéles

murins pré-cliniques.

J'avais également pour objectif d’approfondir nos connaissances concernant le mécanisme d’action des peptides
LZDPs. Les données obtenues au cours de ma these ont montré qu’ils agissaient en induisant une rupture de la
membrane des cellules cancéreuses qui semble due a l'interaction avec un ou des partenaires exprimés
uniquement a la membrane des cellules tumorales. Un de ces partenaires est la protéine PAK1, exprimée a la
membrane des cellules de Sézary et des cellules leucémiques et dont la présence est nécessaire a I'activité
membranolytique des peptides. PAK1 est particulierement intéressante car elle est connue pour étre impliquée
dans plusieurs étapes de la tumorigénese, et son interaction avec AAC-11 pourrait potentiellement expliquer le
développement de certains cancers.

Fait intéressant, nos résultats indiquent que les peptides LZDPs induisent une mort cellulaire immunogéne des
cellules cancéreuses. Dans des modeles murins immunocompétents, nous avons mis en évidence que cela
permettait I'activation du systeme immunitaire. Ainsi, dans ces modeles, il est possible d’utiliser les lysats
cellulaires obtenus aprés exposition de cellules cancéreuses aux peptides en tant que vaccins prophylactiques ou

thérapeutiques.



RESUME

Enfin, un autre axe de ma thése consistait a optimiser la séquence de pénétration et la séquence active des
peptides dérivés d’AAC-11. D’une part, nous avons amélioré la portion LZ du peptide, en concevant des peptides
plus courts, conservant les propriétés anti-tumorales du peptide original. D’autre part, nous avons construit une
séquence de pénétration plus courte et plus efficace en termes de pénétration cellulaire que la pénétratine. Les
peptides « seconde génération » constitués de cette séquence associée a celle du LZ d’AAC-11 possédent des

propriétés anti-tumorales comparables a celles des peptides de premiére génération.

Forts de ces résultats, nous espérons désormais débuter un ou plusieurs essai(s) clinique(s) dans les contextes

du SS et de la LAM, en collaboration avec les équipes médicales de I’h6pital St-Louis.

Mots clés : apoptose, cancer, AAC-11, Cell-Penetrating-Peptides, Leucin-Zipper, PAK1, Syndrome de Sézary,

Leucémie Aiglie Myélocytaire, vaccin anti-cancéreux



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND CARACTERIZATION OF THE THERAPEUTIC POTENTIAL
OF AAC-11-DERIVED CELL PENETRATING PEPTIDES
IN THE CONTEXT OF CUTANEOUS AND/OR HEMATOLOGICAL CANCERS

The team of Dr. Poyet is interested in the study of protein-protein interactions (PPIs) in the control of apoptosis,
and their modulation in the context of novel therapeutic strategies. They demonstrated the important role of
the protein AAC-11 in the development and progression of tumors. AAC-11 is an anti-apoptotic protein,
overexpressed in several malignant tissues and cells. It exhibits a crucial role in the survival of transformed cells

and in their sensitivity to anti-cancer agents, due to several PPIs involving its Leucin-Zipper (LZ) domain.

My team had therefore the idea to conceive Cell-Penetrating-Peptides (CPPs) derived from AAC-11 LZ domain,
and able to act as competitive inhibitors of its activity. CPPs are small amino-acids sequences able to cross plasma
membrane to deliver a cargo inside the cells. They have the advantages of being easy to synthesize and modify
and most importantly to be generally non-toxic in vivo. Our peptides are made of two domains: penetratin (a
well-known cell-penetrating sequence) linked to portions of AAC-11 LZ domain. Those peptides called LZDPs have
been patented (PCT/EP2015/053307) based on the demonstration of their antitumoral activity in various models

of cancers, among which melanoma.

My PhD project aim was to assess the antitumoral properties of the peptides in others cancers, such as Sézary
Syndrome (SS) and Acute Myeloid Leukemia (AML). The results highlighted a strong cytotoxic effect of the LZDPs
peptides toward malignant cells in those pathologies, but not toward healthy cells in the surrounding
environment. This specific antitumoral activity is not only observed in vitro in different cell lines, but also ex vivo
on patients’ samples, and in murine preclinical models. Another objective of my thesis was to deepen our
knowledge concerning the LZDPs peptide’s mechanism of action. Data obtained during my research allowed to
show that they act by inducing cancer cells membranolysis. This effect seems to be due to the peptide’s
interaction with one or several partners, expressed only at the membrane of malignant cells. One of these
partners is the protein PAK1, expressed at the membrane of Sézary cells and leukemic cells and which presence
is necessary to the peptide’s membranolytic activity. PAK1 is particularly interesting because it is known to be
involved in many steps of tumorigenesis and its interaction with AAC-11 might explain the development of some

cancers.

Inimmunocompetent mice models, we also highlighted the ability of the peptides to induce an immunogenic cell
death of cancer cells, that is to say a type of cell death that activates the immune system. Experiments showed
that it is possible to use the peptides-treated tumor cells as prophylactic or therapeutic vaccines in those murine

models.

Finally, another axis of my thesis was to optimize the cell penetrating and the active sequences of AAC-11-
derived-peptides. On the one hand, we improved the active sequence of the peptide (LZ part), by conceiving
shorter peptides, with maintained antitumoral properties. On the other hand, we designed a shorter and more

efficient cell penetrating sequence compared to penetratin, and able to transport high molecular weight cargos
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inside cells. The “second-generation” peptides, made of this sequence linked to AAC-11 LZ exhibit antitumoral

properties similar to that of the first-generation peptides.

Because of these promising results, we now hope to start one or several clinical trial(s) in the context of SS and

AML, in collaboration with the medical teams of St Louis Research Hospital.

Keywords: apoptosis, cancer, AAC-11, Cell-Penetrating-Peptides, Leucin-Zipper, PAK1, Sézary Syndrome, Acute

Myeloid Leukemia, anti-cancer vaccine
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Glossaire

Alopécie : Maladie auto-immune caractérisée par la chute compléte des cheveux ou des poils sur de petites
superficies de peau.

Angiogéneése : Processus de croissance de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants. Il s’agit
d’un processus physiologique, qui se produit notamment lors du développement embryonnaire. Il peut aussi
s’agir d’'un processus pathologique, déterminant pour la croissance des tumeurs malignes et I'apparition des
métastases.

Antigeéne : Toute substance capable de déclencher une réponse immunitaire.

Barriere hémato-encéphalique : Membrane qui sépare la circulation sanguine et le liquide céphalo-rachidien,
fluide dans lequel baignent le cerveau et la moélle épiniere. Cette barriére permet la régulation et le maintien
de 'homéostasie des cellules cérébrales. Elle protége également le cerveau et la moélle épiniere contre le
passage de substances toxiques et de microorganismes pathogénes.

Calpaine : Protéase a cystéine, non-lysosomiale, dont I'activité, de type papaine, est dépendante du calcium.

Caspase : Classe de protéases a cystéine qui reconnaissent chacune une séquence particuliere sur certaines
protéines et hydrolysent la liaison peptidique coté carboxyle d'un résidu d'aspartate de cette séquence.

B-caténine : Protéine impliquée dans I'adhésion cellulaire, la signalisation cellulaire et la transcription.

Cathépsine : Endoprotéase lysosomiale, fonctionnant a pH acide, dont I'activité protéolytique cible la matrice
extracellulaire et la membrane basale. Les cathépsines participent a I'autolyse apoptotique et a la digestion
intracellulaire.

Cavéoline : Famille de protéines membranaires constitutives des cavéoles et impliquées dans le phénomene
d'endocytose.

Cellule dendritique : Cellule immunitaire faisant partie du systéme phagocytaire mononucléaire. Ce sont des
cellules présentatrices d'antigenes et qui peuvent présenter des prolongements cytoplasmiques appelés
dendrites dans certaines conditions.

Cellule NK (Natural Killer) : Lymphocyte CD56+ capable d’éliminer des cellules tumorales et des cellules
infectées. Les cellules NK sécretent également des cytokines qui participent a I'orientation de la réponse
immunitaire adaptative.

Chimiokine : Cytokine chimiotactique qui contrdle les motifs de migration et le positionnement des cellules
immunitaires. La fonction la plus étudiée des chimiokines est I'attraction (chimiotactisme) et le contrdle de I'état
d'activation des cellules du systeme immunitaire. D'autres fonctions leur ont été aussi attribuées, dans le
développement embryologique ou la physiologie du systeme nerveux par exemple. Elles sont caractérisées par
la présence de quatre résidus cystéine en des positions conservées nécessaires a la formation de leur structure
tridimensionnelle.

Clathrine : Protéine structurelle, constituant I'enveloppe (ou manteau) de certaines vésicules (on parle de
vésicules mantelées). Les clathrines présentent une forme en triskéle appelés triskélions dont les branches
s’assemblent pour former une structure polyédrale. Cet assemblage permet I'invagination de la membrane et la
formation de vésicules, impliquées dans I’endocytose.

Complexe Majeur d’Histocompatibilité: Systéme de reconnaissance du soi présent chez la plupart des
vertébrés. Chez I'humain, on parle d'antigene HLA. Les molécules du CMH sont a la surface de toutes les cellules
nucléées pour le CMH de classe | et les cellules présentatrices de I'antigéne pour le CMH de classe Il qui assurent
la présentation de I'antigéne aux lymphocytes T afin de les activer.



Cytokine : Glycoprotéine, qui peut étre membranaire ou secrétée suite a une stimulation. Parmi les cytokines on
trouve le TNF-q, les interleukines, les chimiokines et les interférons. Elles sont impliquées dans la régulation des
fonctions immunitaires, mais aussi dans I'hématopoiese et I'hémostase.

Ectropion : Eversion du bord libre de la paupiére.

Endocytose : Pénétration dans une cellule de matériel extracellulaire, par invagination de la membrane
plasmique suivie de la formation de vésicules s’isolant dans le cytoplasme. Il existe deux types d’endocytose : la
pinocytose et la phagocytose.

Erythrodermie : Syndrome rare consistant en une rougeur de la peau confluente, trés étendue, s'accompagnant
d'une desquamation. Elle est caractérisée par une évolution prolongée, et peut s'accompagner d'un prurit
important ainsi que d'un cedéme. Les muqueuses (bouche, conjonctive oculaire...) peuvent également étre
atteintes.

Hématopoiése : Ensemble des mécanismes impliqués dans la production des diverses cellules sanguines a partir
de la cellule souche hématopoiétique, incluant la mise en place d’'un microenvironnement spécifique ; I'auto-
renouvelement des cellules souches ; la différenciation vers I'une ou I'autre des cellules du sang ; I'intervention
de molécules extracellulaires (facteurs de croissance), intracytoplasmiques (récepteurs et voies de transduction
du signal), et intranucléaires (facteurs de transcription et génes spécifiques).

Hépatosplénomégalie : Association d'une augmentation de volume du foie (hépatomégalie) et de la rate
(splénomégalie).

Hypoxie : Carence d’apport en oxygene.
Kératodermie palmoplantaire : Epaississement de la peau des paumes des mains et des plantes des pieds.

Kinase : Enzyme du groupe des transférases catalysant les réactions de phosphorylation par I'ajout d'un ion
phosphate a une molécule cible, a partir de I'ATP.

Lymphocyte T auxiliaire (helper) : Lymphocyte T CD4+ agissant seulement comme intermédiaire de la réponse
immunitaire. Ces lymphocytes proliféerent seulement lorsqu'ils sont liés a certains antigenes pathogénes, pour
activer une quantité d'autres types de cellules qui agiront de maniere plus directe sur la réponse. Une fois activés,
ils proliferent et sécretent des cytokines, des protéines ou des peptides qui stimulent d'autres lymphocytes. lIs
peuvent se différencier en plusieurs sous-types, définis en fonction des cytokines spécifiques qu'ils produisent.

Lymphocyte T cytotoxique (CTL) : Lymphocyte T qui présente a sa surface des récepteurs pouvant se lier a des
complexes formés par un peptide présenté par une molécule CMH de classe |. Ces lymphocytes sont capables
d'éliminer une cellule cible, comme les cellules infectées (par des virus ou autres pathogenes intracellulaire), les
cellules cancéreuses ou les cellules provenant d'allogreffes. Les lymphocytes T cytotoxiques jouent donc un role
essentiel dans la réponse immunitaire. Une fois activées par un complexe CMHI-peptide, les lymphocytes T
cytotoxiques libérent la perforine, une protéine qui entraine la formation de pores dans la membrane plasmique
des cellules cibles et provoque leur lyse. Les lymphocytes T cytotoxiques liberent également la granzyme, une
protéase a sérine, capable de pénétrer dans la cellule cible par ces pores, puis d'induire I'apoptose.

Maladie résiduelle minime (MRD) : Persistance de cellules malignes en dessous du seuil de détection par les
techniques conventionnelles, au terme d’une séquence thérapeutique a visée éradicatrice.

Oncogeéne : Géne dont I'expression favorise la survenue d'un cancer.
Onychodystrophie : Trouble de la croissance des ongles.

Polyadénopathie : Présence de plusieurs ganglions augmentés de volume localisés en différents territoires
ganglionnaires.

Prurit : Démangeaison liée a une affection cutanée ou générale.



Suppresseur de tumeur : Géne qui a pour fonction d'empécher I'emballement de la division cellulaire. S'il est
introduit dans une cellule cancéreuse, il a tendance a ralentir la prolifération cellulaire. Ces génes peuvent par
exemple favoriser la mort cellulaire programmeée ou ralentir le cycle cellulaire.

Thrombopénie : Diminution du nombre de plaquettes sanguines en dessous du seuil de 150 000 plaquettes par
millimetre cube (ou diminution de 50 % par rapport au niveau de référence).



Abréviations

AAC-11 : Anti-Apoptosis Clone 11

ACPP : Activatable Cell-Penetrating Peptide

AD : Dermatose Atopique

ADN : Acide Désoxyribonucléique

APAF-1 : Apoptotic Peptidase Activating Factor 1

API-5 : Apoptosis Inhibitor 5

ARN : Acide Ribonucléique

ATO : Arsenic Trioxide

ATP : Adénosine Triphosphate

ATRA : Acide Transrétinoique

ATTEMPS : Antibody Targeted Triggered Electrically Modified Prodrug Type Strategy
AV : Annexin V

Ca*: Calcium

CAR-T : Chimeric Antigen Receptor T cell

CD : Cellule Dendritique

Cdc42 : Cell Control Division Protein 42

CEA : CarcinoEmbryonic Antigen

CLEC9 : C-type LECtin domain family 9 member A

CMHI : Complexe Majeur d’Histocompatibilité |

CMHII : Complexe Majeur d’Histocompatibilité Il

CPA : Cellule Présentatrice d’Antigéne

CPP : Cell-Penetrating Peptide

CRT : Calréticuline

CSC : Cellule Souche Cancéreuse

CSH : Cellule Souche Hématopoiétique

CSL : Cellule Souche Leucémique

CTCL : Cutaneous T Cell Lymphoma ou lymphome T cutané
CTL : Cytotoxic T Lymphocyte ou lymphocyte T cytotoxique
DAMP : Damage-Associated Molecular Pattern

DISC : Death-Inducing Signaling Complex

EORTC : European Organization for Research and Treatment of Cancer



FDA : Food and Drug Administration

GVHD : Graft-vs-Host Disease ou réaction du greffon contre I’h6te
HER2 : Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

HLX : H2.0-Like Homeobox

HMGBL1 : High-Mobility Group Box 1

HSP : Heat Shock Protein

IL : Interleukin

IFN : Interféron

ITIM : Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motifs
K* : Potassium

KIR : Killer Inmunoglobulin-like Receptors

LAL : Leucémie Aiglie Lymphoblastique

LAM : Leucémie Aiglie Myéloide

LAM-CBF : Leucémie Aiglie Myéloide a Core-Binding Factor
LAP : Leucémie Aiglie Promyélocytaire

LDH : Lactate Déshydrogénase

LLC : Leucémie Lymphoide Chronique

LZ : Leucin-Zipper ou glissiere a leucines

LZDP : Leucin-Zipper-Derived Peptide

MAGE : Melanoma-Associated Antigen

MCI : Mort cellulaire immunogene

MIG8 : Migration-Inducing Protein 8

MF : Mycosis Fungoide

MRD : Maladie Résiduelle minime

MUC1 : Mucine 1

Na* : Sodium

NLRP3 : NOD-Like Receptor family, Pyrin domain containing 3
NLS : Nuclear Localisation Sequence

NOA : Non-Oncogenic Antigen

NOD/SCID : Non-obese Diabetic/Severe Combined Immunodeficient mouse
NSCLC : Cancers Bronchiques Non a Petites Cellules

NSG : NOD/SCID Y mouse

PAK1 : P21 (RAC1) Activated Kinase 1



PAMP : Pathogen-Associated Molecular Pattern

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell ou cellule mononuclée de sang périphérique
PDL-1 : Programmed Death-Ligand 1

PDX : Patient-Derived-Xenograft ou xénogreffe dérivée de patients

Pl : Propidium lodide ou iodure de propidium

PI-3 : Phosphoinositide-3

PPI : Interaction Protéine-Protéine

PRR : Pathogen-Recognition Receptor

PTD : Protein Transduction Domain

RAGE : Receptor for Advanced Glycation Endproducts

Racl : RAS-related C3 botulinum toxin substrate 1

ROS : Oxygen Reactive Species

SS : Syndrome de Sézary

TGF : Transforming Growth Factor

TH : T Helper

TK : Tyrosine Kinase

TLR : Toll-Like Receptor

TNF : Tumor-Necrosis Factor

TRADD : Tumor Necrosis Factor Receptor type 1-associated Death Domain
TRAIL : Tumor-Necrosis-Factor Related Apoptosis Inducing Ligand
TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labeling

WT : Wild Type (sauvage)






Préambule

D’apreés les données épidémiologiques de I'Institut National du Cancer, 382 000 nouveaux cas de cancer ont été
diagnostiqués en France métropolitaine au cours de I'année 2018 (205 000 hommes et 177 000 femmes). Parmi
les cancers les plus fréquents, on retrouve le cancer du sein, le cancer du poumon, le mélanome ou encore les
leucémies. Malgré des progres considérables au cours des derniéres décennies dans la détection précoce et la
prise en charge des patients, le cancer reste la premiéere cause de décés en France. Il est donc urgent de proposer
de nouvelles options thérapeutiques innovantes, afin de permettre une amélioration du taux de mortalité d{ aux

cancers ainsi que de la qualité de vie des patients.

Actuellement, la stratégie de traitement des cancers consiste le plus souvent en I'association d’une opération
chirurgicale (ablation totale ou partielle de la tumeur), d’une irradiation locale et I'administration de
chimiothérapies. Les chimiothérapies sont des molécules cytotoxiques (qui tuent les cellules malignes) ou
cytostatiques (qui bloguent la prolifération des cellules en phase de division rapide), généralement tres efficaces
mais aussi responsables de nombreux effets indésirables. Une telle toxicité limite souvent |'utilisation de ces
agents anti-cancéreux a leur dose optimale, menant a des rechutes, au développement de résistances aux
chimiothérapies et a une mauvaise prise en charge des malades. De plus, puisque les cellules tumorales ont de
nombreuses caractéristiques communes avec les cellules normales, concevoir un médicament qui détruit
uniquement les cellules cancéreuses sans affecter les cellules saines avoisinantes représente un véritable défi

pour le développement thérapeutique en oncologie.

Depuis I'avénement du séquencage a haut débit des génomes, de nombreux laboratoires se sont penchés sur la
recherche et la mise au point de thérapies dites ciblées. Ces thérapies ciblées agissent spécifiquement sur des
molécules associées au cancer, tandis que les chimiothérapies classiques agissent sur les cellules en division
rapide qui peuvent étre soit normales soit cancéreuses.

Les thérapies ciblées sont basées sur la médecine de précision qui consiste a rechercher chez les patients des
marqueurs moléculaires de diagnostic et de sensibilité aux traitements. Un grand nombre d’entre-elles ont déja
été approuvées par la FDA (Food and Drug Administration) et proposées sur le marché. D’autres sont
actuellement au stade d’évaluation pré-clinique ou clinique.

On peut classer les thérapies ciblées en plusieurs classes. La famille la plus représentée est celle des inhibiteurs
de protéines kinases, qui ont la capacité d’entrer dans les cellules et de bloquer I'activation des tyrosines kinases
impliquées dans la prolifération des cellules cancéreuses. Il y a également les anticorps monoclonaux, qui sont
capables de se fixer sur des récepteurs exprimés exclusivement a la surface des cellules tumorales et capables
de freiner leur multiplication. D’autres traitements ciblés s’attaquent a I'oncogene lui-méme, en induisant sa
dégradation, ou bien a des mécanismes comme |’angiogénese.

Le développement de telles thérapies ciblées constitue une véritable révolution dans le domaine du traitement
du cancer. Cependant, la découverte de nouveaux médicaments s’est sensiblement ralentie au cours des
dernieres années. A I'heure actuelle, la fonction de pres de 40% des 30 000 genes humains reste inconnue, et les

100 médicaments les plus vendus agissent sur moins de 50 protéines différentes. De plus, puisque I'intérét de
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ces nouvelles thérapies vient de leur spécificité vis-a-vis d’'une ou plusieurs anomalies particulieres, il n’est pas
rare que selon le profil biologique du patient (et le statut mutationnel de la tumeur), les options thérapeutiques

restent limitées.

C’est dans ce contexte que notre équipe s’adonne a la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques, tout aussi
spécifiques des cellules tumorales, mais plus universelles (communes a la majorité des cancers et des patients).
Les interactions protéine-protéine (PPIs) sont une classe émergente de cibles thérapeutiques. Les réseaux de
PPls manipulent I'essentiel des activités cellulaires et sont donc au centre du développement et de la progression
des maladies. Contrairement aux cibles thérapeutiques classiques, la modulation des PPIs est une forme de
régulation plus subtile et plus spécifique avec I'avantage d’avoir trés peu d’effets secondaires, et de ne pas
perturber totalement I’activité d’une protéine.

Une protéine cible particulierement intéressante est la protéine anti-apoptotique AAC-11, qui joue un role clé
dans plusieurs étapes de la tumorigénése en interagissant avec de nombreuses protéines impliquées dans des
fonctions cellulaires telles que I'apoptose, la différenciation, la migration et I'invasion tumorale. La stratégie
utilisée dans notre équipe est de bloquer I'activité d’AAC-11 grace a I'utilisation de peptides pénétrants, capables
d’interférer avec ces différentes interactions. Nos peptides, appelés LZDPs, sont de petites molécules naturelles
et non-toxiques, présentant un grand nombre de propriétés anti-tumorales, non seulement in vitro, mais aussi

in vivo.
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INTRODUCTION, CHAPITRE 1

CHAPITRE 1 : Mort cellulaire et cancer

Actuellement, douze formes de mort cellulaire sont reconnues par le comité de nomenclature (Galluzzi et al.,
2012). En termes de morphologie, on classe la mort cellulaire en trois grandes catégories (Lee et al., 2018) (Figure
1):

- L’apoptose/pyroptose, caractérisée par un rétrécissement cellulaire, la condensation de la chromatine, la
fragmentation nucléaire, la formation de blebs (proéminence de la membrane plasmique) et la formation
de corps apoptotiques (petites vésicules).

- L'autophagie, caractérisée par la formation d'un grand nombre de vacuoles cytoplasmiques
(autophagosomes).

- La nécrose/nécroptose, caractérisées par le gonflement des mitochondries et la rupture de la membrane

plasmique.

Apoptosis Autophagy Necrosis

Figure 1. Différents types morphologiques de mort cellulaire (microscopie électronique a transmission)

De gauche a droite : apoptose (corps apoptotiques, membrane intacte et pas d’inflammation), autophagie (digestion du
contenu cellulaire, vacuolisation massive, pas d’inflammation), nécrose (rupture membranaire, inflammation) (Lee et al.
2018).

Des défauts dans I'une ou plusieurs de ces voies de mort cellulaire ou leur modulation peuvent étre a 'origine
du développement de nombreuses pathologies, en particulier I'initiation et la progression de cancers. C'est
pourquoi certains agents thérapeutiques agissent directement sur ce processus. La plupart déclenchent
I'apoptose des cellules tumorales (Belmar et Fesik, 2015), mais il a été montré que les cellules cancéreuses
pouvaient également étre éliminées de maniere efficace par nécrose ou par modulation de I'autophagie (Brown
et Attardi, 2005). Parfois, les protéines cibles peuvent étre mutées, ce qui conduit a des résistances aux
traitements (Housman et al., 2014). Afin d’améliorer la réponse aux thérapies anti-cancéreuses, il est donc
important de bien comprendre les mécanismes et les voies de signalisation impliqués dans les différentes formes

de mort cellulaire, ainsi que leurs réseaux d’interactions complexes.

I. Apoptose

1) Vue d’ensemble
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Le mot apoptose a été introduit en 1972 pour décrire une mort cellulaire présentant des caractéristiques
morphologiques particuliéres (Kerr et al., 1972). Il s’agit d’'un processus génétiquement controlé jouant un réle

fondamental dans le développement et ’homéostasie cellulaire (Lee et Overholtzer, 2019).

Les cellules apoptotiques sont caractérisées par des modifications morphologiques : boursouflements de la
membrane plasmique, rétrécissement du noyau et du cytoplasme, condensation de la chromatine dans le noyau.
Ces événements s’accompagnent d’une fragmentation de la cellule et de la formation de corps apoptotiques
(Doonan et Cotter, 2008). D’un point de vue biochimique, elles sont caractérisées par une externalisation des
phosphatidylsérines membranaires, une dégradation spécifique de I’ADN (en fragments de haut poids
moléculaire et/ou en fragments oligonucléosomaux) et une dégradation sélective de certaines protéines

cellulaires (Savill et al., 1989).

Les cellules ont la capacité de répondre a des signaux tres différents en activant un ensemble d’événements
conduisant a leur mort par apoptose. L'initiation de I'apoptose est dépendante de I'activation d’'une série de
protéases a cystéines connues sous le nom de caspases (Figure 2). Il existe deux catégories de caspases, les
caspases initiatrices et les caspases effectrices (Elmore, 2007). Une fois 'anomalie cellulaire détectée, les
procaspases initiatrices (procaspases 8 et 9) sont activées. Elles vont ensuite elles-mémes activer, en les clivant,
les caspases effectrices (caspases 3, 6 et 7). Le clivage par les caspases effectrices de leurs substrats provoque
une cascade d’évenements qui aboutit entre-autres a la fragmentation de I’ADN, a I’expression de ligands pour
les cellules phagocytaires et a la formation de corps apoptotiques (Doonan et Cotter, 2008). Les corps
apoptotiques formés sont ensuite phagocytés par les macrophages. La formation de corps apoptotiques avec
membrane plasmique intacte prévient le relargage des constituants intracellulaires et donc la réaction

inflammatoire.

INITIATOR CASPASES INACTIVE ACTIVE
Pro-domain
Asn-X -
LINKER
Pro-caspase-2, -9 CARD . SMALL SUBUNIT
EFFECTOR CASPASES
Pro-caspase-3, -6, -7 I:I SMALL SUBUNIT

I

T

DED= Death Effector Domain
CARD= Caspase Activation and Recruitment Domain

Figure 2. Structure des caspases.

Lors de I'apoptose, les caspases initiatrices sont activées de fagon autocatalytique lorsqu’elles sont liées aux complexes
protéiques adaptés. Une fois activée, elles clivent les pro-formes des caspases effectrices pour les activer, ce qui
permet la protéolyse de nombreuses protéines cellulaires (Créé avec BioRender).

Le mécanisme d’apoptose est trés conservé entre les organismes multicellulaires, et est contrélé génétiquement
(Lockshin et Zakeri, 2007). L’apoptose peut étre initiée par la cellule elle-méme lorsqu’elle détecte une anomalie

grace a ses différents senseurs intracellulaires. Cette voie est connue sous le nom de voie mitochondriale ou voie
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intrinséque. Elle peut également résulter de I'interaction de la cellule endommagée avec une cellule du systéeme
immunitaire, mieux connue sous le nom de voie des récepteurs de mort ou voie extrinseque (Oppenheim, 1991;
Oppenheim et al., 2001). Dans le corps humain, on estime a 10° le nombre de cellules qui entrent en apoptose
par jour (Elliott et Ravichandran, 2010). Les deux voies fonctionnent de maniére synergique pour assurer un

maintien de la bonne santé de I'organisme, via I’élimination des cellules déléteres.

Cependant, le déréglement pathologique du processus d’apoptose ou de son controle est a I'origine de
nombreuses maladies : certains désordres immuns, les maladies neuro-dégénératives (Alzheimer, Parkinson), les
maladies cardio-vasculaires (infarctus), le sida (caractérisé par la disparition des lymphocytes T CD4+) et le cancer

entre-autres.

2) Voie intrinséque

La voie intrinseque est caractérisée par trois étapes principales : (1) Phase d’induction au cours de laquelle des
signaux inducteurs de I'apoptose sont regus. (2) Phase effectrice au cours de laquelle ces signaux sont intégrés,
menant au franchissement ou non d’un point de non-retour, I'activation des caspases. (3) Phase de

destruction au cours de laquelle les cellules sont dégradées et les corps apoptotiques éliminés.

Au cours de la phase d’induction, la voie intrinséque se produit en réponse a des signaux internes pro-
apoptotiques comme les dommages a I’ADN. Ceux-ci peuvent étre induits par de nombreux facteurs externes,
parmi lesquels les rayons ultraviolets, un stress osmotique ou encore une absence de facteurs de croissance

(Opferman et Korsmeyer, 2003).

Lors de la phase effectrice, une cascade d’activation de protéines de la famille BCL-2 est enclenchée (Roset et al.,
2007) (Figure 3). Les dommages a I’ADN activent les protéines pro-apoptotiques « a BH3-seulement » (PUMA,
BIM, BAD, NOXA), menant a I'inhibition de ces membres anti-apoptotiques BCL-XL et BCL-2. Une fois libérés de
I'action inhibitrice de BCL-XL et BCL-2, les protéines pro-apoptotiques BAK et BAX changent de conformation
pour former des homo-oligoméres qui peuvent s’insérer dans la membrane mitochondriale, conduisant a une
perte d’intégrité de la membrane mitochondriale (Decaudin et al., 1997; Decaudin et al., 1998; Green et Kroemer,

2004).
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Figure 3. Membres de la famille BCL-2.

Selon leurs propriétés pro- ou anti-apoptotiques, les protéines de la famille Bcl-2 sont subdivisées en sous-
familles : BCL-2 (protéines anti-apoptotiques, domaines BH multiples), BAX (protéines pro-apoptotiques,
domaines BH multiples), BH3-seulement (protéines pro-apoptotiques, seulement un domaine BH3) (Créé avec
BioRender).

La voie intrinseque est caractérisée par la perméabilisation et la dépolarisation de la membrane mitochondriale.
De nombreux facteurs, dont le Ca?" et de nombreuses protéines, parmi lesquelles le cytochrome ¢, sont relargués
dans le cytoplasme de la cellule (Candé et al., 2002; Saelens et al., 2004). Cette perte d’intégrité membranaire
constitue un point de non-retour pour la cellule : elle se dirige de maniere irréversible vers la mort. Dans le
cytoplasme, le cytochrome c, APAF-1 et la procaspase 9 s’assemblent pour former I'apoptosome (Solary 1998;
Cain et al., 2000; Saelens et al. 2004;). La caspase-9 est alors activée, et va elle-méme activer des caspases
effectrices (caspases 3 et 7), ce qui provoque, entre-autres, I'exposition de la phosphatidylsérine du coté
extracellulaire de la membrane plasmique, la fragmentation de I’ADN et la formation des corps apoptotiques

(Czabotar et al., 2014; Galluzzi et al., 2018).

La phase de destruction de I'apoptose est caractérisée par le rétrécissement de la cellule et la phagocytose des

corps apoptotiques (Doonan et Cotter, 2008).

3) Voie extrinseque

La voie extrinseque est initiée lorsque des membres de la famille TNFR (ex : récepteurs FAS et TNF) sont stimulés
par leurs ligands (ex : FasL, TNF ou TRAIL) au niveau de la membrane plasmique. La liaison des substrats aux
récepteurs de mort induit la formation de complexes multiprotéiques au niveau de la surface cytoplasmique du
récepteur. Ces plateformes moléculaires sont appelées DISC, et médient I'activation de la caspase 8. La caspase
8 active ensuite les caspases effectrices ce qui induit le clivage de la protéine pro-apoptotique BID en fragment

tronqué (tBID). A ce niveau, BAK et BAX sont activées, ce qui en fait un point d’intersection entre les deux voies
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apoptotiques (Czabotar et al., 2014; Galluzzi et al., 2018). Un schéma récapitulant les bases moléculaires des

voies intrinséque et extrinseque est représenté ci-dessous (Figure 4).

_ T
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@ Degradative Ub
o Cytochrome C

EXTRINSIC PATHWAY
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Figure 4. Bases moléculaires de I'apoptose.
Voies de signalisation intrinséque et extrinseque de I'apoptose. L'engagement dans I'une des
voies dépend du type de signal déclencheur. Les deux voies impliquent des protéines de la famille
BCL-2 et des cascades d’activation de caspases (Créé avec BioRender).
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4) Apoptose et cancer

A I'heure actuelle, de nombreux oncogénes et genes suppresseurs de tumeurs ont été découverts et mis en

cause dans le contrdle de I'apoptose :

- Geénes impliqués dans la voie de signalisation RAS (ex : oncogéne BRAF)

- Geénes impliqués dans la voie de signalisation AKT (ex : oncogénes AKT et BAX, génes suppresseurs de

tumeurs PTEN et BCL-2)

- Geénes impliqués dans le cycle cellulaire et en particulier la transition G2/M (ex : oncogéne MDM?2, géne

suppresseur de tumeur TP53)

L’expression de ces génes affecte I'initiation de la tumorigéneése, la progression de la tumeur et la résistance aux

traitements. Ceci illustre le fait que I'apoptose constitue un véritable lien biologique entre génétique du cancer

et traitement du cancer. C'est pourquoi les genes et les protéines contrélant I'apoptose sont considérés comme

des cibles particulierement prometteuses pour le développement de nouvelles thérapies anticancéreuses

(Houghton, 1999; Zhivotovsky et Orrenius, 2003; Garrido et al., 2007; Letai, 2008; Ledgerwood et Morison, 2009).

Il. Autres voies de mort cellulaire
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1) Pyroptose

L’apoptose classique est caractérisée par la compartimentalisation de composés intracellulaires de la cellule, et
I’élimination des débris cellulaires sans dommages collatéraux dans les tissus voisins. Une forme alternative
d’apoptose a récemment été identifiée (Boise et Collins, 2001; Cookson et Brennan, 2001), qui, bien que suivant
une série d’évenements programmés caspases-dépendants, est pro-inflammatoire. Cette forme de mort
cellulaire, appelée pyroptose (Fink et Cookson, 2005), a été identifiée dans des macrophages infectés par

Salmonelle ou Shigella, et n’est pas observée dans les cellules déficientes en caspase-1 (Allen et al., 2005).

La liaison d’'un PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern) a un PRR (Pathogen-Recognition Receptor) active
les voies de signalisation MAPK et NFkB, ce qui induit la transcription et la synthése de précurseurs de cytokines
pro-IL-1B et pro-IL-18, et de I'inflammasome NLRP3. Ce processus constitue un premier signal pour la génération
de cytokines IL-1pB et IL-18 matures (Figure 5a). Le second signal est d{ a I’activation du NLRP3 par des activateurs
stériles ou pathogénes. Cela initie des modifications telles qu’un influx d’ion, d’ATP ou de petites particules
menant a la formation de ROS (Oxygen Reactive Species). Ces ROS induisent la liaison d’une protéine kinase
appelée NEK7 au NLRP3, ce qui aboutit a la formation (assemblage avec la protéine adaptatrice ASC et la
procaspase-1) et l'activation de I'inflammasome (Figure 5b). La procaspase-1 est clivée, ce qui permet la
génération d’'une caspase-1 active, qui clive les précurseurs de cytokines pro-IL-1B et pro-IL-18 en cytokines
matures. La caspase-1 géneére également un fragment de gasdermine D (fragment N-terminal) qui transloque
dans le feuillet interne de la membrane plasmique, conduisant a la formation de pores. Ces pores permettent la
sécrétion des cytokines matures IL-1PB et IL-18, un efflux de K+ (Gutierrez et al., 2017), la perméabilisation de la
membrane plasmique et la lyse cellulaire (Jorgensen et Miao, 2015; Galluzzi et al., 2018). Dans le cas de la
pyroptose, contrairement a I'apoptose, 'intégrité nucléaire est maintenue (pas de fragmentation), bien qu’une

condensation de la chromatine puisse étre observée (Fink et Cookson, 2005).

(a) (b)
Signal 1: Signal 2:
PAMP Influx of ATP, ions or
@ ASC particulates
® NLRP3
0‘ °
Pro-caspase-1
E::\f,i:;a“ng * inflammasome
Inflammasome Active caspase-1
vt
Figure 5. L'inflammasome. b o @ 0
(a) Structure. (b) Activation. Pro-IL-1B  IL-1B Gasdermin-D N-Terminal
2 . Pro-IL-18 IL-18 fragment
(Créé avec BioRender). .
Pyroptosis
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Contrairement a I'apoptose, le role de la pyroptose dans le cancer et dans la réponse aux chimiothérapies est

peu connu, mais il n’est pas sans intérét (Nagarajan et al., 2019).

On sait que la pyroptose est activée principalement par la caspase-1, et que son absence peut mener a la
formation de tumeurs liée a une inflammation. Dans des modéles de souris déficientes en caspase-1, il n’y a plus
de production d’IL-18, elle-méme connue pour son réle inhibiteur dans la formation de tumeurs et I'angiogenése
(Hegardt et al., 2001; Cao et al., 2007). De plus, I'inflammasome NLRP3 a un rdle protecteur, et la dérégulation
de ces composants est observée dans plusieurs cancers dont I’hépatocarcinome (Zaki et al., 2011; Wei et al.,

2014).

Récemment, il a également été montré que certains agents chimiothérapeutiques ciblant I’ADN (cisplatine,
doxorubicine, actinomycine-D) pouvaient induire une pyroptose des cellules cancéreuses, via I’activation de la
caspase-3 (Wang et al., 2017). Il est aussi connu que certaines chimiothérapies affectent les mitochondries, et
induisent une production accrue de ROS. Plusieurs études ont montré que ce phénomene pourrait faciliter la
formation de I'inflammasome et aboutir a une mort des cellules cancéreuses par pyroptose (Guo et al., 2015;

Gurung et al., 2015).

2) Autophagie

L’autophagie est un processus par lequel des composés cellulaires comme les macroprotéines ou bien des
organelles entiéres sont séquestrés dans des lysosomes afin d’étre dégradés (Klionsky et Emr, 2000). Les
lysosomes sont ensuite capables de digérer ces substrats, qui peuvent étre soit recyclés pour créer de nouvelles
structures et/ou organelles ou bien étre utilisés comme source d’énergie pour la cellule. L’autophagie peut étre
induite par de nombreux signaux de stress, notamment le manque de nutriments (Mizushima et al., 2008). Bien
gue 'autophagie soit la plupart du temps un moyen de recycler des composés cellulaires, elle peut aboutir a la
destruction de la cellule, comme dans le cas de I’élimination des cellules sénescentes et la destruction des Iésions

néoplasiques (Mizushima et al., 2008).

Dans la forme la mieux décrite de I'autophagie, dite « macroautophagie », des régions entiéres de la cellule sont
séquestrées dans des vésicules a double-membrane appelées autophagosomes (Li et Vierstra, 2012).
Chronologiquement, I'autophagie est médiée par les complexes ULK1 et PI-3K qui permettent la formation d’un
phagophore. Un autre complexe composé de plusieurs sous-unités, dont la protéine LC3Il est nécessaire pour
I’élongation du phagophore et la formation de I'autophagosome. Puis, la protéine p60 se lie aux protéines
ubiquitinées, qui sont ciblées pour la dégradation. P60 se lie alors a LC3Il au moment de la formation de
I'autophagosome et les protéines et organelles ciblées pour la dégradation sont engloutis. Apres fusion de
I"'autophagosome avec le lysosome, son contenu est digéré (Ndoye et Weeraratna, 2016). Les étapes les plus

importantes sont schématisées ci-dessous (Figure 6).
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Figure 6. Etapes de 'autophagie.

La premiére étape implique la formation et I'élongation des membranes d’isolation, dites phagophores. Au cours de la seconde
étape, qui fait intervenir la protéine LC3lI, le cargo cytoplasmique est séquestré, et la double membrane de I'autophagosome
est formée. La fusion du lysosome avec I'autophagosome pour former I’autophagolysosome, constitue la troisieme étape.
Enfin, le cargo est dégradé (Consulté sur et adapté de https://www.thermofisher.com/fr).

En fonction du contexte physiologique ou pathophysiologique de la cellule, 'autophagie peut étre considérée
comme une alliée ou un ennemi du cancer (Amaravadi et al., 2016).

L'autophagie se produit a des niveaux faibles dans tous les tissus, permettant I'élimination des organelles
endommagées et des protéines incorrectement repliées. Dans ces conditions physiologiques (lorsque les niveaux
en nutriments sont normaux), I'autophagie protége I'organisme du développement de nombreuses maladies,
notamment les cardiopathies, les maladies infectieuses, les maladies neurodégénératives et le cancer (Nixon et
Yang, 2011; McLendon et al., 2014; Chen et al., 2014; Cuervo et Wong, 2014; Kimmelman et White, 2017).

Au contraire, dans un contexte pathologique (manque de nutriments, hypoxie ou infection bactérienne),
I'autophagie se produit a des niveaux élevés, ce qui contribue a I'adaptation des cellules au stress, mais
également a la survie des cellules cancéreuses. De nombreuses études ont montré que des thérapies ciblées
variées pouvaient induire I'autophagie des cellules cancéreuses. Cependant, dans la plupart de ces études, bien
gue I'objectif soit de renforcer I'lautophagie au point d’induire la mort cellulaire, cette autophagie était plutot
cytoprotectrice que cytotoxique, avec activation de nombreuses voies de réponse au stress (Katayama et al.,
2007; Kapuy et al., 2014; Onorati et al., 2018). A l'inverse, des études ayant pour objectif d’inhiber I'autophagie
semblent trés prometteuses dans de nombreux types de cancers, tels que le glioblastome, le cancer du pancréas,
le mélanome, le sarcome ou encore le myélome multiple (Tanida, 201; Ndoye et Weeraratna, 2016; Amaravadi
et al., 2016; Muller et al., 2017; Levy et al., 2017). Par exemple, dans un modeéle murin de cancer du sein triple-
négatif, il a été montré que linhibition de I'autophagie augmentait significativement [I'efficacité des
chimiothérapies (Lefort et al., 2014). Il a également été montré que la suppression de I'autophagie dans un

modele murin de tumorigénése permettait I'arrét de la croissance tumorale, puis I’élimination progressive de la
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tumeur (Karsli-Uzunbas et al., 2014). Compte tenu de I'importance de I'autophagie pour 'homéostasie des
cellules normales, il reste important d’évaluer prudemment ce nouveau type de thérapies, et leur potentielle

toxicité.

3) Nécrose

A l'inverse de I'apoptose, la nécrose a initialement été décrite comme une forme de mort cellulaire non-
contrblée, induite par des signaux extérieurs tels qu’une blessure, I’hypoxie ou encore I'inflammation d’un tissu
(ElImore, 2007). La séquence d’évenements intracellulaires le plus souvent observée dans le cadre d’'une mort
par nécrose inclue des signes précoces de dysfonctionnement mitochondrial, c’est-a-dire la formation de ROS
par la mitochondrie et le gonflement des mitochondries ; la déplétion en ATP, la perte de I’homéostasie du Ca?* ;
le regroupement des organelles autour du noyau, I'activation de certaines protéases comme les calpaines et les
cathépsines ; la rupture des lysosomes puis de la membrane plasmique. Ce scénario est résumé ci-dessous
(Syntichaki et Tavernarakis, 2002) (Figure 7). Le contenu cellulaire est donc directement relargué dans
I’environnement, ce qui enclenche une cascade de réactions inflammatoires, et des dommages aux tissus

adjacents.
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Figure 7. Séquence d’événements fréquemment observés au cours de la nécrose.
De nombreuses conditions peuvent initier la nécrose (comme des chaines ioniques hyperactives) et peuvent
induire une nette augmentation de la concentration calcique intracellulaire ([Ca?*)), soit en stimulant I'entrée de
calcium extracellulaire soit en facilitant le relargage du calcium stocké dans le réticulum endoplasmique. Le calcium
pourrait, ensuite induire la mobilisation de protéases de type cathépsines exécutrices et d’autres hydrolases via
I'activation de la calpaine (Syntichaki et Tavernarakis, 2002, créée avec BioRender).
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La nécrose est classiquement définie comme une conséquence accidentelle d’un stress non-physiologique.
Cependant, on peut aussi considérer la nécrose comme un processus bien orchestré, du moins en termes
d’occurrence (Chautan et al., 1999). Tout d’abord, la nécrose n’est pas toujours une mort par défaut. Elle peut
se produire au cours du développement (ex : mort des chondrocytes qui contrélent la croissance longitudinale
des os) (Roach et Clarke, 2000) et dans les tissus adultes pour assurer le maintien de I’homéostasie (ex : cellules
épithéliales de l'intestin) (Barkla et Gibson, 1999). De plus, la nécrose peut étre induite via I'occupation de
récepteurs de la membrane plasmique par leurs ligands physiologiques (Festjens et al., 2006; Chan et al. 2003).
Cette observation suggére que |'activation de certaines voies de signalisation est spécifiquement connectée a
I'induction de la nécrose plutdét que d’autres formes de mort cellulaire. Enfin, la susceptibilité a la nécrose peut
étre régulée par des facteurs génétiques et épigénétiques (Mattson et Cheng, 2006) ainsi que la modulation de
certaines enzymes (Chautan et al., 1999; Candé et al., 2002; Golstein et Kroemer, 2007). En particulier, I'inhibition
des caspases, qui sont souvent nécessaires a la manifestation morphologique de I"apoptose/pyroptose, peut
provoquer un switch vers une mort cellulaire présentant une morphologie de type nécrotique (Chautan et al.,

1999; Kroemer et Martin, 2005; Golstein et Kroemer, 2007).

Intuitivement, il semblerait que la nécrose soit plutot en faveur du cancer. Dans les tumeurs, on observe souvent
de la nécrose, due a un manque d’approvisionnement en sang, en oxygéne et en glucose (Carlin et al., 2007). Le
développement d’un centre nécrotique chez les patients atteints de cancer est corrélé a une augmentation de la
taille de la tumeur, une augmentation de sa vitesse de progression et un mauvais pronostic, en lien avec le
développement de chimiorésistances et de métastases (Tomes et al., 2003; Kunz et lbrahim, 2003; Gatenby et
al., 2007). Deux causes majeures peuvent expliquer ces observations : d’'une part, la nécrose engendre un
relargage de DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns) dans le milieu extracellulaire (ex : HMGB1) ce qui
induit une inflammation locale et promeut la progression tumorale. D’autre part, I'inflammation chronique peut
progresser en cancer par un modeéle en 4 étapes : (1) inflammation chronique (2) mutation de génes suppresseurs
(3) nécrose (4) mutation de proto-oncogénes (Vakkila et Lotze, 2004). La liaison de la protéine HMGB1 aux
récepteurs RAGE et TLR4 n’est pas suffisante pour activer les macrophages, mais amplifie plutét la production
de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages activés par d’autres facteurs environnementaux tels que
les complexes protéines-ADN (Tian et al., 2007). Le recrutement des macrophages induits par la nécrose et la
production subséquente de facteurs angiogéniques et de facteurs de croissance pourrait expliquer comment les
cancers surviennent dans un contexte d’inflammation chronique, et comment l'inflammation induite par la
nécrose tumorale peut accélérer la tumorigénése (Vakkila et Lotze, 2004; Degenhardt et al., 2006).

Cependant, dans le contexte de thérapies anti-cancéreuses ciblant des tumeurs établies, le relargage de DAMPs
tels que HMGB1 est également capable de promouvoir une immunité anti-tumorale. HMGB1 est un adjuvant
efficace qui favorise la migration et la maturation des cellules dendritiques (CDs) ainsi que la sélection clonale,
I’expansion et la survie des cellules T naives. Des études in vivo ont montré qu’une immunogénisation avec
HMGB1 active I'immunité anti-tumorale contre des tumeurs apoptotiques peu immunogéniques (Rovere-Querini
et al.,, 2004). Le lien entre nécrose est immunité adaptative pourrait par exemple expliquer comment des
chimiothérapies alkylantes peuvent induire des rémissions a long-terme et des guérisons dans des lymphomes

agressifs indolents, naturellement résistants a 'apoptose.
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4) Nécroptose

La nécroptose, décrite il y a quelques années (Degterev et al., 2005) est une forme de mort cellulaire dont les
caractéristiques sont proches de celles de la nécrose. En effet, en termes de morphologie, on peut observer un
gonflement cellulaire, une perméabilisation rapide de la membrane plasmique, un noyau intact et une absence
d’activation des caspases (Moreno-Gonzalez et al., 2016). A I'inverse de la nécrose, il s’agit d’'une mort cellulaire

fortement régulée (Wu et al., 2012).

Le processus de nécroptose se produit dans un environnement déficient en apoptose, et est contrélé par les
kinases RIP1 et RIP3. La voie la plus connue est celle de I'activation de la nécroptose par le TNFR1 (Degterev et
al., 2005). Lorsqu’un ligand se lie au TNFR1, il recrute le complexe I, qui consiste en I'association de TRADD, de
RIP1 et de nombreuses ubiquitine-ligases E3. Dans ce complexe, RIP1 est poly-ubiquitinée. Lorsque RIP1 est
désubiquitinée, il y a formation des complexes lla ou llb. La plupart du temps, le complexe lla active la caspase 8
et résulte en I'apoptose de la cellule. Cependant, lorsque la caspase 8 est inhibée, c’est le complexe llb qui est
activé, ce qui provoque une nécroptose de la cellule. Pour initier la nécroptose via ce complexe llb, RIP1 recrute
RIP3 et induit des évenements d’auto- et transphosphorylation, menant a I'oligomérisation de la kinase RIP3
phosphorylée. Ceci provoque I'assemblage du nécrosome. Il y a également phosphorylation d’une autre kinase
appelée MLKL (Tait et al., 2013; Vanden Berghe et al., 2014; Moreno-Gonzalez et al., 2016). Les kinases activées
RIPK3 et MLKL sont relocalisées a la membrane plasmique (Moreno-Gonzalez et al., 2016). MLKL s’oligomérise
et peut former des pores a la membrane plasmique menant soit directement a une rupture de la membrane
plasmique due a un influx de Ca®* soit a la formation de canaux ioniques permettant I'influx de Na* ou de Ca?*
responsables de la mort cellulaire (Van den Berghe et al. 2014). Ces différents évenements sont schématisés ci-

dessous (Figure 8).
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Le role de la nécroptose dans le cancer est complexe. L'expression de régulateurs clés de la nécroptose est
généralement régulée négativement dans les cellules cancéreuses, suggérant que les cellules cancéreuses
peuvent échapper a la nécroptose pour survivre (Koo et al., 2015; Geserick et al., 2015; Hockendorf et al., 2016).
Cependant, dans certains types de cancers, le niveau d’expression de ces facteurs clés est plus élevé (Wang et
al., 2014; Park et al., 2018). La nécroptose peut induire une forte réponse immunitaire adaptative qui pourrait
participer a la défense contre la progression tumorale (Moriwaki et al., 2014; Yatim et al., 2015; Galluzzi et al.,
2017) ; cependant la réponse inflammatoire induite pourrait aussi promouvoir la tumorigéneése et la formation
de métastases (Grivennikov et al., 2010; Hanahan et Weinberg 2011), et la nécroptose pourrait générer un
environnement tumoral immunosuppressif (Seifert et al., 2016).

Un grand nombre de composés thérapeutiques ciblent la nécroptose et possédent des propriétés anti-tumorales,
mais leur faisabilité clinique doit encore étre validée (Xuan et Hu, 2009; Fu et al., 2013; Werthmoller et al., 2015;

Schmidt et al., 2015; Chen et al., 2016; Gong et al., 2019).

5) Interactions entre les voies de mort cellulaire et techniques d’analyse

L’apoptose, I'autophagie et la nécrose sont souvent initiées par les mémes stimuli, et sont régulées par des voies

de signalisation relativement proches, ou qui se rejoignent, avec des facteurs initiateurs ou des molécules
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effectrices qui agissent dans plusieurs de ces voies. C’est le contexte cellulaire (type de stimulus, environnement
cellulaire, inhibition de certaines voies) qui détermine quel programme de mort va se mettre en place. De plus,
ces trois voies coexistent souvent, et peuvent coopérer ou alterner par une balance complexe, mais
manifestement bien régulée. Ainsi, elles permettent la destruction cellulaire de maniére complémentaire
(Nikoletopoulou et al., 2013; Lee et al., 2018). De nombreux facteurs, parmi lesquels les niveaux en ATP/énergie,
I'ampleur du stress ou du dommage cellulaire et la présence d’inhibiteurs de voies de signalisation spécifiques
détermine la voie que la cellule va emprunter (Galluzzi et al., 2012). C'est mieux comprendre et maitriser ces

interactions complexes qui permettra de concevoir des médicaments plus efficaces.

Comme décrit précédemment, la nécrose, I'autophagie et I'apoptose peuvent facilement étre distinguées de par

la morphologie des cellules mourantes. Une méthode tres fiable pour les identifier est donc la microscopie

électronique. Puisqu’elles sont caractérisées par des propriétés biochimiques relativement différentes, les
cellules peuvent aussi étre analysées par un grand nombre de techniques expérimentales, parmi lesquelles :

- Ledouble marquage Annexin V (AV)/lodure de Propidium (Pl). L’AV est une protéine qui se lie avec une forte
affinité aux phosphatidylsérines, qui sont exposées a la surface des cellules lors de la phase précoce de
I'apoptose. Le Pl pénétre dans les cellules dont la membrane est endommagée (nécrotiques).

- Le marquage enzymatique TUNEL (fragmentation de I’ADN des cellules apoptotiques).

- Lestests de relargage de HMGB1 ou de lactate déshydrogénase (LDH), caractéristiques d’une nécrose.

- Les méthodes de coloration du compartiment autophagolysosomal par des marqueurs faiblement basiques
pour reconnaitre I'autophagie.

Il est également possible d’utiliser des inhibiteurs chimiques ou enzymatiques, afin, par exemple, de discriminer

les voies de mort induites par un agent thérapeutique (inhibiteur de caspases zVAD-fmk, inhibiteur de RIPK1

necrostatine-1, inhibiteur de stress oxydatif IM-54, inhibiteur d’autophagie 3-MA).

I1l. Mort cellulaire et immunité anti-tumorale

Les thérapies cancéreuses peuvent directement agir sur les cellules tumorales en ciblant I'une ou I'autre des
voies de mort cellulaire. Cependant, le succes a long-terme d’une thérapie anti-cancéreuse repose sur le fait que
celle-ci éradique totalement le pool de cellules cancéreuses, incluant les cellules souches cancéreuses.
Malheureusement, il reste généralement un petit réservoir de cellules tumorales, qui peuvent étre a I'origine de
rechutes. De plus, la plupart des chimiothérapies sont peu spécifiques, et affectent les cellules immunitaires des
patients. Elles sont communément accompagnées d’'une immunosuppression sévere. Enfin, les chimiothérapies
provoquent généralement I'apoptose des cellules tumorales, qui est, comme nous venons de le voir, une mort
cellulaire immunologiquement « silencieuse », voire méme tolérogénique. Le role du systeme immunitaire dans

le succes des thérapies anti-cancéreuses a trop longtemps été oublié.

Les connaissances fondamentales concernant I'immunité des tumeurs ont explosé, ce qui a permis a une

nouvelle approche thérapeutique de voir le jour : 'immunothérapie. Plutét que de s’attaquer directement aux
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cellules tumorales, I'idée est de booster le systeme immunitaire pour |'aider a reconnaitre et détruire ces cellules

indésirables.

1) Immunosurveillance et immunoediting du cancer

L'une des théories les plus controversées en matiere d'immunologie au cours des derniéres décennies a été celle
de I'immunosurveillance du cancer, théorie selon laquelle le systeme immunitaire serait capable de détecter et
éliminer les cellules tumorales. La découverte de I'immunité anti-tumorale remonte a la fin du XIXéme siécle,
lorsque le chirurgien W. Coley observa la rémission spontanée chez des malades atteints de sarcome et
présentant en paralléle un épisode infectieux (Coley, 1991). Ce n’est que plus tard, grace au développement des
nouvelles technologies en immunologie et la mise au point de modeles murins immunodéficients, que cette

théorie a pu étre confirmée expérimentalement.

Ainsi, plusieurs travaux ont démontré que les souris immunodéficientes (systéme adaptatif et/ou inné)
présentaient une fréquence d’apparition de tumeurs spontanées ou chimio-induites plus importante que les
souris immunocompétentes (Stutman, 1974; Stutman, 1979; Girardi et al., 2001; Smyth et al., 2001; Teng et al.,
2008).

Chez ’humain, des arguments épidémiologiques ont pu étre apportés. Ainsi, dans les tumeurs, on retrouve des
infiltrats de cellules immunitaires trés différents d’un patient a I'autre. L’analyse de ces différentes populations
(macrophages, CDs, lymphocytes NK, B et T) a permis de mettre en évidence des contextes immuns soit
bénéfiques soit délétéres pour ces patients (Fridman et al., 2012). Il a également été constaté une corrélation
entre 'augmentation de I'apparition de certains cancers et certaines situations cliniques associées a une
immunodéficience du patient. Par exemple, les personnes atteintes de trisomie 21, associée a un déficit
fonctionnel de cellules T, sont 20 fois plus touchées par la leucémie que les personnes non atteintes. De plus,
I'incidence de certains cancers est plus élevée chez des patients traités par des immunosuppresseurs pour une

transplantation d’organes (Collins et al., 2019).

Enfin, des antigénes tumoraux ont pu étre mis en évidence, grace a une stratégie mise au point par T. Boon (Boon
et al.,, 1995) (Figure 9). Parmi les nombreux antigénes tumoraux, certains sont issus de géenes exprimés
uniquement dans les cellules malignes (ex : génes MAGE dans le mélanome), d’autres sont issus d’un défaut de
glycosylation/modification post-traductionnelle (ex: protéine MUC1 dans le cancer du sein) ou encore de
mutations/translocations dans des génes suppresseurs de tumeurs (ex : p53) ou des oncogénes (ex : RAS). Ces
génes codent pour des protéines qui sont dégradées en peptides présentés par les molécules du CMHI, a I'origine
de la mise en place de la réponse adaptative. Celle-ci est assortie d'une réponse mémoire qui permet d’améliorer
la réactivité du systeme immunitaire en cas de nouvelle rencontre avec I'antigene tumoral (Catros-Quemener et

al., 2003).
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Figure 9. Obtention de clones CTL anti-tumoraux autologues.

L’expérience de clonage des lymphocytes T spécifiques des antigénes tumoraux a consisté a cultiver des cellules
tumorales provenant d’une biopsie, a les irradier, puis a les mélanger a des lymphocytes circulants du méme
patient. Les lymphocytes dirigés contre un antigéne tumoral proliferent et se différencient. Ils sont alors clonés et
testés pour leur capacité de lyser certaines cellules tumorales issues de la culture primaire. Des sous-populations
tumorales peuvent ainsi étre sélectionnées et les génes codant pour ces antigénes dits « de tumeur » sont identifiés
par comparaison des génomes des différentes sous-populations (d’aprés Boon et al., 1995 ; créé avec BioRender).

Cependant, il faut savoir que le systeme immunitaire peut aussi favoriser le développement tumoral. Les cellules
tres immunogenes sont reconnues et éliminées chez les hotes immunocompétents, tandis que les cellules peu
immunogénes échappent a I'immunosurveillance (Khong et Restifo, 2002). Ces cellules peuvent alors se
multiplier et étre a I'origine de variants tumoraux insensibles et a 'apparition de tumeurs agressives (Smyth et
al., 2006). Certaines cellules tumorales peuvent aussi échapper de maniére active au Sl, par exemple en induisant
la sécrétion de cytokines (TGF-B ou IL-10) ou de ligands (PDL-1) menant a la mise en place d’un
microenvironnement immunosuppressif. Cette notion de dualité entre rble protecteur et role délétere du
systeme immunitaire dans le cancer est appelée « immunoediting ». Elle est définie par les trois Es : élimination,

équilibre et échappement (Dunn et al., 2006; Schreiber et al., 2011) (Figure 10).
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Figure 10. Concept d’immunoediting.

Les trois phases caractérisant I'immunoediting sont : I'élimination, qui consiste a la reconnaissance des cellules tumorales par le SI
aussi bien inné (avec I'activation de cellules NK, macrophages et DCs) qu’adaptatif (activation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ et
des lymphocytes B), menant a la destruction des cellules et a la production de chimiokines et de cytokines. Si des cellules tumorales
subsistent a la fin de cette phase d’élimination, la phase d’équilibre se met en place. Cette deuxiéme phase consiste a ce que des
cellules tumorales persistent mais ne peuvent croitre du fait de la surveillance immunitaire. La troisieme phase, celle de
I'échappement au Sl se produit quand la balance entre la réponse immunitaire et les cellules tumorales devient favorable pour la
croissance tumorale, du fait d’une inhibition de la réponse immunitaire ou encore de I'émergence de nouveaux variants de cellules
tumorales peu sensibles a la pression immunitaire. Cette derniére phase conduit a la formation de la tumeur (Schreiber et al., 2011)

2) Différentes approches d’immunothérapie

L'objectif de I'immunothérapie est de booster la réponse immunitaire, afin qu’elle puisse surpasser ces
mécanismes d’'immunoediting. Plusieurs approches sont actuellement utilisées. (1) Une stratégie consiste a
administrer des cytokines afin de stimuler la réponse immunitaire globale (ex: IL-2 dans le cancer du rein)
(Rosenberg, 2014). (2) Une autre stratégie est d’utiliser des anticorps monoclonaux pour reconnaitre un
récepteur spécifiqguement exprimé a la surface des cellules cancéreuses afin de les détruire et/ou bloquer les
signaux tumoraux associés (ex : rituximab qui exerce une activité cytotoxique directe et indirecte en se fixant sur
le récepteur CD20 exprimé a la surface des cellules de lymphome B) (Bosly, 2006). Un cas particulier est celui des
anticorps bispécifiques qui reconnaissent deux molécules distinctes et permettent de rapprocher deux types
cellulaires différents (généralement la cellule tumorale et une cellule cytotoxique). D’autres anticorps

monoclonaux sont appelés immunomodulateurs, puisqu’ils sont capables de lever les mécanismes d’inhibition
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du systéme immunitaire induits par la cellule tumorale (ex : nivolumab qui bloque I'interaction PDL-1/PD1 qui
rend les cellules tumorales invisibles par les cellules T) (Smith et Desai, 2018). (3) Il est aussi possible d’éduquer
les cellules T du patient afin qu’elles reconnaissent les cellules tumorales, en faisant intervenir des outils de
thérapie génique et cellulaire (stratégie des cellules CAR-T, détaillée dans le chapitre dédié aux LAMs). (4) Enfin,
une stratégie émergente consiste en la mise au point de vaccins thérapeutiques. Ces vaccins ont pour but de de
diriger le systeme immunitaire spécifiquement contre les cellules cancéreuses, en lui présentant un antigene
tumoral capable de déclencher une réaction immunitaire efficace. lls ont I'avantage non-négligeable de
permettre le déclenchement d’une réponse immunitaire mémoire, qui devrait théoriquement protéger le patient
contre une éventuelle rechute. De nombreuses études se penchent actuellement sur le développement de tels
vaccins, mais le seul commercialisé a I’'heure actuelle est le Sipuleucel-T dans le cancer de la prostate. Il consiste
en la réinjection de CDs prélevées chez le patient et mise en présence in vivo d’un antigéne tumoral retrouvé

dans prés de 95% des cancers de la prostate, la phosphatase acide prostatique (Handy et Antonarakis, 2018).

3) Mort cellulaire immunogene

Récemment, une nouvelle notion a émergé en immunologie : celle de MCl (mort cellulaire immunogéne). La MCI
désigne tout type de mort cellulaire (programmée ou accidentelle) capable d’engendrer une réponse

immunitaire.

Le modeéle communément accepté est que l'apoptose se produit en I'absence de DAMPs, et favorise une
tolérance immunogéne. A l'inverse, la nécrose est accompagnée d’une exposition des DAMPs, ce qui résulte en
I'activation des effecteurs immunitaires et inflammatoires puisque les DAMPs posseédent le méme type de
récepteurs que les PAMPs (Kono et Rock, 2008). Cependant, plusieurs travaux récents ont montré que ce
paradigme pouvait étre remis en question. En effet, dans certains cas les antigénes provenant de cellules
apoptotiques peuvent déclencher des réponses immunitaires efficaces (Green et al., 2009; Zitvogel et al., 2004).
De plus, certaines chimiothérapies comme les anthracyclines, le mitoxantrone ou l'oxiplatine ainsi que les
radiothérapies peuvent induire une apoptose immunogene (Apetoh et al., 2007; Obeid et al., 2007). De maniere
intéressante, il a été montré en 2005 qu'’il était possible de concevoir des vaccins basés sur ce phénomene : les
cellules tumorales sont traitées in vitro par ces agents chimiothérapeutiques, puis injectées dans des souris, qui
développent une réponse immunitaire spécifique via une prise en charge par les CDs et une présentation
antigénique. Ces souris sont alors protégées contre un nouveau challenge avec des cellules tumorales (Casares

et al., 2005).

Compte tenu du réle crucial de I'activation du systeme immunitaire pour le succes a long-terme des thérapies
anti-cancéreuses, un nombre croissant de chercheurs concentrent leurs efforts sur la découverte de nouveaux
inducteurs de MCl, ainsi que la mise au point de vaccins anti-cancéreux de ce type. Il est a noter que, bien qu’elle
ait été initialement décrite comme étant associée a une mort apoptotique caspase-dépendante (Casares et al.,
2005; Kroemer et al., 2013; Vacchelli et al., 2014; Serrano-del Valle et al., 2019), plusieurs études récentes ont

démontré que la MCl pouvait également étre associée a une mort par nécrose ou par nécroptose (Yatim et al.,
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2015; Koks et al., 2015; Aaes et al., 2016; Zhou et al., 2019). En fait, I'induction d’une MCI peut subvenir dans des
contextes thérapeutiques trés différents (voies de signalisations ciblées, agents anti-cancéreux, type de mort
induite), et il semble que la meilleure fagon de concevoir I'immunogénicité de la mort cellulaire soit non pas la

forme de mort cellulaire concernée, mais I'induction de signaux de danger (Medzhitov, 2002).

La MCI implique des changements se produisant selon un modele spatio-temporel précis. Dans un premier
temps, les cellules succombant a une MCI vont exposer la CRT (calréticuline) a leur surface. La CRT agit comme
un signal « eat me », c’est-a-dire qu’il permet aux cellules qui I'exposent a leur surface d’étre rapidement
phagocytées par les CDs (Obeid et al. 2007). L'inhibition de I'exposition de la CRT abolit ce mécanisme, ainsi que
I'immunogénicité des cellules cancéreuses. A l'inverse, I’ajout d’une CRT recombinante a des cellules déficientes
restaure leur immunogénicité (Obeid et al., 2007). Au cours d’une MCI, les cellules peuvent aussi exposer ou
relarguer d’autres protéine chaperonnes dont les membres de la famille des HSP (Heat Shock Proteins), comme
HSP70 et HSP90 (Panaretakis et al., 2009; Zhou et al., 2019). Ces différents facteurs agissent comme des signaux

de danger et facilitent la reconnaissance puis la phagocytose des cellules mourantes par les CDs.

Dans un second temps, les cellules vont sécréter plusieurs facteurs, tels que I'ATP capable d’activer
I'inflammasome NLRP3 puis la polarisation des cellules T CD8+ productrices d’IFN- y. Lors de la phase terminale,
les cellules relarguent un facteur pro-immunogéne HGMB1 reconnu par les CDs via les récepteurs RAGE, TLR2 ou
TLR4, ce qui favorise la présentation antigénique aux cellules T CD4+ et CD8+. Ces cellules T activées enclenchent
respectivement des réponses TH1 (T helper 1) et CTL. CLEC9A a récemment été démontré comme pouvant
coupler la reconnaissance des cellules nécrotiques a une présentation croisée des antigénes aux CTLs (Green et
al., 2009; Garg et al., 2015; Zhou et al., 2019). Ces différents évenements sont représentés ci-dessous (Green et

al., 2009) (Figure 11).
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Figure 11. Caractéristiques de la mort cellulaire immunogéne.

Lorsque les cellules succombent a une MCI, elles exposent la CRT a leur surface. De plus, elles peuvent exposer ou
relarguer des protéines chaperonnes comme les HSP (HSP70 et HSP90). Ces facteurs facilitent la phagocytose des cellules
mourantes. Les cellules relarguent aussi la molécule HMGB1, reconnue par les CDs via les récepteurs RAGE, TLR2 et TLR4.
Les CDs peuvent activer les cellules T CD4+ et CD8+ et provoquer des réponses TH1 et CTL respectivement. CLEC9 permet
de coupler la reconnaissance des cellules nécrotiques a une présentation croisée des antigénes aux CTL, mais son ligand
est encore inconnu. (Green et al., 2009).
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CHAPITRE 2 : AAC-11, nouvelle cible thérapeutique dans le cancer

I. Approches pour la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques

1) Réle des interactions protéine-protéine dans les processus biologiques

Au cours des dernieres décennies, I'accés au séquencage a haut débit a permit I'essor de nouvelles disciplines,
dont les études de génomique fonctionnelle. Ces études s’intéressent a un grand nombre de processus tels que
la transcription, la traduction et la régulation épigénétique, dans I’espoir de répondre a des questions biologiques
pertinentes, en particulier concernant la fonction et la régulation des protéines dans I'organisme ; I'objectif étant

de comprendre les relations complexes qui existent entre génotype et phénotype.

Les PPIs (interactions protéine-protéine) jouent un rdéle fondamental dans toutes les fonctions cellulaires,
notamment la signalisation intracellulaire, la croissance et la survie, le transport et I'organisation structurelle
(Braun et Gingras, 2012; Winter et al., 2012; Legrain et Rain, 2014). Le nombre de PPIs différentes qui se
produisent dans les cellules humaines est estimé a 130 000 sur la base de données biochimiques et d’études
d’interactomes a haut débit (Kar et al., 2009). Chronologiquement, des signaux sont détectés par des récepteurs
présents a la surface des cellules, puis transduits par des réseaux complexes de signalisation intracellulaire. Etant
donné leur importance pour I'activité des cellules, les PPIs semblent représenter une cible de choix pour le
développement de nouvelles thérapies. La modulation des PPIs présente plusieurs avantages en comparaison
avec des cibles plus classiques (le blocage de sites actifs enzymatiques par exemple). En effet, leur régulation est

plus subtile, plus fine, ce qui permet de limiter les risque d’effets indésirables (Zanzoni et al., 2009).

Dans le cas particulier de I'apoptose, c’est I'occurrence ou non de certaines interactions cruciales qui va entrainer
la cellule vers une destinée de mort ou de survie. Contrairement a la plupart des voies de signalisation, I'apoptose
est peu dépendante de réactions de phosphorylation par les kinases et de déphosphorylation par les
phosphatases. A l'inverse, il s’agit d’un systéme finement régulé, ol les signaux sont transmis par une multitude
d’interactions dynamiques entre protéines, conduisant a des homo- ou hétéro-oligomérisation de protéines. La
possibilité de cibler les PPIs impliquées dans 'apoptose a déja été démontrée a plusieurs reprises. Par exemple,
des petites molécules pharmacologiques appelées nutlines bloquent I'interaction entre p53 et son inhibiteur
MDM?2 (surexprimé dans de nombreux cancers), permettant a p53 de jouer son rdle pro-apoptotique (Vassilev
et al., 2004; Renouf et al., 2009). Il est également possible de cibler les interactions entre protéines de la famille
BCL-2, qui, comme décrit précedemment, jouent un rdle critique dans I’hnoméostasie cellulaire et la régulation
de la voie intrinseéque de I'apoptose. Les protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2 (BCL-2, BCL-XL, MCL-1)
sont surexprimées dans la majorité des cancers (Gilmore et King 2019). Elles inhibent I'apoptose en séquestrant,
au sein d’une poche hydrophobe créée par leurs domaines BH, les protéines pro-apoptotiques BAX et BAK. Les
protéines pro-apoptotiques a BH3-seulement (BIM, PUMA, NOXA, BID) peuvent quant a elles se lier
spécifiquement aux protéines anti-apoptotiques au niveau de cette poche hydrophobe, libérant les protéines

activatrices BAX et BAK par liaison compétitive (Schenk et al., 2017). Ces observations ont mené au
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développement de nombreuses petites molécules et de peptidomimétiques, dits BH3-mimétiques
(Lessene, Czabotar, et Colman 2008; Besbes et al. 2015). En imitant le domaine BH3 des protéines pro-
apoptotiques, ils peuvent séquestrer et antagoniser les protéines anti-apoptotiques, permettant
I'apoptose des cellules malignes (Figure 12) (Touzeau 2016). Parmi ces nouveaux agents
thérapeutiques, plusieurs ont déja été testés au cours d’essai cliniques, et certains ont montré des
résultats trés impressionnants, comme le vénétoclax (qui cible BCL-2) dans la leucémie lymphoide

chronique (LLC) et la leucémie aiglie myéloide (LAM) (Roberts et al. 2016; Konopleva et al. 2016).
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Figure 12. Mécanisme d’action des BH3 mimétiques.

(A) Molécules BCL-2 inhibant I'apoptose en séquestrant les molécules activatrices de
I'apoptose (BIM, BID). (B) Fixation de la molécule BH3-mimétique au niveau de la fente
hydrophobe de BCL-2, libérant ainsi les molécules BH3-seulement activatrices (C). (D)
Activation et polymérisation de BAX et BAK. (E) Libération du cytochrome c, activant
I'apoptosome et les caspases effectrices de I'apoptose. (Touzeau, 2016).

2) Notion d’addiction non-oncogénique

La plupart des traits phénotypiques associés au cancer sont le résultat d’altérations génétiques qui impliquent
des mutations gain-de-fonction, I'amplification ou la surexpression d’oncogénes, des mutations perte-de-
fonction et/ou le silencing épigénétique de suppresseurs de tumeurs clés permettant I'acquisition d’avantages
sélectifs. Chaque tumeur posséde une combinaison complexe de ces mutations, et le répertoire de mutations
somatiques dans différents types de cancers est extrémement hétérogene. Cette grande hétérogénéité pose un
probleme considérable pour le développement de traitements. Cependant, comme la biologie des cellules
cancéreuses repose essentiellement sur les voies de signalisation de croissance et de survie, on peut supposer
que l'identification et I'inhibition d’un nceud fonctionnel critique pour le bon fonctionnement de ces voies
oncogéniques sont la clé d’une thérapie réussie. Les agents thérapeutiques ciblant ces nceuds doivent avoir une

fenétre d’action suffisamment large pour détruire les cellules tumorales, tout en épargnant les cellules normales.

Il est bien connu que supprimer I'activité d’'un oncogéne ou restaurer la fonction d’un suppresseur de tumeur
est délétere pour les cellules tumorales. Cet état de dépendance des cellules cancéreuses envers les oncogénes
et la perte des suppresseurs de tumeurs sont connus sous les noms «d’addiction oncogénique » et

« d’hypersensibilité aux genes suppresseurs de tumeurs » respectivement (Weinstein, 2002; Weinstein et Joe,
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2006). Cependant, les cellules tumorales peuvent aussi présenter une dépendance accrue a des geénes
responsables de fonctions cellulaires normales, et qui ne sont donc pas définis comme des oncogénes, car non
mutés dans le cancer. Cette observation a abouti a la notion d’ addiction non-oncogénique (Solimini et al., 2007).
Ces non-oncogenes addictifs (NOA) sont essentiels pour le phénotype des cellules cancéreuses, alors qu’ils ne
sont pas requis au méme degré pour la viabilité des cellules normales. Un exemple de NOA sont les génes
impliqués dans le stress cellulaire. En effet, les cellules tumorales sont soumises a de nombreux stress, et sont
donc fortement dépendantes des voies de signalisation qui leur permettent de réagir face a ces différents stress.
En cas de stress additionnel ou d’inhibition de ces voies de secours, les cellules tumorales meurent tandis que
les cellules normales peuvent s’Taccommoder de ces perturbations (Luo et al., 2009; Nagel et al., 2016). De part

cette spécificité, les NOA constituent des cibles particulierement intéressantes pour le traitement des cancers.

Il. AAC-11

L’ambition de notre équipe est d’étudier de maniere approfondie les réseaux de PPls dans le contexte de
I'apoptose, en mettant I'accent sur la recherche de cibles originales pour le traitement des cancers, notamment
des NOA impliqués dans la réponse au stress. Pour tous ces critéres et compte tenu de ses nombreux réles dans
la biologie des cellules tumorales, une cible qui nous est apparut comme particulierement intéressante est la

protéine AAC-11.

1) Le géne API5

Le géne API5 est localisé chez I’humain sur le chromosome 11 (p11.2) et constitué de 15 exons (Figure 13).
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Figure 13. Position génétique du gene API5.
Chez ’'Homme le géne API5 est situé au niveau de la bande cytogénétique p11.12 (Consulté sur et adapté de Genecards.org).

Il est trés conservé des protistes jusqu’aux plantes et aux animaux (Li et al., 2011; Han et al., 2012). En particulier,
les séquences du géne sont trés proches chez le chimpanzé, le singe rhésus, le chien, la vache, la souris, le rat, le
poulet, le zebrafish, le moustique, la drosophile et la grenouille (Figure 14). 292 espéces possédent des génes

orthologues au géne humain API5.
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Figure 14. Arbre phylogénétique du géne API5.

Arbre phylogénétique le plus probable, représentant
I'histoire évolutive du gene a I'origine du gene humain
API5 (Consulté sur et adapté de Ensembl.org).
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Ce geéne possede 11 variants d’épissage et deux pseudogenes, API5P1 et API5P2 localisés respectivement sur les
chromosomes X (Xq24) et 2 (2931.2) (Gianfrancesco et al., 1999). L’ADNc d’API5 fut découvert au cours d’un
crible dont le but était d’identifier des facteurs de survie a partir d’'une banque d’ADNc de souris (Tewari et al.,

1997). Peu de temps aprés, un ADNc quasiment identique fut identifié dans un crible double-hybride visant a
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déterminer les interacteurs de la protéine FGF2 (Fibroblast Gowth Factor 2) (Van den Berghe et al., 2000). Dans
la littérature, on retrouve la protéine sous différents noms : API-5 (Apoptosis-Inhibitor 5), AAC-11 (Anti-Apoptosis
Clone-11), FIF (FGF2-interacting factor), MIG8 (Migration-Inducing Protein 8). La séquence de la protéine

humaine présente 98% d’homologie avec la séquence murine.

Le géne API5 est exprimé de fagon ubiquitaire, avec une légére surexpression dans le pancréas, le coeur et le
placenta. Chez la souris, des knock-out de ce géne sont Iétaux au cours du développement feetal, démontrant

son role crucial pour ce processus (Tewari et al., 1997; Van den Berghe et al., 2000).

2) La protéine AAC-11

Dans la cellule humaine, il existe plusieurs isoformes de la protéine AAC-11. En recoupant les données issues de
la littérature et les données répertoriées par le NCBI, au moins 5 isoformes ont été rapportés (de 331, 445, 504,
510 et 524 acides aminés respectivement). Aucune différence fonctionnelle n’a été démontrée a ce jour. Dans le
cas des isoformes longs (504, 510 et 524 acides aminés chez I’"humain), la séquence est constituée des mémes
domaines conservés, a savoir de I'extrémité N-terminale a I’extrémité C-terminale (Figure 15) :

- Un motif LXXLL (L102-106) ou L est une leucine et X n’importe quel acide aminé. On retrouve ce motif chez
de nombreux facteurs de transcription (Heery et al., 1997; Plevin et al., 2005). |l se trouve au sein de la région
FBR1, une des deux régions nécessaires a la liaison d’AAC-11 avec FGF2, mais n’est pas impliqué dans cette
interaction (Van den Berghe et al., 2000).

- Deux régions acides (résidus 161 a 190 et 323 a 335), souvent associées avec la fonction transactivatrice des
facteurs de transcription.

- Un domaine de transactivation entre les deux régions acides (résidus 231 a 273), mis en évidence dans les
isoformes de petite taille (sans la région C-Ter). Il semblerait que ce domaine soit masqué et que des
modifications post-traductionnelles ou un changement de conformation puissent activer et exposer ce
domaine (Van den Berghe et al., 2000).

- Trois domaines de type glissiere a leucine non canoniques, c’est-a-dire des répétitions d’heptameres
hydrophobes (259-287, 263-284, 286-313), dont I'une contient le seul domaine d’interaction avec FGF2
(FBR2).

- Un domaine de type glissiere a leucine canonique (370-391). Ces domaines structuraux, dits « Leucin-
Zipper » sont constitués de deux motifs : une région basique qui reconnait une séquence spécifique d’ADN,
et une série de leucines (tous les 7 résidus) formant une hélice a amphipathique et exposant une face
hydrophobe. Ces motifs tridimensionnels fonctionnent comme des domaines de dimérisation : I'interaction
hydrophobe génére des ponts entre les leucines des hélices a des deux protéines. Ces domaines sont
fréguemment retrouvés au sein des domaines de liaison a I’ADN de différents facteurs de transcription. Ils
sont également des domaines d’interaction protéine-protéine. En particulier, ce domaine pourrait étre un

motif de dimérisation pour AAC-11 (Rigou et al., 2009).
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- Uneséquence NLS (Nuclear Localisation Sequence) localisée en C-ter (résidus 454 a 474). Certains isoformes
d’AAC-11 n’ont pas cette séquence (formes de 331 et 445 résidus) et ont par conséquent une localisation

exclusivement cytoplasmique.

524
Motif LXXLL Région acide LZ1 .n Région acide w 510
PNV O 504
FBR-1 v FBR-2
FGF2-Binding DOmgine.
Regions transactivation

Figure 15. Structure primaire d’AAC-11

La protéine Api5 posséde : un motif LXXLL (motif rayé), deux domaines de liaison au FGF2 (FBR-1 et 2), un domaine de
transactivation, deux régions acides (boites jaunes), trois domaines " leucine zipper like " (LZ1, 2 et 3 boites rouges), un
domaine "leucine zipper" canonique (LZ4 en rouge aussi) et une NLS (boite grise). Un site de phosphorylation (P) et
d’acétylation (A). Les trois isoformes de grande taille (de 524, 510 et 504aa) partagent les mémes domaines protéiques
(Crée avec BioRender).

En termes de modifications post-traductionnelles, il a été montré que la protéine AAC-11 pouvait étre
phosphorylée au niveau des résidus tyrosine 28 et sérine 464 (Gauci et al., 2009 ; Olsen et al., 2006). Parmi les
kinases qui régulent I'activité d’AAC-11, on peut citer les kinase CK1 (Caseine Kinase-1), Cdk1, Cdk2 et CdK5 (Cdk
pour Cyclin-Dependent Kinase), connues pour étre impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, ainsi que les
kinases de la famille Pim (Peng et al., 2007), connues pour étre impliquées dans la prolifération, la survie et la
différenciation cellulaire. Il a également été montré que la protéine AAC-11 pouvait étre acétylée au niveau du
résidu lysine 251 (Choudhary et al., 2009). Il semble que I'activité anti-apoptotique d’AAC-11 soit régulée

négativement par cette acétylation (Han et al., 2012).

3) AAC-11 et apoptose

L’ADNc codant pour la forme courte d’AAC-11 (25kDa) a pour la premiére fois été identifié au cours d’'une étude
visant a mettre en évidence des génes de survie (Tewari et al., 1997). Dans cette étude, un crible est réalisé a
partir d’'une banque d’ADNc de fibroblastes murins. Les auteurs montrent que le geéne codant pour AAC-11 est
tres conservé entre les especes, et exprimé de maniere ubiquitaire, y compris dans de nombreuses lignées
cellulaires cancéreuses. De maniére importante, ils montrent que la protéine AAC-11 joue un réle de facteur de
survie pour des cellules en culture en I'absence de sérum (jusqu’a 12 semaines). Cet effet est aboli lorsque les
leucines du domaine LZ sont mutées en arginines, démontrant le role crucial de ce domaine pour I'activité de la

protéine AAC-11.

En accord avec ces résultats, une étude réalisée dans une lignée de cancer du col de I'utérus a montré que la
surexpression d’AAC-11 conférait aux cellules un avantage de survie dans un milieu sans sérum (8 semaines

contre 4 semaines pour les cellules controle) (Kim et al., 2000).
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Il est a noter que chez la plante, la fonction d’AAC-11 est opposée : dans une étude réalisée chez Oriya sativa,
AAC-11 se comporte comme un facteur pro-apoptotique (Li et al., 2011). Son interaction avec deux hélicases,
AP-1 et AP-2 est nécessaire a la dégénérescence du tapetum (tissu permettant la maturation des grains de
pollen). Pour expliquer cet effet contradictoire, les auteurs suggérent que, bien que I'implication d’AAC-11 dans
I"'apoptose soit tres conservée au cours de I'évolution, son activité peut étre soit inhibitrice (chez les animaux)

soit activatrice (chez les plantes).

De maniere intéressante, un crible double-hybride a permis de mettre en évidence l'interaction d’AAC-11 avec
la protéine FGF2 dans le noyau, via les sites FBR1 et FBR2 (Van den Berghe et al., 2000). FGF2 est un facteur de
croissance, connu pour stimuler la prolifération, I'angiogenése et la différenciation cellulaire et pour étre
impliqué dans la tumorigénése. Parmi les différentes isoforme, celle de 34kDa est connue pour étre un facteur

de survie cellulaire (Arnaud et al., 1999).

Quelques années plus tard, une étude a mis en évidence le réle critique d’AAC-11 dans I'apoptose induite par
E2F1 lors d’un crible réalisé chez la drosophile et visant a identifier des partenaires d’E2F1 (Morris et al., 2006).
L’apoptose induite par E2F1 passe par de multiples voies de signalisation, dont certaines conduisent a la
stabilisation et I'activation de la protéine p53 (Ginsberg, 2002; Putzer, 2007) (Figure 16). D’aprés les résultats
obtenus par Morris et al. (2006), AAC-11 agit en aval d’E2F1 et inhibe son activité pro-apoptotique, non
seulement in vitro, mais aussi in vivo. Plus précisément, AAC-11 agit en aval de I'action transcriptionnelle d’E2F1,

en empéchant, entre autres, le clivage de la caspase 3.
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Figure 16. Mécanismes de I'apoptose induite par E2F1.
E2F1 induit I'apoptose via le suppresseur de tumeur p53 ou indépendamment de p53. Dans la voie de signalisation

dépendante de p53, E2F1 active ARF, qui stabilise p53 en diminuant sa dégradation par le protéasome due a Mdm2. ARF
régule négativement E2F1 par une boucle de rétrocontréle. En réponse aux dommages a ’ADN, E2F1 est stabilisé via sa
phosphorylation par AT/ATR et les kinases Chk2 (qui stabilise aussi p53). De plus, E2F1 interagit directement avec p53 via le
domaine de liaison a la cycline A, induisant I'apoptose dépendante de p53. Dans la voie de signalisation indépendante de p53,
E2F1 régule positivement p73 et Apaf-1 directement. La formation de I'apoptosome qui survient ensuite permet |’activation
des caspases effectrices, et I'induction de I'apoptose. (Putzer, 2007, créé avec BioRender)
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Au cours d’une autre étude réalisée au sein de notre équipe de recherche visant a identifier des partenaires
protéiques d’AAC-11 par la méthode double-hybride, il a été montré qu’AAC-11 interagissait avec la protéine
Acinus via son domaine LZ (Rigou et al., 2009). Acinus est connue pour étre impliquée dans la condensation de
I’ADN apreés clivage par la caspase-3 (Sahara et al., 1999; Hu et al., 2005) ainsi que la fragmentation de I’ADN
(Joselin et al., 2006) qui ont lieu lors de I'apoptose. D’apres les résultats obtenus, I'interaction entre AAC-11 et
Acinus empéche vraisemblablement le clivage de cette derniere par la caspase-3 et inhibe ses fonctions pro-

apoptotiques.

De maniére intéressante, c’est au cours de cette méme étude qu’il a été montré pour la premiere fois qu’un
peptide pénétrant, mimant le domaine LZ d’AAC-11 et agissant comme inhibiteur compétitif de son interaction
avec Acinus pouvait bloquer la fonction anti-apoptotique d’AAC-11 (Rigou et al., 2009). C’est a partir de ces

résultats préliminaires que mon travail de these a été initié.

4) AAC-11 et cancer

Comme décrit précédemment, I’expression d’AAC-11 est ubiquitaire (Tewari et al. 1997; Van den Berghe et al.,
2000; Kim et al., 2000; Morris et al., 2006; Krejci, 2012). Il est intéressant de noter que le géne qui code pour
AAC-11 est situé sur le chromosome 11 chez I’'humain, dans une région amplifiée dans les gliomes et les cellules
de cancer du sein (Janka et al., 1996; Forozan et al., 1999). De plus, AAC-11 est fortement exprimée (aux niveaux
ARNm et protéique) dans de nombreuses lignées cellulaires tumorales (Tewari et al., 1997; Kim et al., 2000; Van
den Berghe et al., 2000; Morris et al., 2006; Rigou et al., 2009; Krejci 2012), et dans certaines tumeurs humaines
telles que les carcinomes squameux et les NSCLC (Cancers Bronchiques Non a Petites Cellules) (Sasaki et al.,
2001). Il a été montré que cette expression pouvait étre corrélée a un mauvais pronostic dans le cas des patients
atteints de NSCLC (Sasaki et al., 2001). Il semble également que le taux d’expression d’AAC-11 soit plus élevé
dans les tissus de certains nceuds lymphatiques métastasiques par rapport aux tissus cervicaux normaux et aux
tissus cancéreux cervicaux primaires, ce qui suggere que le géne codant pour AAC-11 est un oncogene
métastatique (Kim et al., 2000). Enfin, une surexpression d’AAC-11 et de son partenaire FGF2 a été mise en
évidence dans les cellules B de patients atteints de LLC (Krejci, 2012). Etant donné le role de FGF2 dans la
croissance tumorale, I'angiogenése, la formation de métastases et la résistance a la radiothérapie, il n’est pas
impossible que l'interaction entre AAC-11 et FGF2 contribue au développement de la LLC (Delrieu, 2000; Presta

et al.,, 2005; Ishihara et al., 2006; Cao et al., 2012).

Ces différentes observations suggérent que la protéine AAC-11 est impliquée dans I'agressivité des tumeurs chez
I’'humain. En accord avec cette hypothese, une étude a montré que la surexpression d’AAC-11 augmente de
maniére significative la croissance, I'invasion et I'adhésion d’une lignée cellulaire de cancer cervical (Kim et al.,
2000). Il a également été montré que les protéines de la matrice extracellulaire MMP-2 (gélatinase A) et des
métalloprotéases membranaires de type 1 (MT1) étaient plus élevées dans les cellules exprimant AAC-11. A
I'inverse, I'expression d’AAC-11 est completement abrogée dans les tissus déficients en MMP-2. Cette

observation est particulierement intéressante, puisque les MMPs jouent un réle bien connu dans le

38



INTRODUCTION, CHAPITRE 2

développement et I'invasion des tumeurs, et sont généralement liées a un mauvais pronostic (Yoshizaki et al.,
2002; Kikuchi et Yamamoto, 2008; Jezierska et Motyl, 2009). La surexpression d’AAC-11 régule positivement
I’expression de la B-caténine, un cofacteur de transcription impliqué plusieurs étapes de la tumorigénése, en
particulier I'invasion cellulaire (Logan et Nusse, 2004; Clevers, 2006; Huang et He, 2008).

Une étude pionniére réalisée au sein de notre équipe de recherche, évoquée plus haut, a démontré qu’il était
possible de cibler I'activité anti-apoptotique d’AAC-11 grace a un peptide interférant, agissant comme inhibiteur
compétitif pour I'interaction avec ses partenaires (Rigou et al., 2009). D’aprés les résultats obtenus, I'inhibition
de l'activité d’AAC-11 permet une diminution de la motilité et des capacités invasives d'une lignée
d’ostéosarcome humain, possiblement via l'inhibition de I'activités des protéines MMP-2, MT1-MMP et B-

caténine.

Plus récemment, il a été montré qu’AAC-11 régule positivement la protéine MMP-9, induisant une augmentation
de la capacité métastatique cellules cancéreuses cervicales (Song et al., 2015). Il semblerait que cet effet
métastatique soit dépendant de la voie de signalisation Erk. En effet, lorsque I'expression d’AAC-11 est inhibée
par siRNA ; le niveau de phospho-Erk, I'activité des MMP, I'invasion in vitro ainsi que la formation de métastases
pulmonaires in vivo sont inhibées. De maniere intéressante, |'activité pro-métastatique d’AAC-11 dépendante de

Erk et abrogée lorsqu’AAC-11 est mutée au niveau de son domaine LZ d’interaction protéine-protéine.

En plus d’un réle manifeste dans I'invasion cellulaire, AAC-11 est impliquée dans la résistance a 'apoptose des
cellules tumorales. Plusieurs auteurs ont mis en évidence le réle d’AAC-11 survie des cellules néoplasiques
(Tewari et al., 1997; Kim et al., 2000; Morris et al., 2006; Wang et al., 2010). Il est important de noter que ces
propriétés anti-apoptotiques passent elles aussi par le domaine LZ d’AAC-11 (Tewari et al., 1997). Des études,
dont certaines réalisées au sein de notre équipe, ont également montré qu’AAC-11 était impliquée dans la
résistance des cellules tumorales aux chimiothérapies (Follis et al., 2008; Rigou et al., 2009). Ainsi, lorsque
I’expression d’AAC-11 est inhibée dans des lignées cellulaires malignes ou normales, celles-ci deviennent plus
sensibles aux agents anti-cancéreux tels que la camptothécine et I'étoposide. A l'inverse, lorsqu’AAC-11 est
surexprimée, les cellules deviennent plus résistantes (Rigou et al., 2009). La encore, I'intégrité du domaine LZ
d’AAC-11 est nécessaire a ses fonctions anti-apoptotique, car lorsque celui-ci est muté (leucines en arginines aux
positions 384 et 391), AAC-11 devient inactive. D’apres les expériences réalisées, AAC-11 agit en aval de la
caspase-3, puisque sa surexpression n’inhibe pas I'activation des caspases induite par les chimiothérapies. De
plus, AAC-11 régule négativement I'apoptose dépendante de Fas dans les cellules cancéreuses (Rigou et al.,
2009). Toutes ces observations confirment les propriétés anti-apoptotiques d’AAC-11. Les différentes fonctions

d’AAC-11 dans le cancer sont représentées ci-dessous (Faye et Poyet, 2010) (Figure 17).
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Figure 17. Représentation schématique du réle d’AAC-11 dans le cancer.
Ces différentes fonctions impliquent le domaine LZ de la protéine, faisant potentiellement de ce
domaine une cible intéressante en cancérologie (Faye et Poyet, 2010, créé avec BioRender).

Nous avons également observé au sein de I'équipe que I'expression d’AAC-11 dans les cellules cancéreuses est
induite par de nombreuses conditions de stress, comme I’'hypoxie, le stress oxydatif, les dommages de I’ADN ou
encore la privation en sérum (données non publiées). Au cours d’un crible double-hybride réalisé chez la levure
en collaboration avec la société Hybrigenics, plusieurs partenaires impliqués dans la réponse des cellules au
stress ont été identifiés (Acinus, OXSR1, PRKAB1, STK39). Toutes ces interactions passent par le domaine LZ
d’AAC-11. Ces observations suggérent qu’AAC-11 pourrait agir comme senseur de stress dans les cellules
tumorales, et que son activité est médiée par un large réseau d’interactions avec des protéines impliquées dans

la survie, le cycle cellulaire et la réponse au stress.

AAC-11 semble également jouer un réle dans I’échappement des cellules cancéreuses au systéme immunitaire
(Noh et al., 2014). En effet, AAC-11 serait capable de rendre les cellules cancéreuses résistantes a I'apoptose
déclenchée par les cellules T spécifiques des antigenes tumoraux. D’apres les données obtenues par Noh et al.
(2014), linhibition de I'expression d’AAC-11 dans les cellules tumorales les rend sensibles au systéme
immunitaire, tandis que sa surexpression confére aux cellules déja sensibles une résistance élevée. En termes de
mécanistique, AAC-11 agirait en régulant positivement la voie de signalisation du FGF2, via une voie effectrice
FGFR1/PKCd/Erk permettant la dégradation de la protéine pro-apoptotique BIM. Le blocage de cette voie a en

effet des conséquences similaires a celles du silencing d’AAC-11 (Noh et al., 2014) (Figure 18).
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Figure 18. Interprétation schématique de la résistance immunitaire régulée par AAC-11.

La surexpression d’AAC-11 régule de fagon positive la signalisation FGF2 et FGFR2. Il en résulte en
I'activation de PKCd menant a la phosphorylation d’ERK et facilitant la dégradation (via
ubiquitination) de la molécule pro-apoptotique BIM (Noh et al., 2014, créé avec BioRender).
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CHAPITRE 3 : Utilisation de peptides pénétrants en tant que nouvelle stratégie
thérapeutique dans le cancer

Une des causes pouvant expliquer le manque d’efficacité de certains agents thérapeutique est leur faible
capacité de pénétration dans les cellules tumorales (Schaffhausen, 2015). En effet, la membrane plasmique, une
barriére hydrophobe semi-perméable qui permet I'intégrité cellulaire, constitue un véritable obstacle a la
délivrance des composés pharmacologiques (Groves, 2019). C'est pourquoi de nombreuses équipes de recherche
concentrent leurs efforts sur le développement de systemes alternatifs pour délivrer ces agents thérapeutiques,
comme par exemple des vecteurs viraux, des nanoparticules ou des peptides pénétrants qui augmentent la

pénétration cellulaire (Deshpande et al., 2013; Ye et al. 2015; Swain et al. 2016).

l. Généralités sur les CPPs

1) Historique

Les CPPs aussi connus sous le nom de PTDs (Protein Transduction Domains) sont de courtes séquences d’acides
aminés (moins de 30 acides aminés) caractérisés par leur capacité a traverser les membranes cellulaires de

maniére énergie dépendante ou indépendante (Ye et al., 2015).

En 1988, Joliot et son équipe découvrent 'homéodomaine Antennapedia chez la drosophile, un facteur de
transcription capable de rentrer dans les cellules nerveuses et de moduler I'expression de génes impliqués dans
la morphogénése neuronale (Joliot et al., 1991). Peu apres, Derossi et ses collegues identifient le premier CPP en
démontrant que la troisieme hélice de I’'homéodomaine Antennapedia, appelée pénétratine, était la séquence
minimale nécessaire pour |’entrée cellulaire (Derossi et al., 1996). Depuis, plus de 1700 CPPs ont été caractérisés
et listés dans la base de données CPPsite 2.0. lls ont été validés expérimentalement pour leur capacité a délivrer
un cargo bioactif de petite ou grande taille (jusqu’a 120kDa) dans des cellules, in vitro et in vivo. De nombreuses
revues décrivent différentes fagons de classer les CPPs, selon leur origine (dérivés de protéines, synthétiques ou
chimériques), leurs propriétés physiologiques (cationiques, amphipatiques ou hydrophobiques) ou leurs
mécanismes de transport (Wender et al., 2000; Bechara et Sagan, 2013; Copolovici et al. 2014; Ye et al., 2015).

Une liste non-exhaustive est représentée ci-dessous (Habault et Poyet 2019) (Figure 19).
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2) Transport

Les CPPs et leurs cargos peuvent étre liés selon deux approches différentes. Une possibilité est de les lier de

-covalente par des interactions électrostatiques. Par exemple, les transporteurs peptidiques

maniére non

amphipatiques comme MPG et Pep-1 peuvent former des complexes avec leurs cargos sans la moindre altération

chimique (Feni et Neundorf, 2017; Bolhassani et al., 2017). L’autre possibilité, plus fréquente, est d’ajouter un
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lien covalent entre les deux molécules. Cette méthode a montré de trés bons résultats avec la pénétratine, TAT

ou encore les Polyarginines (Nischan et al., 2015; Bolhassani et al., 2017).

De nombreux modeles ont été proposés pour expliquer I'internalisation des CPPs, mais le mécanisme exact reste
mal compris. Cependant, des études suggerent qu’il existe a la fois des processus de translocation directe
(énergie-indépendants) et des mécanismes d’endocytose (énergie-dépendants) (Duchardt et al. 2007; Trabulo et
al., 2010; Madani et al., 2011). Concernant la translocation directe, au moins trois modeéles ont été décrits : le
modele de micelle inversée due a l'interaction du peptide avec la bicouche lipidique (Kawamoto et al., 2011), le
modele de formation de pores (Allolio et al., 2018) et le modeéle « tapis » d a une déstabilisation membranaire
(Matsuzaki et al., 1999). Pour I'endocytose, des mécanismes cavéoline- ou clathrine-dépendants et indépendants
ont été rapportés (Ferrari et al., 2003; Richard et al., 2005; Mayor et Pagano, 2007), ainsi que des mécanismes
de macropinocytose (Nakase et al., 2017; Niu et al., 2018). Il semble que de nombreux facteurs, comme les
conditions expérimentales (température et pH), le type cellulaire, la nature du CPP, la nature du cargo, la quantité
de CPP et de cargo, influencent le processus de translocation, ainsi que ['efficacité d’échappement aux
endosomes (Duchardt et al., 2007; Trabulo et al., 2010; Madani et al., 2011). Un schéma résumant les différentes

voies d’entrée dans la cellule est proposé ci-dessous (Habault et Poyet 2019) (Figure 20).

ENERGY -DEPENDENT PATHWAYS

Endocytosis
Clathrin-mediated
Caveolin-mediated

cPP

Pore formation

ote o!?T L VA
PO

\/ ENERGY-INDEPENDENT PATHWAYS

"Carpet model"
(membrane destabilization)

Figure 20. Mécanismes de translocation des CPPs.
Les mécanismes énergie-dépendants (macropinocytose et endocytose) et indépendants (micelle inversée, formation de pores et modele
« tapis ») sont représentés (Habault et Poyet., 2019).
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Il. Thérapies basées sur I'utilisation de CPPs

1) Généralités

Le champ d’application des CPPs est tres varié. En effet, grace a leur capacité unique de transporter des cargos
variés a l'intérieur des cellules avec une toxicité limitée (Guidotti et al., 2017), les CPPs sont désormais considérés
comme des outils puissants a la fois en biologie fondamentale et pour des applications médicales. Par exemple,
ils peuvent délivrer des agents de contraste, tels que des Quantum dots (Derivery et al., 2017) ou des chélateurs
métalliques (Cosgrave et al., 2010) pour l'imagerie cellulaire. De plus, ils peuvent transporter des acides
nucléiques (siRNA, oligomeres antisens, plasmides) pour lesquels la délivrance intracellulaire est souvent limitée
de par leur haut poids moléculaire et leur charge négative, facilitant la régulation génique (Ramsey et Flynn,
2015). Enfin, ils permettent la délivrance de médicaments allant des nanoparticules aux protéines
thérapeutiques, et ont été utilisés dans un grand nombre d’études in vitro et in vivo. De maniéere importante,
alors que les CPPs sont capables de traverser les membranes cellulaires, de nombreuses études ont montré qu’ils
ne pouvaient pas traverser la barriere hémato-encéphalique, qui protége le systeme nerveux central d’une

potentielle toxicité.

Plus de 25 conjugués CPP-drogue sont actuellement en cours de développement clinique dans des applications
aussi diverses que I'inflammation (Fu et al., 2017; Gurney et al., 2018), la douleur (Garcia-Caballero et al., 2016;
Peng et al., 2017), le cancer (Jia et al., 2011), les maladies cardiovasculaires (Betts et Wood, 2013; Koutsokeras
et al., 2014; Gurbel et al., 2016) et le vieillissement (Nasrollahi et al., 2012). Une version actualisée des essais

cliniques de phase | et Il terminés est représentée ci-dessous (Habault et Poyet 2019) (Figure 21).
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Figure 21. Sélection de thérapies basées sur des CPPs en

développement clinique

Essais cliniques de thérapies basées sur des CPPs terminés ou

interrompus (Habault et Poyet., 2019)
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doxorubicine et le paclitaxel agissent plus efficacement contre les cellules tumorales in vitro et in vivo lorsqu’ils

sont associés a des CPPs (Szabd et al., 2016; Duan et al., 2017; Movafegh et al., 2018).

Une autre stratégie est d’utiliser les CPPs pour transporter des acides nucléiques, dans le contexte de thérapies
géniques dirigées contre le cancer. Plusieurs études ont montré la faisabilité d’un tel systeme pour cibler des
oncogenes, par exemples le VEGF, impliqué dans I'angiogénése ou encore la chimiokine CCL2 impliquée dans la

capacité d’invasion des tumeurs (Baoum et al., 2009; Fang et al., 2016; Viallard et Larrivée, 2017).

Enfin, il est possible de délivrer de larges protéines bioactives dans les cellules tumorales, non seulement dans le
cadre de thérapies protéiques, mais aussi dans le cadre de vaccins peptidiques. L’objectif de ces vaccins est de
délivrer des peptides antigéniques a des CPA (Cellules Présentatrices d’Antigénes), comme les CDs, afin de
favoriser le traitement et la présentation par induction d’'une réponse immunitaire. Par exemple, plusieurs
études récentes s’intéressent a des systémes de délivrance d’épitopes dérivés de I'ovalbumine ou de MUC1 basés
sur des peptides pénétrants (ex : pénétratine). Ces études ont montré que de tels systemes permettaient de
stimuler une réponse immunitaire (cellules T CD4+ et CD8+), agissant contre la formation de tumeurs B16.0VA
(Pouniotis et al., 2006; Pouniotis et al., 2016; Brooks et al., 2018). Concernant les thérapies basées sur des
complexes CPP-protéines, plusieurs cibles et peptides ont d’ores et déja été validées dans des études in vitro
et/ou in vivo. Ainsi, il a été montré qu’un peptide appelé p28 pouvait empécher I'ubiquitination et donc la
dégradation de la protéine p53, inhibant I'angiogenese et la croissance tumorale (Jia et al., 2011; Mehta et al.,
2011; Yamada et al., 2013). Les peptides interférant Mut3DPT-SET et Mut3DPT-PP2A sont quant a eux capables
d’empécher l'interaction entre SET et PP2A, responsable de I'inhibition de SET, un suppresseur de tumeur bien
connu (Hung et Chen, 2017; Tian et al. 2018). D’autres exemples sont présentés dans notre revue sur les CPPs,

consultable en Annexe | (Habault et Poyet 2019).

Ill. Optimisation des CPPs

La diversité des voies de signalisation et des types cellulaires pouvant étre ciblés par des CPPs démontre leur
potentiel illimité pour le développement de nouvelles thérapies. Leur succes provient non seulement de leur
excellente capacité de délivrance, mais aussi de leur versatilité : ils sont faciles a synthétiser, a modifier et a
améliorer. Cependant, a I’heure actuelle, il n’existe toujours pas de thérapie basée sur des CPPs approuvée par
la FDA, et plusieurs essais cliniques ont été interrompus. Parmi les raisons que I'on peut citer : (1) des problemes
de stabilité in vivo, en raison d’une trop forte sensibilité a la dégradation protéique (Pujals et al., 2008) ; (2) des
probléemes d’'immunogénicité ; (3) une faible efficacité en raison de I'’échec du médicament a échapper aux
endosomes apreés l'internalisation par les cellules ; (4) une toxicité due a la dégradation des excipients non-
protéiques ; (5) une toxicité ou un manque d’efficacité lié au manque de spécificité du CPPs. En effet, bien qu’il
soit connu que les CPPs cationiques interagissent avec les protéoglycanes, il n’a pas encore été établi s’ils sont
capables de se fixer a des récepteurs membranaires spécifiques. Une large biodistribution des agents
thérapeutiques conjugués a un CPP peut mener a une réduction de leur efficacité en raison d’une plus faible

concentration locale. Le colt doit également étre considéré, ainsi que les risques d’effets indésirables. De
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nombreuses études se sont penchées sur 'amélioration de ces paramétres (voir Annexe |, Habault et Poyet,

2019).

1) Transport et stabilité

Bien que les séquences des CPPs soient trés variables, certains traits structurels sont communément retrouvés.
Par exemple, les CPPs sont généralement composés d’acides aminés chargés positivement, avec un avantage des
arginines par rapport aux lysines pour l'internalisation, en raison de la présence d’un groupe guanidium ( Zhang
et al,, 2013). lls possédent souvent des régions a-hélicoidales, qui permettent une bonne pénétration dans les
membranes (Yamashita et al., 2017). Une taille et une hydrophobicité optimale sont aussi des facteurs
importants. Grace a ces éléments connus, il est aujourd’hui relativement facile de prédire la capacité d’un court
peptide a transloquer a travers les membranes, notamment par I'utilisation d’approches computationnelles,
comme |'algorithme Hallbrink/Hansen ou la méthode de modélisation AAN (Hallbrink et al., 2005; Hansen et al.,

2008; Karelson et Dobchev, 2011).

De nombreux groupes de recherche travaillent sur la synthése de nouvelles séquences de pénétration ou

I’optimisation de séquences connues. Afin d’améliorer la translocation, I’échappement aux endosomes ainsi que

la stabilité des peptides, plusieurs approchent existent :

- Remplacement d’acides aminés pour limiter la dégradation (ex : lysines en ornithines non-naturelles, acides
aminés L en D) (Pujals et al., 2008; Schmidt et al., 2010).

- Utilisation de stratégies de « shielding » (ou « bouclier ») pour augmenter la stabilité (ex: ajout de
polymeéres négativement chargés comme le polyéthyléne glycol) (Osman et al., 2018).

- Modification de la structure (ex : cyclisation, dendriméres, transformation des chaines latérales) (Tesei et
al., 2017; Panigrahi et al., 2018; Kozhikhova et al., 2018)

- Ajout de domaines particuliers pour favoriser I’échappement endosomal (ex : ajout d’histidines) (El-Sayed
et al., 2018)

Des précautions particuliéres doivent étre prises lors de telles modification, I'objectif étant de ne pas altérer la

solubilité et la facilité de syntheése des peptides, et de ne pas les rendre toxiques ou immunogenes. Pour plus de

détails, se référer a I’Annexe | (Habault et Poyet 2019).

2) Spécificité et toxicité

Afin de garantir I'absence de toxicité, les agents thérapeutiques doivent agir de maniere tres spécifique.
Concernant les complexes CPPs-protéine, une meilleure spécificité peut étre obtenue soit :

(1) par I'utilisation d’'un CPP capable de rentrer uniquement dans un type de tissu ou de cellule (« tumor-homing
CPP »). Plusieurs peptides présentant une affinité particuliere pour les tissus et cellules cancéreuses ont été
identifiés au cours des dernieres années. Parmi les exemples, on peut citer le CPP RGD capable de se lier a des

intégrines spécifiques présentes a la surface des cellules cancéreuses ou le peptide basique KRP qui tend a
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s’accumuler dans le microenvironnement acide des tumeurs et se lier aux charges négatives des héparines D
présentes a la surface des cellules cancéreuses (Pasqualini et al., 1995; Yu et al. 2018).

(2) par la conjugaison des complexes CPPs-protéine a un autre domaine qui apporte une spécificité vis-a-vis d’un
type cellulaire ou tissulaire. C’est le cas de la stratégie « ATTEMPS » (Antibody Targeted Triggered Electrically
Modified Prodrug Type Strategy), qui consiste a lier le CPP a un anticorps qui reconnait un antigene de surface
spécifique des cellules cancéreuses, comme par exemple la protéine CEA (Shin et al., 2014).

(3) par l'utilisation d’un CPP dont I'activité est spécifique. Les ACPPs (Activatable Cell-Penetrating Peptides) sont
des systemes ou la fonction pénétrante du CPP est initialement masquée, et peut étre activée uniquement dans
le microenvironnement tumoral. Cette activation est due a un changement de conformation ou au clivage d’un
groupement inhibiteur induit par une protéine exprimée dans les tumeurs ou des conditions
microenvironnementales comme le pH (Olson et al., 2009; Cheng et al., 2015; Xiang et al., 2017). Une stratégie
similaire consiste a exploiter I’environnement intratumoral (hypoxie, expression de protéines particulieres) pour
activer les complexes CPPs-protéines uniqguement dans les cellules malignes (Minet et al., 2000; Karagiota et al.,

2018; Darwish et al. 2019).

Ces différentes stratégies sont détaillées en Annexe | (Habault et Poyet 2019), et un résumé schématique

présenté ci-dessous (Figure 22).
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Figure 22. Stratégies pour augmenter la spécificité des thérapies basées sur des CPPs.

Pour améliorer la translocation intracellulaire des complexes CPP-protéines, les cargos peuvent étre liés (A) a des CPPs ayant une
forte affinité pour les tumeurs (B) a un domaine ayant une forte affinité pour les tumeurs a des anticorps (C) a un anticorps
spécifique d’un antigéne de surface exprimé par les cellules cancéreuses. De plus, les thérapies basées sur des CPPs peuvent étre
congues pour étre activées (D) dans le microenvironnement tumoral (E) a I'intérieur des cellules malignes (Habault et Poyet, 2019).
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IV. Peptides pénétrants dérivés d’AAC-11

Comme décrit précédemment, AAC-11 joue un role de protéine chaperonne pour de nombreuses protéines
impliquées dans I'apoptose, la réponse au stress et la réponse aux chimiothérapies (Van den Berghe et al., 2000;
Ahel et al., 2009; Rigou et al. 2009). Cette fonction de chaperonne joue un rdle capital dans la biologie et la survie
des cellules tumorales. AAC-11 est constituée de plusieurs sites d’interaction protéine-protéine, en particulier
des motifs de type LZ. De maniére intéressante, il a été montré que des mutations inactivatrices dans le domaine
LZ empéchait I'interaction d’AAC-11 avec la protéine Acinus. De plus, ces mutations du domaine LZ d’AAC-11
inhibent son activité anti-apoptotique et ses effets pro-métastatiques, indiquant un réle crucial de ce domaine
pour son activité (Tewari et al., 1997; Rigou et al., 2009; Song et al., 2015).

Ainsi, inhiber les interactions de la protéine AAC-11 avec ses partenaires pourrait étre une stratégie

thérapeutique intéressante.

1) RT53 : Design et structure

L’équipe de Dr. Jean-Luc Poyet a donc développé un peptide pénétrant nommé RT53. La nomenclature
correspond au premier acide aminé R (arginine), au dernier acide aminé T (thréonine) et au nombre de résidus
(53). RT53 correspond au domaine LZ d’AAC-11 (résidus 363-399) lié a la région N-terminale de la pénétratine,
une des séquences de pénétration les plus courtes et efficaces et les mieux caractérisées (Rigou et al. 2009; Jagot-
Lacoussiére et al. 2016). Une version mutée au niveau du domaine LZ (leucines 384 et 391 en glycines),
supposément inactive nommeée RT53M, a également été congue. Les séquences de ces peptides LZDPs sont

représentées ci-dessous (Jagot-Lacoussiere et al., 2016) (Figure 23).

Exon 10 (résidus 377-399)

RT53: LQYFARGLQVYIRQLRLALQGKT
RT53M: LQYFARGGQVYIRQGRLALQGKT

Figure 23. Séquences des peptides RT53 et RT53M.

La séquence de pénétration est représentée en orange (gras). La séquence du domaine LZ d’AAC-11 est représentée en vert (exon
9) et rouge (exon 10), et les leucines mutées en glycine sont soulignées dans la séquence de RT53M (Jagot-Lacoussiere et al.,
2016).

Afin d’obtenir des informations structurelles sur RT53, I'équipe a utilisé deux logiciels bien connus de prédiction,
PSIPRED (Buchan et al., 2013) et JPred4 (Drozdetskiy et al., 2015), ainsi que le méta-serveur MESSA pour une
analyse en détails de la séquence et de recherche de modeles de structure homologue (Cong et Grishin, 2012).
Les résultats de ces différentes analyses indiquent que RT53 devrait majoritairement adopter une structure a-

hélicoidale, en accord avec les structures 3D connues des deux parties du peptide, la pénétratine (Piper et al.,
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1999) et le domaine LZ d’AAC-11 (Han et al., 2012). Il est possible, mais peu probable, que I'hélice soit coupée au
niveau des résidus FARGL. La structure tridimensionnelle prédite par le serveur PEP-FOLD suggere également
une structure essentiellement en hélice a (Jagot-Lacoussiere et al., 2016) (Figure 21). L’analyse prédictive des
positions spatiales indique que RT53 devrait appartenir au groupe des protéines périphériques, puisque I'énergie
de transfert du solvant a la membrane serait d’environ 8.6 kcal/mol. Ainsi, le peptide pourrait avoir une
orientation de surface, ol son axe long serait paralléle a la membrane, en raison de la nature amphipatique
partielle de la molécule (Figure 24). Cependant, une orientation transmembranaire alternative est possible, en
raison de la présence d’un segment majoritairement hydrophobe et relativement long (résidus FARGLQVYIRQL)

(Jagot-Lacoussiere et al., 2016).

384 391
RTS53: AKLNAEKLKOF Mi{,u-/-f\--g LQVYIRQLRLALQGKT
= N o D !

Figure 24. Analyse structurale de RT53.

(A) La séquence de RT53 et sa prédiction structurale par le logiciel PEP-FOLD. La séquence correspondant a la pénétratine et au domaine
LZ de AAC-11 sont en bleu et magenta respectivement. La structure expérimentale du segment correspondant au domaine pénétratine
de RT53 est représentée dans le cadre gauche, et celle de AAC-11 a droite, avec I’hélice correspondant au domaine LZ en magenta. Les
deux leucines mutées en glycines dans la forme inactive du peptide RT53M sont en orange. (B) La prédiction de I'orientation
transmembranaire de RT53. Dans les deux orientation prédites, RT53 est représenté comme une surface solide, et les spheres
représentent une surface membranaire. Les deux leucines mutées sont en orange (Jagot-Lacoussiére et al., 2016).

2) Activité anti-tumorale in vitro

Les premiers résultats obtenus ont montré que le peptide RT53 était capable d’interrompre I'interaction d’AAC-
11 avec son partenaire Acinus et d’augmenter de maniere drastique la sensibilité de cellules tumorales aux
agents anti-cancéreux (Rigou et al., 2009). Dans une étude plus approfondie des effets de ce peptide dans le
mélanome, ces résultats ont été confirmé et étendus. Tout d’abord, la version mutée du peptide RT53M est bien
inactive, puisqu’il n’inhibe pas I'interaction entre Acinus et AAC-11, et ne sensibilise pas les cellules tumorales
aux agents anti-cancéreux, démontrant la nécessité de I'intégrité du domaine LZ d’AAC-11 (Jagot-Lacoussiere et
al., 2016). D’aprés les résultats obtenus, RT53 induit une mort cellulaire dose-dépendant dans plusieurs lignées
cellulaires cancéreuses, notamment de mélanome, alors qu’une toxicité négligeable est observée dans les
cellules normales (Rigou et al., 2009; Jagot-Lacoussiere et al., 2016). RT53M n’est quant a lui pas cytotoxique vis-

a-vis des cellules tumorales (Jagot-Lacoussiere et al., 2016) (Figure 25). Il est a noter que la position de la
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pénétratine (N-Ter ou C-Ter) n’influence pas les propriétés anti-tumorales de RT53, et que la pénétratine peut
étre remplacée par d’autres séquences de pénétration comme TAT. Cependant, plusieurs études ont montré que
TAT pouvait étre toxique, c’est pourquoi il a été décidé de choisir la pénétratine pour la suite des études au sein

de notre laboratoire (Jagot-Lacoussiere et al., 2016).
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Figure 25. RT53 induit une mort cellulaire spécifique des cellules tumorales.

(A) Effet de RT53, RT53M et la pénétratine seule sur des cellules de mélanome (Sk-Mel-28) ou normales (HaCat). (B) Les
différentes lignées cellulaires indiquées ont été exposés a des concentrations croissantes de RT53 pendant 20h (Jagot-
Lacoussiere et al., 2016).

3) Activité anti-tumorale in vivo

Selon les résultats d’'une étude préliminaire de toxicité dans des souris Nude, ni des injections répétées par voie
intrapéritonéale a des doses moyennes (jusqu’a 60mg/kg), ni une injection unique a des doses élevées (jusqu’a
100mg/kg) n’ont d’effet sur le comportement et la croissance des souris. Il n’a pas été noté de changements dans
la numération sanguine, ni de toxicité au niveau des organes. De maniere importante, il n’a pas été trouvé de
réponse anticorps chez des souris immunocompétentes apres 5 semaines d’injections quotidiennes. Toutes ces

données suggerent que RT53 n’est pas toxique ni immunogene chez la souris (Jagot-Lacoussiere et al., 2016).
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L'effet anti-tumoral de RT53 a ensuite été testé dans deux modéles murins de xénogreffe de mélanome (BRAF
mutant et WT). Il a été montré que RT53, mais pas RT53M induit une inhibition significative de la croissance
tumorale dans ces deux modéles, indépendamment du statut BRAF de la tumeur (Jagot-Lacoussiere et al., 2016)
(Figure 26). En termes de biodistribution, le peptide est détecté dans le foie, les poumons, la rate, les reins et en
grande quantité dans les tumeurs, mais pas dans le cerveau, suggérant qu’il ne peut pas traverser la barriere

hémato-encéphalique (Jagot-Lacoussiere et al. 2016; Kotula et al. 2016).
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Figure 26. RT53 réduit la croissance tumorale dans des modeéles de xénogreffe de mélanome.

Courbe de croissance tumorale (volume tumoral) dans des modéles BRAF wt (gauche) et BRAF muté (droite) de mélanome (Jagot-
Lacoussiere et al., 2016).

4) Mécanisme d’action

Au cours de cette méme étude, les auteurs ont exploré le mécanisme d’action de RT53. D’apres les résultats
obtenus, I'inhibition des caspases ou de la protéine RIPK-1 par différents inhibiteurs ne modifie par la mort
cellulaire induite par le peptide, suggérant qu’il agit de facon caspase et RIPK-1 indépendante (Jagot-Lacoussiere
et al,, 2016). De plus, les auteurs démontrent I'absence de relargage de protéine mitochondriales spécifiques
d’une mort par apoptose (cytochrome c, smac, AlF). Enfin, I'utilisation d’un inhibiteur d’autophagie n’affecte pas
la mort cellulaire induite par RT53. Ces différentes observations suggerent que la mort cellulaire observée n’est
ni une apoptose, ni une nécroptose, ni une autophagie des cellules cancéreuses. Au contraire, la morphologie
des cellules, la rapidité de la mort cellulaire observée (quelques minutes a quelques heures) et le relargage de
plusieurs facteurs spécifiques (ATP, HMGB1, LDH) suggerent que les cellules meurent par un mécanisme de type
nécrose non-régulée. In vivo, I'analyse histologique des tumeurs confirme une augmentation des zones de
nécroses dans les tumeurs aprés traitement au peptide. Il est a noter que la déplétion d’AAC-11 n’a pas d’effet
sur I'activité de RT53, indiquant qu’elle ne dépend pas du niveau d’expression de la protéine. Dans cet article,
les auteurs posent I’hypothése que les cellules meurent par un mécanisme de membranolyse d{ a I'accumulation

locale du peptide a la membrane des cellules cancéreuses, peut-étre lié a I'expression d’un partenaire
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membranaire. Dans ce sens, des expériences de microscopie utilisant le peptide RT53 couplé a la molécule
fluorescente Rhodamine, montrent une accumulation du peptide uniquement a la membrane des cellules
cancéreuses. Cependant, le travail pour élucider le mécanisme d’action de RT53 est encore inachevé, et a fait

I'objet d’une grande partie de ma thése.

5) Mort cellulaire immunogene

Toujours dans la méme étude, les auteurs investiguent la capacité de RT53 a induire une réponse immunitaire
(Jagot-Lacoussiere et al., 2016). Dans le contexte du mélanome, ils utilisent un modéle de vaccination bien connu
de xénogreffe de cellules B16F10 chez des souris C57/BL6. In vitro, les cellules de mélanome traitées par RT53
relarguent a la fois de I’ATP et le facteur HMGB1, deux molécules connues pour étre des marqueurs de MCI. De
maniére treés intéressante, la vaccination des souris avec des cellules tuées in vitro par le peptide inhibe la
croissance des tumeurs correspondantes au site d’injection (Jagot-Lacoussiere et al., 2016). Cela suggére que
RT53 est capable d’activer le systéme immunitaire adaptatif, et nous a encouragé a poursuivre les études

concernant cette propriété tres prometteuse du peptide.
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CHAPITRE 4 : Cancers cutanés et/ou hématologiques

L'ensemble des données obtenus au sein de I'équipe procurait un bon rationnel pour tester I'intérét du ciblage
peptidique des fonctions de survie d’AAC-11 dans d’autres pathologies que le mélanome. En effet, il semblerait
qu’AAC-11 soit une cible universelle dans le cancer, et on peut donc supposer que I'activité des peptides LZDPs
n’est pas tumeur-dépendante. Dans ce sens, nous nous sommes intéressés a deux pathologies trés agressives et
pour lesquelles les options thérapeutiques sont tres limitées, le Syndrome de Sézary (SS) et les Leucémies Aiglies

Myéloides (LAM). De plus, nous disposons d’un accés a des échantillons de patients sur site, a I’h6pital St Louis.

I. Syndrome de Sézary

1) Présentation de la maladie

Décrit en 1938 par Albert Sézary, le SS appartient a la famille des lymphomes T cutanés épidermotropes (CTCL).
Cette maladie trés agressive apparait habituellement chez les sujets de plus de 50 ans, et touche majoritairement
les hommes. Avec une incidence de 1/10 000 000 cas par an, le SS représente 3% de tous les lymphomes cutanés.
A cause de son évolution tres rapide, le pronostic associé a cette maladie est sombre, avec une survie des patients
ne dépassant pas 24% a 5 ans apreés le diagnostic (Willemze et al., 1997; Prince et al., 2009; Olsen et al., 2011,
Caudron et al., 2012).

Selon 'EORTC (European Organization for Research and Treatment of Cancer), le SS est défini par la triade
érythrodermie, lymphadénopathie diffuse et présence de lymphocytes atypiques circulants (> 1000/mm?3 de
sang) (Vonderheid et al., 2002). Le SS est également caractérisé par la présence d’un clone T dominant dans le
sang, la peau et les ganglions (cellules de Sézary), une augmentation des cellules CD4 positives conduisant a un
ratio CD4/CD8 supérieur ou égal a 10 et une expression aberrante des marqueurs pan-lymphocytaires T. Le
tableau clinique du SS associe une érythrodermie, un prurit, une polyadénopathie, une kératodermie
palmoplantaire, un ectropion, une onychodystrophie, une alopécie et parfois une hépatosplénomégalie
(Caudron et al., 2012; Martinez et al. 2019) (Figure 27). La biopsie cutanée montre un infiltrat monomorphe
constitué de lymphocytes atypiques en bande sous-épidermique ou parfois seulement en localisation péri-
vasculaire. L’épidermotropisme (lymphocytes atypiques intraépidermiques ou micro-abceés de Pautrier) peut

étre absent. Les ganglions lymphatiques peuvent également étre envabhis par cet infiltrat (Caudron et al., 2012).
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(b)

(d)

Figure 27. Tableau clinique du SS.

(a) Erythrodermie séche et squameuse. (b) Kératodermie palmaire. (c) Erythrodermie
aggravée et alopécie (d) Dermite exfoliative et desquamation de la peau du dos (Adapté de
Caudron et al., 2011 et Martinez et al., 2019).

2) Phénotype de la cellule de Sézary

D’un point de vue génétique, le SS est associé a un grand nombre d'anomalies chromosomiques conduisant a
des altérations du proto-oncogéne MYB, du géne de la sous-unité alpha-2 du récepteur de I'lL-22 (IL22RA2) ou
encore de la région TP53 (Vermeer et al. 2008). Un réarrangement monoclonal des genes du TCR-y peut étre

détecté chez 82 % des patients atteints de CTCL (Caudron et al., 2012).

En termes de morphologie, les cellules malignes sont de petite a moyenne taille, avec un noyau cérébriforme

irrégulier (Figure 28).

. £

Figure 28. Exemple de morphologie d’une cellule de Sézary.

Cellule atypique, présentant un noyau cérébriforme (Consulté
sur et adapté de https://wiki.clinicalflow.com/mycosis-
fungoidess%C3%A9zary-syndrome-mfss).
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Les cellules de Sézary sont tres hétérogenes en termes de phénotype et de signature moléculaire, ainsi qu’en
termes d’expression des récepteurs de cytokines/chimiokines (Roelens et al., 2017). Habituellement, ce sont des
lymphocytes T matures CD2+CD3+, souvent CD4+ (rarement CD8+), de phénotype mémoire CD45R0+ CD45RA-.
Elles sont caractérisées par I’expression aberrante d’au moins un antigéne pan-lymphocytaire T (CD7, CD26, TCRB
et/ou CD5) (Willemze et al., 1997; Edelman et Meyerson, 2000). Elles expriment également des marqueurs de
domiciliation cutanée, tels que CRR4, CCR10, CLA et CCR6, CXCR3. Dans le sang, les cellules tumorales expriment
aussi CCR7 (domiciliation ganglionnaire) et la L-sélectine (Campbell et al., 2010). Concernant le profil cytokinique,
les cellules de Sézary peuvent aussi bien sécréter des cytokines de type Th2 helper (IL4, IL5 et IL10), que de type
Th1 ou Th3 (Yagi et al., 1996; Poszepczynska et al., 2000; Bagot et al., 2001).

L'identification de marqueurs spécifiques des cellules de Sézary qui amélioreraient le diagnostic des patients
atteints de SS est un vrai challenge depuis des années (Delfau-Larue et al., 2000). Une approche pour identifier
les cellules T néoplasiques est I'utilisation d’anticorps anti-TCR-V, mais seulement 80% des réarrangements
peuvent étre détectés avec les anticorps actuellement disponibles (Schwab et al., 2002; Morice et al., 2006).
L'utilisation de la cytométrie en flux a quant a elle permis de mettre en évidence plusieurs biomarqueurs
fréguemment retrouvé dans le SS (KIR3DL2, Twist, T-plastine, NKp46, CD164) (Hurabielle et al., 2016; Roelens et
al., 2017; Benoit et al., 2017) (Figure 29). Trés récemment un autre récepteur, CD39, a été identifié comme étant
fréqguemment retrouvé dans les cellules tumorales de patients, mais pas dans les cellules T CD4+ de donneurs

sains (Bensussan et al., 2019)
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Figure 29. Biomarqueurs pour le diagnostic du SS.

(a) Des échantillons de sang de patients SS a différents stades BO-B2 selon la gravité ont été analysés pour I'expression de KIR3DL2,
Twist, la T-plastine et Nkp46 en par cytométrie en flux (Hurabielle et al., 2015) (b) Des échantillons de peau de patients SS, mycosis
fungoide (MF), dermatose atopique (AD), psoriasis (PS) ou de donneurs sains (HC) ont été analysés pour I'expression de CD164 par
gPCR (Benoit et al., 2017).

Parmi ces marqueurs, KIR3DL2 (CD158k) est particulierement utile en tant qu’outil diagnostic. Il s’agit d’'un
récepteur de la famille des KIR (Killer Immunoglobulin-like Receptors), identifié en 2001 au sein de notre unité
de recherche (UMRS 976) (Bagot et al., 2001). Les récepteurs KIR interagissent avec les molécules du CMHI et
transduisent des signaux activateurs ou inhibiteurs des fonctions cellulaires effectrices et immunorégulatrices.
s participent a la régulation de la tolérance au soi par le systeme immunitaire non-adaptatif. Ainsi, le récepteur

KIR3DL2 possede trois domaines extracellulaires et joue un rdle inhibiteur, grace aux motifs ITIM
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(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motifs) contenus dans sa partie longue intracytoplasmique (Ortonne

et al,, 2006; Schmitt et al., 2017).

KIR3DL2 est trouvé a la surface des lymphocytes T atypiques dans le sang et/ou la peau des patients atteints de
SS et son expression est spécifique aux cellules de Sézary, permettant la distinction entre une érythrodermie
inflammatoire et un authentique SS (Bagot et al., 2001; Wechsler et al., 2003; Poszepczynska-Guigné et al., 2004;
Ortonne et al., 2006; Ortonne et al., 2008; Caudron et al., 2012). De plus, son taux d’expression est généralement

bien corrélé a I'avancement de la maladie (Hurabielle et al., 2017; Roelens et al., 2019).

3) Traitements existants

Généralement, des traitements locaux sont utilisés en association avec un traitement systémique. Ci-dessous,
une liste non-exhaustive des thérapies auxquelles les médecins ont habituellement recours (de Masson et al.,
2014; Bagot, 2019; Ramelyte et al., 2019) :

- Dermocorticoides puissants pour le traitement de I'érythrodermie

- Thérapies par les rayons ultraviolets : PUVA-thérapies (rayons UVA + psoraléne) ou rayons UVB

- Radiothérapie (locale ou totale)

- Chimiothérapie topique (directement sur la peau) qui agit sur la composante inflammatoire pour les formes
précoces (méchlorétamine, carmustine) ou systémique pour les formes plus avancées (fludarabine,
doxorubicine, méthotrexate, étoposide, chrolambucil, gemcitabine entres autres)

- Interféron a

- Rétinoides/réxinoides (bexaroténe)

- Inhibiteurs des histones déacétylases (iHDAC) qui sont souvent surexprimées dans le cancer

- Immunothérapie (rituximab, alemtuzumab, mogamulizumab)

- Photophorése ou photochimiothérapie extracorporelle (PCE) qui consiste a traiter les cellules du sang du
patient par PUVA-thérapie en dehors de I'organisme puis a les réinjecter au patient

- Greffe de cellules souches hématopoiétiques allogénique

Récemment, un anticorps monoclonal humanisé spécifique du récepteur KIR3DL2 a été congu au sein de notre
équipe de recherche (IPH4102). Il permet la déplétion efficace et spécifique des cellules KIR3DL2+ grace a leur
reconnaissance par les cellules NK cytotoxiques via le récepteur CD16 (Figure 30). Cette nouvelle thérapie est
actuellement en phase d’évaluation clinique (essai clinique NCT03902184). Les résultats obtenus sur une cohorte
de patients SS présentant une rechute ou une résistance aux thérapies standard sont extrémement prometteurs

(Bagot, 2019).
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Figure 30. Mécanisme d’action de IPH4102 (anticorps monoclonal anti-KIR3DL2)

L’anticorps reconnait et se fixe sur les cellules KIR3DL2+. Puis, la chaine lourde de I'anticorps est reconnue par
le récepteur CD16 exprimé a la surface des cellules NK, qui vont alors détruire la cellule cible (Créé avec
BioRender).

Malheureusement, a I’heure actuelle, le pronostic des patients atteints de SS est mauvais. Bien souvent, il est
incurable en I'absence de transplantation de cellules souches allogéniques. Les traitements actuels, bien
gu’efficaces au début, ne permettent pas une guérison compléte. En effet, la plupart d’entre eux agissent
seulement sur un type de symptémes (érythrodermie, réaction inflammatoire) ou un type de cellules tumorales
(sang ou peau). Par exemple, le bexaroténe (agoniste synthétique des rétinoides) a une action pro-apoptotique
restreinte aux cellules de Sézary présentes dans la peau puisqu’il inhibe I'expression de la molécule d’adhésion
E-sélectine sur I'endothélium. D’autres ne sont pas suffisamment spécifiques et affaiblissent le patient. C'est par
exemple le cas des immunothérapies ciblant les antigénes CD52 et CD4, puisqu’ils sont aussi exprimés chez les
cellules immunitaires normales. La plupart ont une toxicité élevée, avec un ratio bénéfice/risque faible. Les effets
secondaires sont trés nombreux et trés handicapants, et le taux de rechute élevé, a cause du développement de

résistances et de I'incapacité des agents anti-cancéreux a éliminer la totalité des cellules tumorales.

Il est indéniable que la médecine personnalisée a permis une nette amélioration de la prise en charge des
patients. De nombreux agents thérapeutiques innovants, en particulier les immunothérapies telles que le
mogamulizumab ou I'IPH4102 donnent des résultats encourageants (Bonnet et al., 2019; Bagot, 2019).
Cependant, aux stades avancés de la maladie, le systéeme immunitaire du patient est compromis, et I'utilisation
d’'immunothérapies, inefficace. A ce stade, les traitements sont généralement palliatifs, d’ou un besoin urgent
en nouvelles thérapies complémentaires tout aussi spécifiques, mais ne faisant pas intervenir le systeme

immunitaire.
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4) Cellule de Sézary et résistance a I'apoptose

Le mécanisme d’accumulation des cellules de Sézary dans la peau n’est pas encore bien compris. En effet,
les cellules de Sézary proliferent tres peu (Dereure et al., 2000). C'est pourquoi il semble qu’une résistance de
ces cellules a I'apoptose soit plutét en cause dans le développement de cette pathologie. Cette théorie est
supportée par le fait que ki67, un marqueur de prolifération, n’est trouvé qu’aux stades avancés de la maladie
(Dummer et al., 1995). Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer la résistance des cellules de Sézary
a 'apoptose :

- Une surexpression de BCL-2 a été mise en évidence dans certains rare cas (Osella-Abate et al. 2001), mais
cette observation est controversée (Garatti et al., 1995).

- Une perte d’expression de Fas (CD95), qui permet le déclenchement de la voie extrinséque de I'apoptose a
été mise en évidence (Dereure et al., 2000; Osella-Abate et al., 2001 ; Contassot et al., 2008). Dans les cellules
présentant des niveaux normaux de Fas, une surexpression de cFLIP et/ou une résistance a FasL et TRAIL a
été observée (Contassot et al., 2008).

- Une résistance des cellules de Sézary CD7- a I'apoptose des cellules T induite par la galectine-1 (Pace et al.,
2000; Rappl et al., 2001).

- Une activation constitutive du facteur nucléaire NFkB par régulation positive de la kinase IKK2. Elle jouerait
un role dans la résistance aux chimiothérapie (Sors et al., 2008).

- L'expression de NKp46 et KIR3DL2 qui agissent comme récepteur co-inhibiteur de la mort cellulaire
dépendante de la voie de signalisation CD3 (Bensussan et al., 2011; Thonnart et al. 2014).

- Lexpression de Twist qui semble favoriser la progression tumorale en bloquant p53 et inhibant I'apoptose
induite par c-myc (Maestro et al., 1999; Goswami et al., 2012).

- L’expression constitutive de la T-plastine qui est impliquée dans la résistance a I'apoptose induite par les

agents antinéoplasiques, comme I'étoposide (Bégué et al., 2012).

5) Modeles murins d’étude de la pathologie

Des lignées cellulaires de cellules de Sézary ont été développées a partir du clone tumoral de patients (Pno, Cou,
HUT78, MyLA, SeAx, H9) et sont utilisées par de nombreux laboratoires pour établir des modeéles in vivo de
xénogreffes sous-cutanées, dans des souris immunodéficientes CB-17 SCID ou NOD/SCID (Yano et al., 2007;
Doebbeling, 2010; Jain et al., 2015). Les souris B2m(null) NOD/SCID présentent un alléle nul au locus B2-
microglobuline (Kollet et al., 2000). Les souris NOD/SCIDy (NSG) présentent quant a elles une troncation dans la
chaine Y du récepteur commun aux cytokines (Ito et al., 2009; Hiramatsu et al. 2003). Dans ces souris NOD/SCID,
les cellules NK ainsi que les lymphocytes T et B sont absents, puisque la f2-microglobuline est nécessaire pour
I'immunité innée médiée par le CMHI (souris B2m(null)), et que la chaine Y du récepteur commun aux cytokines
est un composant indispensable pour la reconnaissance des cytokines telles que I'lL-2, I'IL-7, I'IL-12, I'IL-9, I'IL-15

et I'lL-21 (souris NSG) (Leonard, 2001).
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Cependant, ces modeles ne permettent pas une représentation fidele des caractéristiques
anatomopathologiques de la maladie : bien qu’il y ait croissance tumorale, les cellules malignes ne sont pas
retrouvées dans le sang, la peau ou les ganglions lymphatiques. De plus, ils sont basés sur I'utilisation de lignées
cellulaires qui sont trés agressives et ne représentent pas la diversité des cellules tumorales rencontrées chez les
patients. Il serait donc intéressant de mettre au point un modeéle de souris basé sur la transplantation de PBMC
(Cellules Mononuclées de Sang Périphérique) humaines, obtenu chez des patients Sézary (modele dit PDX ou
Patient-Derived-Xenograft). Un des problémes majeurs rencontré pour la mise au point de ce type de modele
est le risque de réaction du greffon contre ’h6te ou GvHD (Graft-versus-Host-Disease), qui se développe environ
4 semaines apreés l'injection de PBMC par voie intraveineuse (Ali et al., 2012; Bi et al., 2016). Un autre probleme
est la faible capacité de prolifération des cellules de Sézary. Une piste a explorer est I'injection synergique de
cytokines, aidant la prise de greffe et la prolifération des cellules de Sézary. Ainsi, il a été montré que I'lL-7 est
un facteur de croissance des cellules de Sézary (Dalloul et al., 1992), et qu’il était possible d’établir une culture a

long terme de cellules de Sézary en présence d’IL-7 et d’IL-2 (Poszepczynska et al., 2000).

Dans une étude récente, Van der Fits et ses collégues ont développé un nouveau modéle murin de la maladie,
utilisant des souris RAG2 Yc”- (Van der Fits et al., 2012). Ces souris, comme les souris NSG, ne possédent pas de
cellules NK, T et B et sont en plus caractérisées par I'absence de macrophages. Dans ce modeéle, les cellules (SeAx,
HUT78 ou cellules T CD4+ de patients) sont injectées de maniére intrahépatique, chez des nouveau-nés. Les
cellules proliférent bien et envahissent plusieurs organes (ganglions lymphatiques, foie, thymus, rate et sang
périphérique). De maniére intéressante, des cellules humaines CD3+ sont retrouvées dans le derme, uniguement
dans le cas des cellules de patients. Cette étude démontre la possibilité de greffer des cellules de patients a des
souris immunodéficientes, et la capacité de ces cellules a coloniser d’autres organes. Cependant ce modeéle n’est
pas parfait, d’'un part puisque qu’il est compliqué d’un point de vue technique (réalisé chez des souris nouveau-
nés), d’autre part car il ne reproduit pas exactement les caractéristiques de la pathologie (les métastases sont

partout).

Il. Leucémies Aigiies Myéloides

1) Présentation de la maladie

La LAM est la forme la plus fréquente de leucémie aiglie chez I'adulte (80% des cas) (Yamamoto et Goodman,
2008). En France, environ 3000 nouveaux cas sont diagnostiqués par an (4 a 5 nouveaux cas/100 000 habitants),
avec un ratio homme/femme de 1.5. Cette maladie touche généralement les personnes dgées, avec un age
médian de diagnostic de 70 ans. Malgré de nombreuses avancées dans le traitement des patients et de bons taux
de rémissions chez les jeunes individus, le pronostic est mauvais chez les patients plus agés (au moins 70% des
patients de plus de 65 ans décedent au cours de I'année qui suit la découverte de la maladie) (Meyer et al., 2013;

Andersson et al., 2015).
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La LAM est définie par une prolifération et une différentiation anormale d’une population clonale de cellules
souches myéloides au cours de ’hématopoiése (plus de 20% de blastes dans la moélle osseuse et le sang) (Figure

31).
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Figure 31. Représentation simplifiée de ’hématopoiése et du
développement de la lignée myéloide.

Les LAMs se développent a partir des cellules souches myéloides
ou des blastes myéloides (Consulté sur et adapté de
https://www.cancerresearchuk.org).

On parle de LAM pour décrire un groupe tres hétérogene de maladies, a tel point qu’il n’a pas été possible
d’identifier une seule mutation prévalente, présente chez tous (ni méme la majorité) des patients. Dans les 10
mutations les plus fréquentes (<5%), on retrouve des mutations dans les génes FLT3, NPM1, DNMT3A, IDH1/2,
TET2, AML1, TP53, NRAS, CEBPA and WTI1 (Cancer Genome Atlas Research Network et al. 2013). Certaines
translocations chromosomales a 'origine des LAMs sont bien caractérisées, comme par exemple la translocation
t(8 :21) dans les LAM-CBF (LAM a core-binding factor) ou la translocation t(15 :17) dans les LAP (leucémie aiglie
promyélocytaire). Ces translocations résultent en la formation de protéines chimériques RUNX1-RUNX1T1 et
PML-RARa respectivement, qui altérent la maturation normale des précurseurs de cellules myéloides. En plus de
ces larges réarrangements chromosomiques, des changements moléculaires sont aussi impliqués dans le
développement des LAMs. En effet, des mutations génétiques sont identifiées dans 97% des cas en absence de
réarrangements chromosomiques (Patel et al., 2012; Cancer Genome Atlas Research Network, 2013). Ces
mutations sont catégorisées en mutations de classe | qui résultent en I'activation de voies de signalisation pro-
prolifératives (ex : TP53, FLT3, c-kit), mutations de classe Il qui affectent la différentiation hématopoiétique (ex :
NMP1, CEBPA) et mutations de classe Il qui affectent ces deux processus en méme temps (ex : génes de
méthylation de 'ADN DNMT3A, TET-2 et IDH-1) (Patel et al., 2012; Cancer Genome Atlas Research Network,

2013). On trouve également des mutations qui affectent la structure de la chromatine, résultant en I'altération
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de la transcription et la dérégulation de voies de signalisations qui contrélent 'hématopoiése normale, tels que

RAF/MEK/Erk, JAK/STAT ou PI3K/AKT/NFkB (Figure 32) (Gruszka et al., 2017).

Deregulated transcription due to: Altered checkpoint Activated signalling
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transcription factor fusions mutations in tumor JAK/STAT or
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Figure 32. Conséquences moléculaires des mutations les plus communes dans les LAMs.
Récapitulatif des différents types de mutations qui peuvent étre a I'origine du développement
de LAMs : réarrangements chromosomiques, altérations épigénétiques, altérations de voies
de signalisations, modifications de la chromatine et de la transcription, dérégulation de
I'épissage (Gruszka et al., 2017).

Bien que I'acquisition d’anormalités génétiques soit récurrente dans les blasts leucémiques, les causes exactes
et directes des LAMs sont inconnues dans la plupart des cas. Un des facteurs de risque est le vieillissement. Ainsi,
les CSCs (Cellules Souches Hématopoiétiques) acquiérent, au long de leur vie, des mutations et des altérations
microenvironnementales qui peuvent étre a I'origine du développement de maladie hématologiques. Différents
mécanismes moléculaires comme le raccourcissement des téloméres, le stress réplicatif, les changements de la
structure de la chromatine, I’hyperméthylation des ilots CpG, les altérations métaboliques et des défauts dans la
réparation de la chromatine et dans la ségrégation chromosomique contribuent aux dommages a I’ADN,
I"'accumulation des mutations et les aberrations génomiques au cours du vieillissement (Greer et al., 2010 ;

Holohan et al., 2014 ; Walter et al., 2015 ; Adams et al., 2015) . D’autres facteurs peuvent étre mis en cause dans
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le développement des LAMs, comme I'exposition a des agents chimiques, les radiations, le tabagisme, et des

prédispositions familiales (Godley, 2014; Fircanis et al., 2014; Poynter et al., 2017).

L’hétérogénéité génétique se reflete au niveau morphologique : les blasts AML présentent des défauts de
maturations correspondant a des étapes spécifiques de la différenciation hématopoiétique. La plupart des
manifestations cliniques des LAMs reflétent I'accumulation des cellules non-différenciées malignes dans le
moélle osseuse, le sang périphérique et parfois les autres organes. Parmi les symptémes souvent décrits, on
retrouve une leucocytose (accumulation des globules blancs) et des signes tels qu’une anémie ou une
thrombopénie, une fatigue intense, une anorexie et une perte de poids. Généralement, les patients meurent

d’une infection due a I'affaiblissement du systeme immunitaire ou d’'une hémorragie interne.

2) Traitements existants

Le traitement des LAMs repose sur la combinaison d’'une thérapie d’induction avec une thérapie de

consolidation.

La chimiothérapie, tres utilisée, associe deux molécules, une anthracycline et de I’aracytine, protocole qui permet
d’obtenir de bons taux de rémission. Cependant, une maladie résiduelle persiste souvent, en raison de la
présence de cellules résistantes. Les taux de rechutes sont donc élevés. De plus, ce type de thérapie est associé

a de nombreux effets indésirables.

Ces derniéres années, plusieurs thérapies ciblées (basées sur le profil mutationnel du patient) ont donné des
résultats encourageants. Par exemple, des inhibiteurs de récepteurs aux TKs (Tyrosine Kinases) (sorafenib,
midostaurin, quizartinib, crenolanib) ont été utilisés avec succés dans de certaines formes de cancers
hématologiques (Cortes et al., 2013; Randhawa et al., 2014; Cooper et Brown, 2015; Zhang et al., 2018). On peut
également citer des inhibiteurs de la protéine STAT, surexprimée dans 50% des LAMs (Hayakawa et al., 2013;
Krueger et al., 2015) et des inhibiteurs des protéines IDH-1 et IDH-2 qui sont constitutivement actives dans 20%
des LAMs (Wang et al.; 2013; Pollyea et al.,, 2014). Les patients peuvent également étre traités par
immunothérapie, par le biais de I'utilisation d’anticorps monoclonaux qui exercent une activité anti-tumorale
directe ou bien via la conjugaison avec un agent cytotoxique. Parmi les plus utilisés, le Gemtuzumab qui cible la
protéine CD33 exprimée a la membrane des cellules de la lignée myéloide et qui permet la délivrance d’un agent

cytotoxique (calicheamicine) (Hills et al., 2014; Amadori et al., 2016).

Plus récemment encore, I'immunothérapie a base de cellules CAR-T a révolutionné la recherche contre les
leucémies. Cette thérapie fait intervenir les lymphocytes T du patient pour reconnaitre et attaquer les cellules
cancéreuses. Ces cellules sont modifiées in vivo afin d’étre dotées d’'un récepteur spécifique qui permet la
reconnaissance des cellules exprimant I'antigene cible. Les cellules ainsi modifiées sont amplifiées et réinjectées
au patient (Figure 33). Dans le contexte des LAM, des thérapies CAR-T dirigées contre les cellules CD33+ sont

actuellement en développement et ont montré des résultats intéressants (Kenderian et al., 2015). Cependant,
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les cellules normales de la lignée myéloides expriment elles aussi CD33, et les effets anti-tumoraux sont donc

associés a une cytopénie importante.
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Figure 33. Principe de la thérapie CAR-T
Les différentes étapes de la thérapie basée sur des cellules CAR-T sont décrites ci-dessus (Adapté de Kavanagh, 2019,
créé avec BioRender).
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Les LAP sont un cas particulier de LAMs, caractérisées par la translocation t(15 ;17) qui fusionne le géne PML sur
le chromosome 15 au gene codant pour le récepteur a I'acide transrétinoique (RARa), pour former le géne de
fusion puis la protéine PML-RARa responsable de la leucémie (Kakizuka et al., 1991; de Thé et al., 1991; de Thé
et al., 2012). Les cellules LAP peuvent se différencier grace a un traitement a I’ATRA (Acide Transrétinoique), qui
clive la protéine de fusion. Les thérapies basées sur 'utilisation d’ATRA permettent un taux de rémission proche
de 90%, et une guérison compléte allant de 60 a 70% en combinaison avec une chimiothérapie (Huang et al.,
1988; Warrell et al., 1991; Degos et al., 1995; Mandelli et al., 1997; Slack, 1999). Cependant, le risque de rechute
est considérable, et la maladie résiduelle peut étre résistante a une seconde vague de traitement a I’ATRA et aux
chimiothérapies (Tallman, 1998). Il a été montré que ces patients en rechute pouvaient étre traités a I'ATO
(Arsenic Trioxide), qui dégrade la protéine PML-RARa, permettant une rémission durable (Shen et al., 1997;
Soignet et al., 1998; Zhang et al., 2001). La combinaison des deux traitement permet méme de guérir la plupart
des patients, notamment grace a I’élimination des cellules initiatrices de la leucémie (Lallemand-Breitenbach et
al., 1999; Nasr et al., 2008; de Thé et al., 2012; Lallemand-Breitenbach et al., 2012). Malheureusement, 'ATO est

associé a une toxicité chronique et une carcinogénicité importante (Goering et al., 1999).
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Globalement, bien que les options thérapeutiques pour le traitement des LAMs soient nombreuses (Davis et al.,
2018) (Figure 34), celles-ci sont souvent associées a de nombreux effets indésirables. De plus, le taux de rechute
est important, a cause de la présence d’'une maladie résiduelle (cellules qui persistent apres le traitement) et de
cellules souches cancéreuses, résistantes aux thérapies classiques. C'est la raison pour laquelle il est
indispensable de proposer de nouvelles thérapies innovantes aux patients, afin d’offrir aux patients de meilleures

chances de rémission compléte.
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Figure 34. Nouvelles thérapies contre les LAMs
Les différents traitements existants sur le marché ou en cours de développement clinique sont représentés ci-dessus
(Davis et al., 2018, créé avec BioRender).

3) Cellules souches leucémiques

Pendant des décennies, les thérapies cancéreuses étaient basées sur le modeéle d’évolution clonale du cancer
(modele stochastique) (Greaves et Maley, 2012). Cette théorie réductionniste propose que les cellules tumorales
dérivent de cellules normales qui subissent au moins 5 modifications génétiques et sont caractérisées par des
marqueurs clés de la tumorigéneése (prolifération accrue, inhibition de I'apoptose et de la différenciation
notamment) (Hanahan et Weinberg, 2011). Puis est apparu le concept des CSCs (Cellules Souches Cancéreuses),
qui est quant a lui basé sur des observations montrant que le statut des différentes cellules cancéreuses dans
une tumeur n’est pas le méme, et que certaines cellules non-différenciées, rares, sont en haut de la hiérarchie
permettant la maintenance de la population cellulaire dans une tumeur. Ces cellules partagent de nombreuses
propriétés avec les cellules souches normales (Antoniou et al., 2013), notamment en termes de capacité d’auto-

renouvelement a un stade non-différencié. Leur seconde propriété est la division asymétrique, permettant la
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production de différentes cellules filles a I'origine de la masse de cellules tumorales. Les CSCs sont capables
d’initier la formation de tumeurs (Clevers, 2011; Kermi, 2016) (Figure 34). Cette théorie, longtemps controversée,
est désormais admise au sein de la communauté scientifique Elle permet de mieux comprendre les rechutes chez
les patients atteints de cancers. En effet, en raison de leurs propriétés trés particulieres, les CSCs sont résistantes
a la plupart des agents thérapeutiques qui ciblent la masse tumorale. Ainsi, les CSCs expriment de maniere
intrinseque de nombreuses molécules qui les rendent résistantes aux chimiothérapies classiques. De plus, leur
capacité a entrer en quiescence les protégent des agents anticancéreux antimitotiques, qui ciblent les cellules
en division. En fonction de leur nombre, elles peuvent étre a I'origine d’une rechute plusieurs mois, voire années
apres le traitement initial. Bien que I'identité des CSCs soit encore mal comprise (réle du microenvironnement,
origine, facteurs épigénétiques) (Laplane et Solary 2017; Laplane et Solary, 2019), développer de nouvelles
thérapies capables de cibler les CSCs et leur niche pourrait représenter un enjeu majeur dans le traitement des

cancers, et permettre, peut-étre, une véritable éradication de la maladie (Atlasi, Looijenga, et Fodde 2014).
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Figure 34. Schéma de la théorie actuelle des cellules souches cancéreuses.

Les CSCs sont seules capables d’auto-renouvelement et de réplication illimitées, et responsables du maintien de la tumeur. Les CSCs ont une
plasticité élevée, permettant la transformation de cellules souches normales en CSCs dans certains microenvironnements. (A) Une CSC se forme
en raison de mutations dans une cellules souche normale, une cellule progénitrice ou une cellule différenciée (B) La CSCs formée se divise de
maniére asymétrique et génére des CSCs filles et des cellules différenciées qui forment le contingent de cellules tumorales et qui peuvent
acquérir d’autres mutations. Auméme moment, d’autres CSCs peuvent étre formées a partir de CSCs mutées ou de cellules de la masse tumorale
(C) Plusieurs types de CSCs coexistent et sont responsables de I'hétérogénéité observée dans la tumeur (D) Les chimiothérapies
conventionnelles tuent les cellules de la masse tumorale mais laissent les CSCs résistantes intactes, menant a une rechute du cancer (E) Tuer
les CSCs meéne a une éradication graduelle de la tumeur, au cours de laquelle de Nouvelles CSCs peuvent se former a partir de cellules du
contingent tumoral mutées a I'origine de rechutes (F) Cibler a la fois les CSCs et les cellules de la masse tumorale pourrait résulter en |’éradication
totale de la tumeur (Adapté de Kermi et al., 2016).
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Dans le contexte particulier des leucémies, on parle de CSLs (Cellules Souches Leucémiques) (Dick 2005). L’échec
de I'élimination des CSLs par les thérapies conventionnelles est considéré comme la cause principale a I'origine
des rechutes, et le nombre des CSLs dans la moélle osseuse des patients corréle fortement avec un mauvais
pronostic et une issue clinique défavorable. Ainsi, une forte proportion de cellules souches au moment du
diagnostic est associée a une bonne prise de greffe dans des modeles murin PDX, une maladie résiduelle minime

(MRD) importante aprés la chimiothérapie ainsi qu’une courte survie du patient (Van Rhenen et al. 2005).

La complexité de cibler les CSLs (CD34+CD38-) est de les distinguer des CSHs normales (également CD34+CD38-)
par Iidentification de marqueurs immunophénotypiques de surface. En effet, les cellules leucémiques sont
extrémement hétérogenes (non seulement entre différents individus mais également au sein d’'un méme
individu). Malgré ces difficultés, plusieurs marqueurs de surfaces ont été identifiés comme étant surexprimés
dans les CSLs comparé aux CSHs normales, parmi lesquels CD131, CD47, TIM3, CD96, CLL-1, CD32, CD25 et ILARAP
(Jin et al. 2009; Jaiswal et al. 2009; Jan et al. 2011; Hosen et al. 2007; Moshaver et al. 2008; Saito et al. 2010;
Askmyr et al. 2013). Des anticorps monoclonaux ciblant les fonctions de ces antigénes ont d’ores et déja été testé
et ont montré des résultats encourageants quant a I'élimination des cellules initiatrices de la leucémie dans des
modeles pré-cliniques de LAM (Majeti 2011). Il existe également des thérapies basées sur des petites molécules
qui agissent en inhibant des voies de signalisation (ex : NFkB) et des fonctions cellulaires (ex : phosphorylation
oxydative) qui sont nécessaires uniquement a la survie et/ou la maintenance des CSLs (Reinisch et al. 2015).
D’autres traitements agissent en induisant des stress (ex : stress oxydatif) qui compromettent préférentiellement
I'activité des CSLs (Reinisch et al. 2015). Enfin, il a été montré que la maintenance du pool de CSLs dépend
d’interactions spécifiques au sein de la niche hématopoiétique. La plupart des CSLs résident dans des niches
endostéales ou vasculaires chimio-protectrices (Ishikawa et al. 2007). Les déloger de ce microenvironnement
protecteur pourrait donc les sensibiliser aux chimiothérapies et garantir un succés a long-terme des traitements.
Un exemple est le blocage de l'interaction des facteurs CXCL12 exprimé par les cellules de la niche et CXCR4
exprimé par les CSLs par des inhibiteurs de CXCR4 (Zeng et al. 2009). Toutes ces approches thérapeutiques
semblent prometteuses, puisqu’elles permettraient d’attaquer les CSLs sans affecter les progéniteurs

hématopoiétiques normaux.

4) Modéles murins d’étude de la pathologie

Comme pour le SS, des lignées cellulaires leucémiques ont été développées a partir du clone tumoral de patients
(OCI-AML3, RS4-11, NB4, MV4-1, THP-1, U937) et sont utilisées par de nombreux laboratoires pour établir des
modeles in vivo de xénogreffes (intraveineuses ou sous-cutanées) dans des souris CB-17 SCID ou NOD/SCID
(Faderl et al., 2011; Lin et al., 2011; Suojanen et al., 2014). Bien qu’admis par la communauté scientifique, ces
modeles ont le désavantage d’étre basés sur des souris immunodéficientes, ce qui rend impossible leur utilisation

dans les études qui concernent le systéme immunitaire.

Une alternative repose sur 'utilisation de modéles spontanés de LAM. Cependant, ceux-ci se développent de

maniére aléatoire, I'induction de la maladie étant généralement longue et peu reproductible. Une autre
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possibilité est 'emploi de modeéles basés sur I'induction de la maladie par des virus ou des transposons. Cette
méthode est discutable, puisque I'induction d’une LAM chez I’humain par ces deux biais n’est pas connue. Enfin,
la grande majorité des modeles knock-in de LAM reproduisent mal le phénotype observé chez les patients, car
la plupart des évenements oncogéniques sont nécessaires a la transformation totale des cellules (Gilliland, 2001;

Dorrance et al., 2008; Zhang et al., 2012).

Il existe en revanche un modeéle pré-clinique de LAP qui récapitule trés fidelement la maladie et mime les
réponses aux traitements standards chez I’humain, dans un contexte immunocompétent (Brown et al., 1997;
Lallemand-Breitenbach et al., 1999; Soignet et Maslak, 2004; Lallemand-Breitenbach et al., 2005). Il s’agit d’'un
modele bien établi de transplantation syngénique de blastes leucémiques obtenus chez des souris transgéniques
PML/RARa. Chronologiquement, la maladie se développe en 3 phases : la phase d’établissement de la maladie
(DO a D10), la phase ou la maladie est bien établie (D10 a D20) au cours de laquelle il est possible d’obtenir une
guérison compléte des souris par un traitement a I’ATRA, et la phase ou la maladie est complétement établie
(D20) au cours de laquelle la maladie devient incurable (point de non-retour), jusqu’a une mort certaine aux
alentours de 35 jours apres I'injection des blastes leucémiques. Comme chez I’humain, les souris présentent une

baisse des plaquettes dans le sang, et meurent d’"hémorragie interne.
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Depuis plusieurs années, notre équipe a pour objectif la mise au point de nouvelles stratégies médicamenteuses
pour le traitement de cancers solides et circulants. Un des axes de recherche principaux est I'étude et la
modulation des interactions protéine-protéine dans le contréle de I'apoptose. Une cible particulierement
prometteuse est la protéine AAC-11, qui est impliquée dans de nombreuses étapes clés de la tumorigénese, et
dont I'activité anti-apoptotique et pro-métastatique passe par des interactions avec des partenaires variés (dont
la plupart restent inconnus a I’heure actuelle) (Rigou et al., 2009). La stratégie utilisée au laboratoire pour bloquer
les effets d’AAC-11 dans le cancer est I'utilisation de peptides pénétrants LZDPs dérivés du domaine LZ d’AAC-11
(a savoir son domaine d’interaction protéine-protéine), et agissant comme inhibiteurs compétitifs de son activité.
Plusieurs études réalisées au sein de I’équipe ont déja montré le fort potentiel anti-tumoral du peptide RT53, qui
correspond au domaine LZ d’AAC-11 dans son intégralité, lié a une séquence de pénétration appelée pénétratine
(Rigou et al., 2009; Jagot-Lacoussiere et al., 2016). Ainsi, RT53 est capable d’inhiber I'interaction d’AAC-11 avec
ses partenaires, et d’induire une mort cellulaire spécifique des cellules tumorales, a la fois in vitro et in vivo,
notamment dans le contexte du mélanome. En termes de mécanistique, RT53 induit une membranolyse des
cellules tumorales, mais pas des cellules normales, probablement en interagissant avec un partenaire présent
uniquement a la surface des cellules cancéreuses, mais inconnu a I’heure actuelle. Pour finir, RT53 est capable
d’induire une mort cellulaire immunogene, et semble étre une stratégie immunothérapeutique prometteuse en

tant que vaccin prophylactique dans ce modéle de cancer solide (Jagot-Lacoussiere et al. 2016).

Les objectifs de ma thése sont les suivants : (1) Evaluer le potentiel thérapeutique des peptides LZDPs dans
d’autres pathologies cancéreuses, et notamment des cancers circulants. Nous avons choisi le SS et les LAMs
comme modeles d’étude principaux, car ce sont deux pathologies tres agressives. Concernant le SS, une étape
clé pour les études pré-cliniques est également la mise au point d’'un modeéle murin de la pathologie. (2) Etudier
plus en détails le mécanisme d’action des peptides LZDPs, en particulier explorer notre hypothése concernant
I'interaction des peptides avec un partenaire membranaire spécifique des cellules tumorales (et si elle se
confirme, mettre en évidence ce partenaire). (3) Poursuivre les études concernant les propriétés
immunothérapeutique des peptides LZDPs, tout d’abord dans les cancers solides, puis dans les modeles
hématologiques. (4) Optimiser la séquence des peptides LZDPs afin de les rendre plus courts et moins colteux
dans la perspective d’un développement clinique. Deux approches seront utilisées : I'optimisation de la séquence
de pénétration et I'optimisation de la séquence active correspondant a des portions du domaine LZ d’AAC-11.

Ces nouveaux peptides seront ensuite caractérisés.
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CHAPITRE 1 : Effet anti-tumoral et activation de I'immunité adaptative
par le peptide RT53

I. Mort cellulaire immunogéne induite par RT53 dans les cancers solides

D’apreés les résultats préliminaires obtenus dans le contexte du mélanome, RT53 est capable d’induire une mort
cellulaire de type membranolytique, présentant les caractéristiques d’'un MCI in vitro (relargage d’ATP et de
HMGB1). In vivo, la vaccination des souris avec des cellules B16F10 exposées in vitro au peptide empéche la

croissance de tumeurs B16F10 au niveau du site d’injection (Jagot-Lacoussiere et al. 2016).

Ce premier chapitre est consacré a la poursuite de nos travaux concernant les propriétés anti-tumorales et
immunologiques du peptide RT53, dans un premier temps dans un autre type de cancer solide, le fibrosarcome.
Dans ce modele, nous avons confirmé la capacité de RT53 a induire une membranolyse spécifique des cellules
tumorales, associée aux caractéristiques d’une MCI in vitro (exposition de la calréticuline, relargage de HMGB1
et d’ATP). De maniere tres intéressante, la vaccination de souris avec des cellules de fibrosarcomes pré-traitées
in vitro avec RT53 bloque la croissance tumorale au site d’injection. De plus, I'injection intratumorale du peptide
dans des souris présentant des tumeurs établies induit une régression de la tumeur, accompagnée d’une
infiltration de cellules T et de la mise en place d’une réponse inflammatoire. Ces résultats, en lien avec les
résultats précédemment obtenus dans le mélanome, suggerent que RT53 peut induire une MCl dans des modéles
de tumeurs solides et illustrent son usage potentiel en tant que nouvelle stratégie anti-tumorale et
immunothérapeutique. Ce travail a fait I’objet d’une publication scientifique dans le journal PLOS One (ARTICLE

1 « The anticancer peptide RT53 induces immunogenic cell death », Pasquereau-Kotula, Habault et al. 2018).
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Abstract

In recent years, immunogenic cell death {ICD) has emerged as a revolutionary concept in the
development of novel anticancer therapies. This particular form of cell death is able, through
the spatiotemporally defined emission of danger signals by the dying cell, to induce an effec-
tive antitumor immune response, allowing the immune system to recognize and eradicate
malignant cells. To date, only a restricted number of chemotherapeutics can trigger ICD of
cancer cells. We previously repotted that a peptide, called RT53, spanning the heptad leu-
cine repeat region of the survival protein AAC-11 fused to a penetrating sequence, selectively
induces cancer cell death in vitro and in vivo. Interestingly, B16F 10 melanoma cells treated
by RT53 were able to mediate anticancer effects in a tumor vaccination model. Stimulated by
this observation, we investigated whether RT53 might mediate ICD of cancer cells. Here, we
repott that RT53 treatment induces all the hallmarks of immunogenic cell death, as defined
by the plasma membrane exposure of calreticulin, release of ATP and the exodus of high-
mobility group box 1 protein (HMGB1} from dying cancer cells, through a non-regulated,
membranolytic mode of action. In a prophylactic mouse model, vaccination with RT53-
treated fibrosarcomas prevented tumor growth at the challenge site. Finally, local intratu-
moral injection of RT53 into established cancers led to tumor regression together with T-cell
infiltration and the mounting of an inflammatory response in the treated animals. Collectively,
our results strongly suggest that RT53 can induce bona fide ICD of cancer cells and illustrate
its potential use as a novel antitumor and immunotherapeutic strategy.

Introduction

Most anticancer drugs have low therapeutic indices due to their toxicity to normal tissues.
Moreover, drug resistance is a recurring problem, emphasizing the need for alternative
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strategies that selectively and efficiently kill the malignant cell population without affecting
normal cells. Recent years have seen much interest in cancer therapies that do not only kill
cancer cells but also stimulate, through the emission of danger signals from dying cells, anti-
cancer immunosurveillance, hence inducing a systemic immune response in the host that can
control, and even sometimes eliminate neoplastic cells [1-3]. This cell death routine, termed
"immunogenic cell death” (ICD), is characterized by the release of damage-associated molecu-
lar patterns (DAMPs) and cytokines by the dying cells that mediate chemotactic and adjuvant-
like effects, hence eliciting an immune response against tumor-associated antigens [4]. Such
DAMPs are sequestered within various subcellular compartments under homeostatic condi-
tions, yet are surface-exposed or released in the context of ICD. Thus, ICD is linked to the
exposure of calreticulin and other endoplasmic reticulum proteins at the cell surface [5], as
well as the release of ATP [6, 7] and of the non-histone chromatin-binding protein high-
mobility group box 1 (HMGB1) [8, 9] into the extracellular milieu. Whereas ICD was origi-
nally described as an apoptotic, caspase-dependent form of cellular demise [1, 5], recent data
have demonstrated that other forms of cell death, namely necroptosis and necrosis, can also be
strongly immunogenic in vivo, resulting in long-lasting anti-cancer immunity [10]. Hence,
necroptosis induced by chemical dimerization of receptor-interacting protein kinase-3
(RIPK3) or the death domain of Fas-associated death domain (FADD) results in ICD, with
necroptotic cancer cells giving a immunogenic preparation in prophylactic tumor vaccination
models [11, 12]. In the same line, the oncolytic Newcastle disease virus can induce necroptotic
1ICD of cancer cells, thus igniting a long-term, tumor-specific immunoclogical memory in an
orthotopic mouse model [13]. While freeze—thaw induced necrosis of cancer cells is known to
be non-immunogenic [1, 12, 14], it has recently be documented that LTX-315, a synthetic, cat-
ionic peptide that permeabilizes the inner mitochondrial membrane, induces a necrotic cell
death phenotype exhibiting the hallmarks of ICD [15-18]. Furthermore, when injected into
tumors, LTX-315 induced a systemic protective immune response in immunocompetent mice
[19-21]. Altogether, these data indicate that several pathways leading to necrosis can lead to
1CD.

We previously demonstrated that a peptide comprising the heptad leucine repeat region of
the survival protein AAC-11, which acts as a protein-protein interaction domain, fused to the
cell-penetrating sequence penetratin selectively killed cancer cells in vitro and in vivo, while
sparing normal cells [22-24]. This peptide, called RT53, can insert into the membranes of can-
cer cells through interaction with a yet-unknown AAC-11 protein partner. This binding prob-
ably allows R153 to accumulate in cancer cell membranes where it forms pores due to its o
helix, membrane active structure [22]. Interestingly, R1'53-treated B16F10 melanoma cells
exhibited antitumor vaccination potential in a prophylactic model when mice were subse-
quently rechallenged with live B16F10 cells [22]. Here, we report that RT53 can induce all the
hallmarks of ICD in vitro through a non-regulated, Iytic mede of action. Interestingly, direct
injection of R'1'53 into established MCA205 fibrosarcomas led to the complete regression of
the tumors together with T-cell infiltration and an inflammatory response in an immunocom-
petent mouse model. These findings reveal the potential of R'1'53 as a novel antitumor and
immunotherapeutic agent.

Material and methods
Peptides

All peptides were synthesized by Proteogenix (Strasbourg, France) and were > 95% pure as
verified by HPLC and mass spectrographic analysis. Peptides sequences are the following:
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RT53: RQIKIWFQNRRMKWKKAKLNAEKLKDFKIRLOY FARGLOVY IRQLRLALOGKT

RT533M: RQIKIWFQNRRMKWKKAKINAEKLKDFKIRLYY FARGEOVY T RQGRLALQGKT

The penetratin sequence is underlined.

Cell lines, chemicals and cytochemistry analysis

HU178 and Lul205 cells were provided by Drs A. Marie-Cardine and N. Dumaz and geno-
typed to verify their authenticity. MRC-5 and U20S cells were provided by Drs M. Dutreix
and R. Fahraeus, and were purchased from ATCC. HaCat cells were provided by Prof. N. Bas-
set-Seguin and their characteristics were described elsewhere [25]. Jurkat and HL-60 were pur-
chased from 'The European Collection of Cell Cultures. Cells were cultivated either in DMEM
or RPMI 1640 (Life Technologies), supplemented with 10% FBS and 1% penicillin/streptomy-
cin. Cytochemistry analysis were performed as previously described [26, 27]. All chemicals
were purchased from Sigma.

Lactate dehydrogenase release, ATP release and HMGB1 release

Release of lactate dehydrogenase (LIDH) and A'l'P in the culture medium were assessed with
the CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay and Enliten ATP Assay, respectively (Pro-
mega, Madison, W1, USA). HMGBI release in the culture medium was assessed with the
HMGBI1 ELISA kit (IBL International, Hamburg, Germany).

Hemolysis assay

Mice blood was centrifuged at 2000 rpm for 10 min. Red blood cell pellets were washed five
times with phosphate-buffered saline (PBS) and resuspended in normal saline. For each assay,
1 x 107 red blood cells were incubated with or without peptide (30 uM) at 37°C for 1h. The
samples were centrifuged at 4500 rpm for 5 min and the absorbance of the supernatant was
measured at 540 nm. 'l'o determine the percentage of lysis, absorbance readings were normal-
ized to lysis with 1% Triton X-100.

Electronic microscopy

Samples were fixed in 3% glutaraldehyde in phosphate buffer, pH 7.4 for 1 hour, washed, post-
tixed with 1% osmium tetroxide in 0.1 M phosphate buffer and then gradually dehydrated in
70, 90 and 100% ethanol. After 10 min in a 1:2 mixture of epoxy propane and epoxy resin and
10 min in epon, samples were embedded in epoxy resin and polymerized at 60°C for 24 h.
After polymerisation, ultrathin sections of 90 nin were cut with an ultra-microtome (Reichert
ultracut §), stained with uranyl acetate and Reynold’s lead and observed with a transmission
electron microscope (JEOL 1011). Acquisition was performed with a Gatan Orius 1000 CCD
camera.

Visualization of calreticulin-GFP aggregation

U208 cells stably expressing a calreticulin-GFP fusion protein were described elsewhere [28].
Cells grown on coverslips were washed twice with PBS, fixed in PBS containing 4% parafor-
maldehyde and imaged using a Zeiss Axiovert 200 M microscope.

Western-blotting

Cells were lysed in 50 mM I'ris/HCI pH 7.6, 150 mM NaCl containing 1% Triton-X100,
10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin and 0.1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)
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and clarified by centrifugation at 15,000 g for 15 min. Proteins were resolved by SDS PAGE
and transferred onto a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Bio-Rad). For Western
blot analysis, membranes were blocked in PBS, 0.1% Tween 20, 5% BSA for 1 h followed by
incubation overnight at 4°C with one of the following rabbit polyclonal antibodies: anti-elF2o
(cat #9722) or anti-phospho-elF2o (Ser51, cat #9721) (Cell Signaling). After being washed
three times in PBS, 0.1% Tween 20, membranes were incubated for 1 h with goat anti-rabbit
horseradish peroxidase-conjugated IgG (Sigma) in blocking solution. Membranes were then
washed extensively in PBS, 0.1% Tween 20 and developed by using enhanced chemilumines-
cence detection reagents (Amersham Biosciences) in accordance with the manufacturer’s
protocol.

Ethics statement

This study has been carried out in accordance with the EC Directive 86/609/EEC for animal
experiments and was approved by the Committee for Experimental Animal Studies of the Uni-
versity of Paris 7 Institute Board Ethics (Protocol Number: 2303.01). Animals were housed in
vented animal cabinets under controlled temperature (22°C) and 12 h light-dark cycle under
pathogen-free conditions and were allowed food and water ad libitum. Prior to the start of the
experiments, mice were allowed to rest for 1 week following shipment. All efforts were made
to minimize suffering. Animals were euthanized by cervical dislocation under anesthesia with
3% isoflurane. Female C57BL/6 mice were from ENVIGO (France).

Tumor vaccination assay

MCA205 cells were harvested using Versene (Invitrogen), washed in PBS and resuspended in
200 pl of serum-free RPMI medium. The cells were then exposed to 30 pM RT53 for 3h for cell
death induction and the whole suspension of RT53-treated cells was injected subcutaneously
(2x10° cells) into the left flanks of C57BL/6 mice (1 = 6 per group). Eight days later, the mice
were challenged subcutaneously on the right flank with 0.5x10° live MCA205 cells. Tumor
growth on the challenge site was evaluated using a digital caliper and volume was calculated
using the formula: Length x Width”/2. Animals were euthanized by cetvical dislocation under
anesthesia with 3% isoflurane when tumor size reached the ethical end point or were necrotic,

Intratumoral treatment

Mouse xenograft tumors were obtained by subcutaneous injection of 0.5x10° MCA205 cells
into the right flanks of C57BL/6 mice (1 = 6 per group). When tumors reached a size of 20-

40 mm®, the mice received intratumoral injection of 300 pg of RT53 or vehicle (normal saline)
for three consecutive days. T'umor growth was evaluated using a digital caliper and volume
was calculated using the formula: Length x Width?/2. Animals were euthanized by cervical dis-
location under anesthesia with 3% isoflurane when tumor size reached the ethical end point or
were necrotic. Following anesthesia, xenografts were removed for immunohistochemical
staining and cytotoxicity analysis.

Histological analysis

Histological Tumors were fixed in 4% neutral buffered formalin and embedded in paraftin.
Sections (4pm) were stained with hematoxylin-eosin (H&E) and subjected to microscopic
analysis. To investigate 1 cells infiltration, sections were stained with an anti-CD3 antibody
(Dako, ref: A0452) or rabbit IgG isotype control. Histological analysis was performed at the
HistlM facility of Cochin Institute (Paris, France). Slides were imaged using a Lamina
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multilabel slide scanner (Perkin Elmer). For quantitative analysis of T cells infiltration, six dif-
ferent and noncontiguous representative fields (40x magnification) were randomly selected
for each experiment and their areas were quantified for immunoreactive CD3.

RNA extraction and real-time PCR

RNA was extracted from tumors using the Qiagen Rneasy Mini kit, according to the manufac-
turer’s instructions, and was reverse transcribed using the High Capacity cDNA Reverse Tran-
scription Kit (Applied Biosystems) using random hexamers. Quantitative PCR was performed
with the StepOne real-time PCR system (Applied Biosystems) using Perfecta SYBR Green Fas-
tMix, ROX (Quanta Biosciences, Beverly, MA, USA) and the following primers: CCL2, F 5" -
CTCAGCCAGATGCAGTTARCG-3",R 5" -GCTGCTGGTGATCCTCTTGT-3"; CXCL10G, F

5f = CCTGCCCACGTGTTGAGAT-3", R 57 —-TGATGGETCTTAGATTCCGGATTC-3";
GAPDIH, F 5" -CATGTTCCAGTATGACTCCACTC-3" R 5" - GGCCTCACCCCATTT
GATGT-3". Melting curve analyses were performed to verify the amplification specificity. Rel-
ative quantification of gene expression was performed according to the comparative CT
(AACT) method using StepOne Software 2.0 (Applied Biosystems).

ELISA analysis of plasma

Blood from C5BL/6 mice with tumor size of 20-40 mm® was harvested at the selected time
points following single intratumoral injection of 300 pg of RT53 or vehicle (normal saline).
In vivo secretion of IL-1B and IL-6 in the serum was assessed using the Mouse IL-1p/IL-1F2
Quantikine ELISA Kit and Mouse 1L-6 Quantikine ELISA Kit, respectively, per the manufac-
turer’s instruction (R&D System).

Statistical analysis

Student’s 7 test was used to test for statistical significance of the differences between the differ-
ent group parameters. p values of less than 0.05 was considered statistically significant.

Results
RT53 induces rapid cancer cells necrosis

We first investigated which cell death modality is induced by RT53. Kinetic experiments indi-
cated that, when added to various human or mouse cancer cell lines, RT53 induced the rapid
loss of plasma membrane integrity, as detected by the release of the intracellular enzyme lactate
dehydrogenase (LDH) (Fig 1A). However, no cytotoxic effects were observed when R'153 was
tested on the non-malignant cells HaCat and MRC-5 (F'ig 1A). In line with our previous obser-
vations [22], a mutant peptide (RT53M} in which leucines 384 and 391 (AAC-11 numbering)
were substituted by alanines did not affect the integrity of the plasma membrane (I'ig 1B).
Importantly, a hemolytic assay revealed that RT53 treatment did not cause erythrocyte lysis
(Fig 1C), ruling out an unspecific detergent-like effect for RT53 as sometimes observed for
amphiphilic peptides [29]. Altogether, these data indicate that the RT53-induced plasma mem-
brane permeabilization is specific to cancer cells and appears to occur vig a defined structural
target(s). We next further evaluated the mode of action underlying RT53 cytotoxic activity by
means of transmission electron microscopy analysis. Observation of U20S osteosarcoma cells
treated with RT53 revealed an obvious necrotic morphology, with a disrupted plasma mem-
brane and subsequent release of intracellular materials (I'ig 2A). Interestingly, nuclei from
RI53-treated cells appeared largely intact, without evidence of chromatin condensation, indi-
cating the R'1'53-mediated cell death does not involve a direct form of conventional apoptosis
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but rather a membranolytic mode of action. In line with this hypothesis, the pan-caspase
inhibitor Z-VAD-fmk failed to prevent membrane permeabilization by RT53, as assessed by
the release of lactate dehydrogenase (LDH) into the culture medium (Fig 2B). Regulated
necrosis includes multiple cell death routes such as necroptosis or mitochondrial permeability
transition pore (MP1P)-mediated necrosis. However, inhibition of necroptosis by necrosta-
tin-1 or blockade of the MPTP by cyclosporin A failed to interfere with RT53-mediated loss of
membrane integrity (Fig 2B). Therefore, these results indicate that the cytotoxic effects of
RT53 toward cancer cells occur mainly through a non-regulated form of necrosis.

RT53 elicits ICD in vitro

As recent evidence suggests that necrosis may be immunogenic [15-21], we investigated
whether RT'53 treatment would be able to induce the hallmarks of ICD, which include the sur-
face exposure of the endoplasmic reticulum (ER) chaperone calreticulin (CRT) and the release
of ATP and HMGBI [30]. Surface exposure of CRT by tumor cells constitutes a major check-
point of ICD, because CRT favors their engulfment by dendritic cells [5, 31]. CRT aggregation
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has been reported to precede its plasma membrane exposure [32]. Using a defined biosensor
model [28, 33] of U20S cell line stably expressing a CRT-green fluorescent protein (GFP), we
observed the redistribution of the CRT-GFP fusion protein from a near-to-diffuse to a granu-
lar pattern in response to RT53 (Fig 3A). Of note, whereas CRT exposure induced by chemo-
therapeutic agents such as mitoxantrone requires caspase-8 activation [34], the pan-caspase
inhibitor zVAD-fmk failed to affect calreticulin aggregation induced by RT53. As an internal
control, zVAD-fmk efficiently prevented CRT-GFP aggregation induced by the ICD inducer
mitoxantrone (Fig 3A). Moreover, whereas chemotherapy-driven CRT translocation relies on
phosphorylation of the eukaryotic transcription factor elF2o. [5], RT53 exposure did not
induce phosphorylation of elF2a (Fig 3B). Therefore, our data indicate that in contrast to the
“canonical” (chemotherapy-elicited) CRT pathway, RT53 can trigger CRT exposure in a cas-
pase- and eIF2q-independent pathway. We next tested whether RT53 would stimulate the
release of the two DAMPs HMGBI and ATP, two obligatory signals of immunogenicity. As
shown in Fig 3C, RT53 treatment of U20S cells triggered the release of HMGBI into the cul-
ture medium, as detected by ELISA assay, in a dose-dependent manner. Moreover, ATP-biolu-
minescence assays revealed that RT'53 treatment resulted in a dramatic increase of
extracellular ATP (Fig 3D), demonstrating that RT53 can promote the secretion of both
DAMPs by cancer cells. Taken together, these results indicate that RT53 can induce all surro-
gate markers of ICD in vitro in an apoptosis-independent manner.

RT53-treated cancer cells or intratumoral RT53 administration have
antineoplastic effects in vivo

Since RT53 induces all major characteristics of ICD in vitro, we next assessed the antitumor
effects of the peptide using well-characterized syngeneic tumor models. In a first experiment,

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0201220  August 6, 2018 7/17

80



RESULTATS, CHAPITRE 1

o ®
@ ) PLOS ’ ONE Anticancer effect of the AAC-11-derived peptide RT53

A B
Untreated RT53 Mitoxantrone
N )
(OBIP SEEN
P-elF2
Control el E‘
- . .
C D

40 1500 -
E a
S 30 1 =
£ < . 1000 -
2 23
© J 3 -
s 20 2 3
= o
@ 8% 500
g 10 b
) N (]

ot HE . : 0t s : .

Control 10 uM 15 uM 20 pM Control 10pM  15pM 20 pM

Fig 3. RT53 triggers calreticulin exposure as well as the release of HMGB1 and ATP. (A) U20S cells slably expressing CRT-GIP were (realed wilh
10 uM of RT53 or 1 uM miloxanlrone for 6 h, in the presence or absence of zZVAD-[mk. Cells were (hen, fixed, stained for DNA, and examined by
fluorescence microscopy. (B) U20S cells were left untreated or treated with 10 uM of RT53 or 200 nM thapsigargin (TG) as a positive control for 6 h.
Cell lysates were analyzed by Western blot for phosphorylated and total protein eIF20. (C) U20S cells were left untreated or exposed to increasing
concentrations of RT53 for 3h. Extracellular IIMGB1 was then measured in the culture supernatant. Data are meansts.e.m. (7 = 3). (D) U20S cells
were left untreated or exposed to increasing concentrations of RT53 for 3h. Extracellular ATP was then measured in the culture supernatant. Data are
means+s.e.m. (7= 3).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0201220.g003

we evaluated the ability of RT53-treated cells to induce anti-tumor immunity in a prophylactic
tumor vaccination model. As shown in Fig 4A, immunization of C57BL/6 mice by subcutane-
ous injection of MCA205 fibrosarcoma cells treated in vitro by RT53 subsequently resulted in
drastically reduced tumor growth at the challenge site compared to control mice. This result
thus strongly suggests that RT53 treatment of cancer cells can induce an adaptive immune
response in vivo. To further evaluate the ability of RT53 to elicit an antitumor response, we
investigated the therapeutic effect of direct administration of the peptide to tumors. For that
purpose, R1'53 was injected once a day for three consecutive days into established MCA205
fibrosarcomas growing in C57BL/6 mice. As shown in Fig 4A, intratumoral administration of
RT53 resulted in a nearly complete suppression of tumor growth. Notably, complete tumor
regression was observed in 75% of the mice receiving the treatment (Fig 4B). Importantly, no
weight loss or obvious clinical symptoms were observed in the treated animals (not shown).
Therefore, these data indicate that RT53 can both act locally and as an immunogenic cytotoxic
compound in vivo.
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Intratumoral administration of RT53 induces massive tumor necrosis,
T cell infiltration and an inflammatory response

To investigate the underlying mechanisms behind the antitumor effects of RT53, we first tested
whether intratumoral injection of RT53 could induce an inflammatory response. For that pur-
pose, plasma from RT53-treated or control animals was analyzed for IL-1P and IL-6 levels. As
shown in Fig 5A, both IL-1P and IL-6 levels sharply increased 4 h following intratumoral RT53
injection compared to controls. This increase in cytokine levels was not persistent, as no differ-
ences in IL-1p and IL-6 levels were noted from 24 h up to 96 h following RT53 administration
(Fig 5A). In order to assess histological changes resulting from local injection with RT53, sec-
tions of MCA205 tumors treated with a single intratumoral administration of normal saline or
RT53 and harvested 24 h or 96 h following treatment were analyzed. Hematoxylin-eosin stain-
ing revealed dramatic hemorrhagic tumor necrosis in RT53-treated tumors, whereas tumors
injected with normal saline exhibited minimal necrosis. (Fig 5B top and S1 Fig). As observed
for the lytic peptide L'TX-315 [17], tumor necrosis was clearly noticeable 24 h post injection.
Interestingly, immunohistochemical analysis revealed massive infiltration by CD3" T lympho-
cytes in the RT-53 treated tumors 96 h post injection, while control tumors contained a rather
low number of T cells (Fig 5B middle, Fig 5C and S2 Fig). To evaluate changes in the tumor
microenvironment induced by RT53 injection that could explain the increased number of T
lymphocytes, we used real-time RT-PCR of tumor extracts to analyze the relative expression of
the pro-inflammatory chemokine ligands CCL2 and CXCL10. As shown in Fig 5D, the levels
of both CCL2 and CXCL10 transcripts were markedly increased upon RT'53 intratumoral
injection compared to saline-injected tumors. Altogether, these results indicate that, in addi-
tion to the local immune response, intratumoral RT53 injection triggers a transient systemic
inflammatory response accompanied by the elevation of circulating cytokines.
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Conclusion

A number of mechanisms have been proposed to account for the failure of chemotherapies in
cancer patients. Beside the development of drug resistance by malignant cells, tumors can also
escape recognition and clearance by the immune system through the activation of multiple
immunosuppressive mechanisms [35]. Recent observations have revealed that, among the
cytotoxic chemotherapeutic agents used in clinic, some were able to induce an immunogenic
form of apoptosis as the succumbing cancer cells could induce a potent antitumor immune
response [36]. This so-called immunogenic cell death (ICD) is now known to increase the
immunogenicity of dying cancer cells owning to the release of endogenous danger signals or
damage-associated molecular patterns (DAMPs) [37] that alert the innate immune system,
resulting in an effective antitumor immune response. As the immune system plays a funda-
mental role in long-term tumor control, great efforts are currently undertaken to elaborate
chemotherapeutic approaches that can elicit immunogenic cancer cell death. We have previ-
ously reported that the penetrating peptide RT3, based on the fusion of the heptad leucine
repeat region of the survival protein AAC-11 (residues 363-399) and the penetratin sequence,
induces cancer cell death in vitro and inhibits melanoma tumor growth in a xenograft mouse
model [22]. In the present study, we demonstrate that R1'53 selectively induces necrosis of can-
cer cells and that this necrotic cell death is immunogenic. RT53-induced cancer cells death
occurred through an apoptosis-independent, membranolytic mechanism, as evidenced by the
release of the cytoplasmic enzyme lactate dehydrogenase (LDH) as well as transmission elec-
tron microscopy. Here, a necrotic phenotype with no morphological signs of apoptosis,
including nuclear condensation, was clearly evident. Accordingly, blockage of apoptosis by
means of caspases inhibition failed to prevent the RT53-induced killing of cancer cells. Further
experiments revealed that RT53 did not induce a typical regulated necrosis, as neither necrosa-
tin-1, which inhibits receptor-interacting protein kinase (RIPK) 1-mediated necroptosis, nor
cyclosporine A, which inhibits mitochondrial permeability transition-mediated regulated
necrosis, interfered with cell death induction by RT33. Therefore, our results indicate that
RT53-induced necrosis occurs in a passive manner, upon plasma membrane destruction. Our
previous results indicate that RT'53 accumulates within the plasma membrane of cancer cells,
but not to that of non-cancerous cells [22]. Moreover, we show here that R'1'53 failed to lyse
erythrocytes or normal cells, indicating that R1'53-mediated cancer cells necrosis does not
merely result from an unspecific, detergent-like membrane permeabilization. Although we
cannot exclude a role for the physicochemical characteristics of cancer cells membranes, we
hypothesize that R1'53 targets a yet unknown cancer cell-specific membrane-bound partner
(s), as observed for several described cancer cell-specific, membranolytic peptides [38-40].
'This binding likely increases the local concentration of RT53, resulting in membrane lysis,
owing to its membrane active, alpha helix, structure [22]. This selective and rapid tumor mem-
brane disruptive behavior is consistent with other investigations that have examined the mech-
anism of action of other pore forming anticancer peptides [41]. Interestingly, our study
indicates that RT53-induced cell death is accompanied by all the hallmarks of ICD in vitro,
namely the translocation of calreticulin to the cell surface and the extracellular release of
HMGBI and ATP. These three DAMPs act as potent immunostimulants and are known to
possess a key role in the immunogenicity of nearly all ICD inducers [2]. Whereas HMGB1,
which is a chemotactic for immune cells and elicits adaptive immunity, and ATP, which acts
as a “find me” signal, can be passively released from damaged cells [42, 43], calreticulin expo-
sure on dying cells usually is the result of a complex signaling process [44]. Surface-exposed
calreticulin is a crucial DAMP in 1CD, as it dictates tumor specific immunity, allowing the rec-
ognition and engulfment of tumor cells by dendritic cells [5, 31]. Noteworthy, unlike the
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“canonical” (chemotherapy-induced) calreticulin exposure pathway, RT53-induced calreticu-
lin exposure was found to be both caspase- and elF2u-independent, similar to what observed
with photodynamic therapy and high hydrostatic pressure induction of ICD [45, 46]. There-
tore, our results indicate that the passive cell death caused by RT53 is fully able to allow the
activation of the key DAMPs in vitro.

Importantly, RT53 treatment appears to induce bona fide ICD as RT53-exposed cells could
serve as potent immunizers in a vaccination assay. Indeed, inoculation of RT53-killed fibrosar-
comas cells into syngenic, immunocompetent mice resulted in a drastic reduction of tumor
growth at the challenge site, when using MCA205 living cells. These results are in line with
those obtained using another experimental animal model [22] and suggest that R1'53 does
mediate anti-tumor immunity /# vivo. 'L'o further assess the anticancer properties of R1'53, we
evaluated the effects of intratumoral administration of the peptide. Interestingly, the majority
of treated animals displayed a complete suppression of tumor growth. Based on our findings
that RT53 induces tumor cell necrosis in vitro, we hypothesized that the tumor growth inhibi-
tion we observed in vivo upon local R1'53 injection also occurred by this mechanism. Indeed,
histological examinations revealed that administration of R1'53 caused massive hemorrhagic
necrosis, indicating that direct injection of RT33 into tumers results in total cell killing and
tumor growth blockade and regression. Moreover, local injection of RT53 was followed by an
increased infiltration of T cells, suggesting that the direct oncolytic effect of RT53 leads to the
generation of a more immunogenic environment that promotes the infiltration of lympho-
cytes. Immune cells infiltration into tumors is governed by chemotaxis, with the local chemo-
kine network influencing the numbers and types of lymphocytes recruited [47]. In particular,
the chemokines CCL2, CCL3, CCL4, CXCLY and CXCL10 are known to be potent chemoat-
tractants for tumor-infiltrating 1 cells [48] and increased expression of these chemokines has
been shown to be associated with infiltration of tumor-specific '’ cells in cancer patients and
various mice models of cancer [47-54]. Interestingly, our data demonstrate an upregulation of
the genes encoding CCL2 and CXCL10 in tumors following RT53 injection. Therefore, our
data suggest that enhanced production of these chemokines may explain the observed
increased infiltration of T cells into the RT53-treated tumors. Several cell types within the
tumor microenvironment can be involved in the secretion of specific chemokines, including
the tumor cells themselves, macrophages, endothelial cells or the recruited T cells [48, 55]. Tt
will be of interest to characterize the cell types producing the detected chemokines, as well as
the tumor-infiltrating T cell populations upon RT53 injection. Intratumoral administration of
RT'53 led to a marked increase of the cytokines 1L-1f and IL-6 levels in the circulation 4 h post
injection. The upregulation of these cytokines indicates that local injection of R1'53 stimulates
pro-inflammatory processes and the systemic activation of the immune system.

Our results are reminiscent to those obtained when studying the anti-cancer effects of
another membranolytic peptide, LTX-315. Like RT53, LTX-315 induces an unregulated form
of necrosis that can lead to the release of DAMPs in vifro and the induction of a potent
immune response in different preclinical tumor models [16-19, 21, 56, 57]. As accidental
necrosis of cancer cells provoked by freeze-thawing or boiling fails to induce a potent immune
response in vivo [1, 11], our results, combined to those obtained with L'I'’X-315, indicate that
the induction of ICD obtained with these oncolytic peptides is not a consequence of the mere
spillage of intracellular components into the extracellular milieu, and that ICD is not restricted
to immunogenic apoptosis. However, more work is still needed to characterize the precise
molecular mechanisms that underlie R1'53-induced ICD. In particular, it will be interesting to
explore the mechanisms through which intratumoral administration of R153 shifts the tumor
microenvironment towards local immunostimulation.
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In recent vears, the concept that curative cancer therapy requires the activation of an antitu-
mor immune response by the dying cancer cells has emerged [2]. To date, only few chemother-
apeutics can trigger 1CD. Therefore, our results indicate that R153 might constitute a
promising immunotherapeutic agent.

Supporting information

$1 Fig. Intratumoral administration of RT53 induces tumor necrosis. Established
MCAZ205 fibrosarcomas where surgically excised 24 h or 96 h post intratumoral injection
with normal saline (control) or 300 pg RT53 in normal saline and sections subjected to H&E
staining.

(TTF)

52 Fig. Intratumoral administration of RT53 induces immune cells infiltration. Established
MCA205 fibrosarcomas where surgically excised 24 h or 96 h post intratumoral injection with
normal saline or 300 pg RT53 in normal saline and sections subjected to CD3 staining. For
quantitative analysis of 1" cells infiltration, 6 different and noncontiguous representative fields
(40x magnification) were randomly selected for each experiment and their areas quantified for
immunoreactive CD3.

(TIF)
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Il. Mort cellulaire induite par RT53 dans le contexte des leucémies aigiies myéloides

L’objectif de I'étude qui suit est de voir si les résultats obtenus dans les cancers solides peuvent étre étendus aux
cancers hématologiques, en particulier les LAMs, des pathologies tres agressives pour lesquelles les options
thérapeutiques sont limitées. Afin de pouvoir étudier les propriétés immunologiques de RT53, nous avons choisi
d’utiliser un modéle murin pré-clinique immunocompétent bien caractérisé de LAP, en collaboration avec le Dr.

M. Pla (UMRS 1131).

D’apreés les résultats obtenus, RT53 possede une forte activité anti-leucémique in vitro sur des lignées cellulaires
de LAM et des blastes murins leucémiques. In vivo, il peut étre utilisé en traitement direct (injection systémique)
et permet d’améliorer de maniére significative la survie des souris atteintes de LAP, méme aux stades avancés

de la maladie.

Comme dans les modeles solides, le peptide induit une membranolyse des cellules tumorales, et les blastes
exposés a RT53 libérent tous les signaux de danger associés a une MCIl. Nous avons montré qu’une seule injection
d’un vaccin constitué de ces cellules mourantes (traitées in vitro avec RT53) permettait de prévenir le
développement de la LAP chez la souris, non seulement avant (vaccin prophylactique) mais aussi aprés (vaccin
thérapeutique) induction de la maladie. Dans nos expériences, les souris vaccinées ne développent pas la
maladie, et survivent plus d’un an apreés induction de la leucémie, alors que les souris contréles meurent aux
alentours de trois semaines. De plus, cette protection est long-terme, puisque les souris sont protégées contre
de multiples rechallenges de cellules tumorales. Nos résultats indiquent que la réponse immunitaire observée
est dépendante des cellules T. Pour finir, des souris receveuses, transplantées avec des splénocytes provenant
de souris vaccinées, ne développent pas la maladie, suggérant I'élimination des cellules initiatrices de la

leucémie.

Ces travaux prometteurs permettent d’envisager I'utilisation de cette approche immunothérapeutique chez
I’'humain dans le contexte des LAMs, et peut-étre d’autres cancers hématologiques. Ils ont donné lieu au dépot
d’un brevet décrivant I'approche utilisée pour la conception du vaccin anti-leucémique, dont je suis co-inventrice
(dépot de brevet n°EP 19 435), et a la rédaction d’une publication scientifique dans le journal Oncoimmunology
(ARTICLE 2 « Prophylactic and therapeutic antileukemic effects induced by the AAC-11-derived peptide RT53

», Habault et al., Oncoimmunology, 2020).
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ABSTRACT

Despite considerable progress, the treatment of acute leukemia continues to be a challenge for
a significant majority of patients. Using a well-characterized preclinical mouse model of acute promye-
locytic leukemia (APL), we evaluated here the antileukemic efficacy of RT53, an anticancer peptide with
potential immunological properties. Our results indicate that RT53 possesses a direct antileukemic effect,
even at a late stage. We also demonstrate that a single injection of a vaccine consisting of leukemic
blasts exposed to RT53, which induces the hallmarks of immunogenic cell death, was highly effective in
preventing leukemia development in both prophylactic and therapeutic settings. The vaccine compris-
ing RT53-treated APL cells generated long-term antileukemic protection and depletion experiments
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indicated that CD4 + T cells were of crucial importance for vaccine efficacy. Combined, our results
provide the rationale for the exploration of RT53-based therapies for the treatment of acute leukemia.

Introduction

A major strategy in anticancer efforts is to target oncogenic
signaling networks that are required for tumor cell growth
and survival. However, intrinsic or acquired resistance
often limits the efficacy of these targeted therapies."” In
parallel to the development of molecular-targeted agents,
cancer immunotherapies are changing the therapeutic land-
scape for cancer patients by providing a clinically beneficial
alternative to conventional treatments.™ Despite the
improved molecular characterization of malignancies and
development of target therapies, acute leukemia is not cur-
able and a minority of patients survive more than 10 years
after diagnosis. Among leukemia subtypes, prognosis is
particularly poor in adult acute myeloid leukemia (AML).”
Therefore, new agents and novel regimens are clearly
needed to improve outcomes for AML patients. We pre-
viously reported that RT53, a cell-permeable peptide
derived from the survival protein AAC-11, selectively killed
cancer cells in vitro and prevented tumor growth in mela-
noma mouse models.*” RT53 mechanism of action includes
the inhibition of AAC-11 anti-apoptotic properties, through
disruption of protein-protein interactions between AAC-11
and protein partners such as Acinus, as well as a non-
regulated membranolysis of the cancer cells plasma

membrane.®® Interestingly, RT53 treatment of melanoma
cells induces all the hallmarks of immunogenic cell death
and B16F10 mouse cells treated by RT53 were able to
mediate protective effects in a tumor vaccination model.*>®
In this study, we evaluated the therapeutic potential of
RT53 as a treatment for acute leukemia. We found that
RT53 possesses a direct antileukemic effect, both in vitro
and in a preclinical acute promyelocytic leukemia (APL)
mouse model. A vaccine consisting of RT53-exposed leuke-
mic blast cells was highly effective at preventing leukemia
development both prophylactically and therapeutically
through the induction of CD4 + T cell-dependent long-
term response. These results make RT53-based antileuke-
mic therapies attractive for clinical development.

Material and methods
Peptides

Peptides were synthesized by Proteogenix (Strasbourg,
France) and were >95% pure as verified by HPLC and mass
spectrographic analysis. The peptide sequence of RT53 is the
following: RQIKIWFQNRRMKWKKAKLNAEKLKDFKIRLQ
YFARGLQVYIRQLRLALQGKT

The penetratin sequence is underlined.

CONTACT Jean-Luc Poyet 8jean—luc.poyet@inserm.fr@ INSERM UMRS976, Institut De Recherche Saint Louis, Hopital Saint-Louis, Université De Paris, 1 Avenue
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Cell lines and chemicals

NB4 (purchased from ATCC), UF-1 (provided by
Dr. Y. Ikeda, Tokyo, Japan), HUT-78 (provided by
Dr. A. Marie-Cardine, INSERM U976, Paris, France) and
B16F10 (provided by Dr. M. Dutreix, CNRS UMR3347,
INSERM 1021, Paris, France) were used for the experiments.
Cells were grown in RPMI 1640 medium supplemented with
10% fetal calf serum, L-glutamine (2 mM), 1 mM Hepes and
200 ug/ml penicillin/streptomycin antibiotics (Gibco). All
cells were maintained at 37°C in humidified 5% CO, atmo-
sphere. All chemicals were purchased from Sigma.

Lactate dehydrogenase, ATP and HMGB]1 release assays

Release of lactate dehydrogenase (LDH) and ATP in the
culture medium was assessed with the CytoTox 96 Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay and Enliten ATP Assay,
respectively (Promega, Madison, WI, USA). HMGBI1 release
in the culture medium was assessed with the HMGBI1 ELISA
kit (IBL International, Hamburg, Germany).

Electron microscopy

Samples were fixed in 3% glutaraldehyde in phosphate buffer,
pH 7.4 for 1 h, washed, post-fixed with 1% osmium tetroxide in
0.1 M phosphate buffer and then gradually dehydrated in 70%,
90% and 100% ethanol. After 10 min in a 1:2 mixture of epoxy
propane and epoxy resin and 10 min in epon, samples were
embedded in epoxy resin and polymerized at 60°C for 24 h.
After polymerization, ultrathin sections of 90 nm were cut with
an ultra-microtome (Reichert ultracut S), stained with uranyl
acetate and Reynold’s lead and observed with a transmission
electron microscope (JEOL 1011). Acquisition was performed
with a Gatan Orius 1000 CCD camera.

Apoptosis assays

Leukemic blasts apoptosis assessment was performed using
fluorescein isothiocyanate (FITC) Annexin V Apoptosis
Detection Kit I (BD Biosciences, Waltham, MA) and propi-
dium iodide (PI) as per the manufacturer’s instructions, fol-
lowed by flow cytometry analysis with a CytoFLEX Flow
Cytometer (Beckman and Coulter). Viable cells were defined
as annexin V/PL

Autophagy assessment

The formation of autophagic vesicles was assessed using the
Cyto-ID Autophagy Detection Kit (EnzoLife Sciences,
Antwerpen, Belgium) using a 488-nm excitable fluorescent
probe that selectively stains autophagic compartments,
according to manufacturer’s protocol. Serum starvation (1 h)
was used as a positive control for autophagic flux. Flow
cytometry analysis was performed with a CytoFLEX Flow
Cytometer (Beckman and Coulter).

Determination of surface-exposed CRT

CRT exposure was assessed by surface immunostaining and
flow cytometry. In brief, APL blast cells (10° cells per mL) in
RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum,
L-glutamine (2 mM), 1 mM Hepes and 200 ug/ml penicillin/
streptomycin antibiotics plated in 24 well plates were treated
for 6 h with 5 uM of RT53 peptide. Cells were washed with
PBS (Phosphate-Buffered Saline), harvested and plated in 96-
well round-bottomed microtiter plates and incubated in
blocking solution for 45 min (Blocking Solution Image-iT®
Fixation/Permeabilization Kit Cat. #R37602, Thermo Fischer
Scientific). After 1X wash with PBS, cells were stained with
anti-calreticulin primary antibody (Calreticulin (D3E6) XP®
Rabbit mAb #12238, Cell Signaling). Goat anti-rabbit Alexa
Fluor 488 was used as a secondary antibody after another PBS
wash (Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG secondary anti-
body Cat. #A11034, Thermo Fischer Scientific). Cells were
then analyzed with a CytoFLEX Flow Cytometer (Beckman
and Coulter) by gating on propidium iodide-negative cells for
the exclusion of dead cells.

Ethics statement

This study has been carried out in accordance with the EC
Directive 86/609/EEC for animal experiments and was
approved by the Committee for Experimental Animal
Studies of the University of Paris 7 Institute Board Ethics
(Protocol Number: 2303.01). Animals were housed and bred
at our animal facility (Institut de Recherche Saint-Louis, Saint
Louis Hospital, Paris, France) in vented animal cabinets under
controlled temperature (22°C) and 12 h light-dark cycle under
pathogen-free conditions and were allowed food and water ad
libitum.

Preclinical acute promyelocytic leukemia-transplantable
mice model

APL blasts (provided by Drs. M. Bishop and S. Kogan, UCSF,
USA) origin from the spleen of mice bearing the human PML-
RARA ¢DNA construct driven by a myeloid lineage specific
promoter (RMRPS8) in the FVB/N inbred strain of mice. For
amplification, cells (1 x 10° or 1 x 10°% were suspended in
PBS and transplanted by intravenous (i.v) tail injection
(200 ul) into female syngeneic recipient mice (5-6 weeks
old). The establishment of leukemia was assessed by
a decrease in blood platelet counts approximately 3 weeks
after graft. Spleen cells from a primary recipient were col-
lected, washed, re-suspended in PBS and injected (10* cells/
mouse; 200 ul) into the tail veins of male FVB/N mice (7--
8 weeks old) for experiments. For direct treatment experi-
ments, mice were treated daily or every other day (i.p) with
normal saline or RT53 at 2.4 mg/kg in normal saline starting
from day 10 or day 20 for a total of 7 injections.

RT53-treated APL blast vaccination assay

Two millions live cells from primary recipients’ spleens or the
indicated cells were washed in PBS and resuspended in 200 pl
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of serum-free RPMI medium. The cells were then exposed to
30 pM RT53 for 3 h for cell death induction and the whole
suspension of RT53-treated cells was injected subcutaneously
(2 x 10° cells) into the left flanks of FVB/N syngeneic mice.
For leukemia induction, the mice were injected iv. with
1 x 10" blast cells from primary recipients’ spleens at the
indicated time.

T cell depletion

Mice were depleted of either CD4+, CD8+ or both T cell
populations by bi-weekly i.p. injection of 0.2 mg of ascites fluids
containing an anti-CD4 or -CD8 antibody starting 2 weeks
before experiments. Injections were then performed 2 times
per week during the study period. Blood was collected by sub-
mandibular bleeding. PBMC were labeled with a mix of anti-
CD3£-APC (MACS), anti-CD4-PE (MACS) and anti-CD8-
APC-cy7 (BD Biosciences) (2.5 pl, 30 min, 4°C). Red blood
cells were then lysed in ACK buffer for 7 min at RT. The efficacy
of depletion was monitored using Canto II (BD Biosciences)
cytometer and data analyzed with Flow]Jo software.

Results and discussion
RT53 possess direct antileukemic properties

To test the antileukemic properties of RT53, we first exposed
human all-trans retinoic acid ATRA-sensitive (NB4) and
ATRA-resistant (UF-1) acute promyelocytic leukemia (APL)
cells as well as mouse APL spleen blast cells derived from
hMRPS-PML-RARA transgenic mice’ to increasing concentra-
tions of RT53. As shown in Figure 1(a), RT53 decreased viability
of all the tested cells through the rapid loss of plasma membrane
integrity, as detected by the release of the intracellular enzyme
lactate dehydrogenase (LDH). Importantly, no cell death was
detected in spleen cells from healthy mice even at the highest
concentration tested, indicating that RT53 exhibits selective
cytotoxicity toward leukemic cells, but not normal cells. The
observed LDH release upon RT53 treatment indicates that
leukemic cells death is associated with loss of outer cell mem-
brane integrity and cytoplasmic leakage, which are characteristic
features of necrosis. In line with this hypothesis, ultrastructural
analysis of APL spleen cells exposed to RT53 revealed an
obvious necrotic morphology of the leukemic blasts, with loss
of plasma membrane integrity and cytoplasmic swelling without
morphological signs of nuclear apoptosis (Figure 1(b)). No
changes in cellular integrity or ruptured cells could be detected
in the normal spleen cells, confirming that RT53 exhibits high
specificity toward leukemic cells (Figure 1(b)). To further define
the RT53 mechanism of action and response kinetics, we
assessed cell death induced by the peptide using annexin
V and propidium iodide (PI) staining over time of treatment.
This double labeling allows to distinguish early apoptotic
(annexin V positive and PI negative) and late apoptotic/necrotic
(both annexin V and PI positive) cells. As shown in Figure 1(c),
RT53 exposure of APL spleen cells induced concomitant
annexin V and PI positivity, even at early points in the treat-
ment. These data, together with the electron microscopy analy-
sis, indicate that RT53 does not induce the characteristic
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morphological and biochemical features of apoptosis, but rather
mediates a necrotic form of cell death. In line with this hypoth-
esis, inhibition of caspases activity with the pan-caspase inhibi-
tor zVAD-fmk, while efficiently interfering with cell death
induced by staurosporine, failed to prevent cell killing mediated
by RT53 (Figure 1(d)), confirming that RT53 cytotoxic effects
do not involve apoptosis. We next investigated whether RT53
could trigger necroptosis, an alternative, caspase-independent
form of cell death that is regulated by receptor-interacting
protein kinases (RIPK) 1 and 3.1% As shown in Figure 1(e), the
RIPK1 inhibitor necrostatin-1 was unable to interfere with
RT53-mediated APL cells death, although it had a marked
cytoprotective effect on TNF-a-induced necroptosis (Figure 1
(e)). However, IM-54, a potent and selective inhibitor of unre-
gulated necrosis induced by oxidative stress,'" efficiently pre-
vented cell death induced by RT53 (Figure 1(f)), indicating that
RT53 treatment triggers necrosis of the leukemic cells through
the induction of oxidative stress. Of note, RT53 treatment did
not promote autophagy, as peptide exposure failed to upregulate
formation of autophagic compartments (Figure 1(g)), and, con-
sistently, the autophagy inhibitor 3-Methyladenine had no effect
on RT53 cytotoxicity toward APL cells (Figure 1(h)).
Altogether, these results indicate that RT53 kills the APL blasts
via a rapid, unregulated necrosis mechanism induced by oxida-
tive stress, without relying on the major regulated cell death
pathways.

To explore the in vivo therapeutic potential of RT53 as
a treatment of acute leukemia, we used a well-characterized
preclinical APL model bearing the human PML-RARA onco-
gene which mimics human APL, both in its characteristics and
its response to conventional therapeutic drugs such as ATRA
and arsenic trioxide.”'* In this model, 100% of the syngeneic
mice (FVB/N) transplanted with 10" primary recipients’ spleen
blasts developed an APL and succumbed within 30 days (Figure
1(i)). APL mice treated with RT53 (2.4 mg/kg) for 7 days start-
ing on day 10 after leukemia engraftment had a significantly
extended survival compared to control mice (P < .0001). The
survival of APL mice treated with RT53 was significantly
(P < .0001) superior to that of mice treated by ATRA (Figure
1(i)). Similar survival advantage was obtained when RT53 was
administered every other day for a total of seven administra-
tions (D10 Q2D schedule, Figure 1(j)). RT53 treatment starting
on day 20 after leukemia engraftment, when leukemia is fully
established'? as shown by standardized minimal residual disease
(MRD) monitoring (high level of PML-RARa transcripts in
PBL, bone marrow and spleen), also prolonged the survival of
leukemic mice (D20 schedule, Figure 1(j)). To our knowledge,
no therapeutic approach has demonstrated such a pronounced
effect on the survival of mice with comparable advanced disease
stage in this preclinical model. No organ toxicity (macroscopic
or microscopic) was noted with either treatment schedule (data
not shown). Therefore, these results indicate that RT53 pos-
sesses robust antileukemic activity both in vitro and in vivo.

A vaccine comprising RT53-treated APL cells induces
long-term survival

Anticancer chemotherapies are particularly effective when
they induce immunogenic cell death (ICD), thus eliciting an
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Figure 1. RT53 treatment increases APL mice survival. (a) The indicated cells were left untreated or exposed to increasing concentrations of RT53 for 20 h. Cell death
induced by peptide treatment was measured by lactate dehydrogenase (LDH) release. Data are means + s.e.m. (n = 3). (b) Ultrastructural analysis of RT53-treated
spleen cells. Spleen cells from healthy or APL mice were left either untreated or exposed to 10 pM of RT53 for 1 h. Cells were then analyzed by transmission electron
microscopy following osmium tetroxide staining. (c) APL spleen cells were exposed to 5 uM RT53 for the indicated periods of time and phosphatidylserine exposure
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Figure 1. (continued)

antitumor immune response.14 We, therefore, investigated
whether RT53 treatment of APL spleen cells would be able
to induce the key known biomarkers of ICD, which include
the endoplasmic reticulum (ER) chaperone calreticulin (CRT)
surface exposure and the release of the chromatin protein
high mobility group boxl protein (HMGB1) as well as
ATP."> As showed in Figure 2(a), RT53 treatment triggered
the release of both HMGBI and ATP in the culture medium,
detected by ELISA and ATP-bioluminescence assays, respec-
tively, as well as surface exposure of CRT, detectable by FACS
analysis, indicating that RT53 can induce all tested character-
istics of ICD. Similar data were obtained with the human APL
cells NB4 (not shown). To further investigate the capacity of
RT53 to induce an antileukemic response, we took advantage
of the APL preclinical model, which is based on immuno-
competent FVB/N mice, to develop a prophylactic tumor
vaccination model (Figure 2(b)). Interestingly, 7 out of 8

mice vaccinated subcutaneously with RT53-exposed APL
spleen blast cells did not develop the disease after APL
engraftment (Figure 2(b)), indicating the prophylactic effect
of RT53-exposed APL cells. Eight months after APL engraft-
ment, surviving animals were found disease-free by MRD
monitoring. These data indicate that a simple vaccine con-
stituted by RT53-treated APL cells triggered a very effective
prophylaxis, protecting against the development of leukemia.

The prophylactic effect generated by the RT53-treated
APL cells vaccine is tumor type-specific and long-lasting

To demonstrate the specificity of RT53-exposed APL cells
prophylactic effect, mice were vaccinated subcutaneously
with various human (NB4, HUT78) or mouse (B16F10) can-
cerous cells treated with RT53. As shown in Figure 3(a), none
of the tumor cells generated protection against leukemia

(annexin V labeling) and cell membrane permeabilization (propidium iodide (Pl) labeling) were analyzed by flow cytometry. The percentages of viable cells (annexin
V™/PI"), early apoptotic cells (annexin V*/PI") and late apoptotic/necrotic cells (annexin V*/PI*) are represented (average of two independent experiments). (d) APL
spleen cells were exposed to 5 uM of RT53 in the presence or absence of 50 pM zVAD-fmk for 3 h. Cell death was measured by flow cytometry as in (c). Staurosporine
(5 uM) was used as a control. Average of two independent experiments. (e) APL spleen cells were exposed to 5 pM of RT53 in the presence or absence of 50 uM
Necrostatin-1 (Nec-1) for 3 h and cell membrane permeabilization (Pl labeling) was analyzed by flow cytometry. [TNF-a (30 ng/ml) + zZVAD-fmk (40 pM) + 10 pg/mL
cycloheximide (CHX)] treatment was used as a control. (f) APL spleen cells were exposed to 5 uM of RT53 in the presence or absence of 10 pM of IM-54 for 3 h. Cell
death was measured as in (e). H202 (100 puM) treatment was used as a control. Average of two independent experiments. (g) APL spleen cells were exposed to 5 uM
RT53 for 1 h in the presence or absence of 10 uM 3-Methyladenine (3-MA) and autophagic activity was determined by flow cytometry analysis using the Cyto-1D
autophagy detection reagent. Serum starvation (1 h) was used as a control. Data are expressed as the mean fluorescence intensity of Cyto-ID (average of two
independent experiments). (h) APL spleen cells were exposed to 5 uM of RT53 for 1 h in the presence or absence of 10 pM 3-Methyladenine (3-MA). Cell death was
measured as in (e). Average of two independent experiments. (i) 10* APL blasts were inoculated intravenously (i.v.) into FVB/N mice at day 0. Mice were then either
left untreated (n = 6), treated with ATRA (5 mg, subcutaneous implantation of 21-day release pellets, n = 6) at day 6 or injected intraperitoneally (i.p.) with RT53
(2.4 mg/kg in normal saline) at day 10 every day for a total of seven doses (n = 6). Survival curves were analyzed with the Mantel-Cox test. (j) APL mice obtained as
in (i) were either left untreated (n = 6), injected i.p. with RT53 (2.4 mg/kg in normal saline) at day 10 every other day for a total of seven doses (D10 Q2D schedule,
n = 6) or at day 20 every day for a total of seven doses (D20 schedule, n = 4). Survival curves were analyzed with the Mantel-Cox test.
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Figure 2. Inhibition of APL progression by prophylactic vaccination with RT53-treated APL blasts. (a) APL blasts in basal RPMI medium were left untreated or treated
with either 5 pM of RT53 for 6 h (CRT exposure analysis) or 10 UM of RT53 for 1 h (HMGB1 and ATP release analysis). Extracellular HMGB1 (left) and ATP (middle) were
then measured in the culture supernatant by ELISA and ATP-bioluminescence assays, respectively, and surface exposure of CRT (right) detected by FACS analysis. (b)
APL blasts were exposed to 30 pM RT53 in basal RPMI medium for 3 h for cell death induction and the whole suspension was injected subcutaneously (2 x 10° cells)

into the left flanks of FVB/N mice. Twelve days later, the vaccinated (n = 8) or control mice (n = 7) were injected i.v. with live 10* APL blasts. Survival curves were
analyzed with the Mantel-Cox test. The schematic protocol used is illustrated (right).
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Figure 3. Tumor specificity and long-lasting effect of prophylactic vaccination with RT53-treated APL blasts. (a) FVB/N mice were vaccinated with RT53-treated APL
blasts (n = 10), RT53-treated spleen cells from healthy mice (n = 5), or the indicated RT53-treated cells (n = 5 per group) using the same protocol as in Figure 2(b).
Twelve days later, the vaccinated or control mice were injected iv. with live 10* APL blasts. Survival curves were analyzed with the Mantel-Cox test. (b) Surviving
mice from Figure 2(b) were challenged with 10* live APL spleen blasts 107 days (group 1, n = 5) or 226 days (group 2, n = 4) after initial APL engraftment. Survival

curves were analyzed with the Mantel-Cox test. The schematic protocol used is illustrated (lower panel).
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development, indicating that the protection induced by RT53-
treated APL cells is tumor specific. Moreover, the absence of
protection observed following vaccination with RT53-treated
NB4 cells suggests that immune clearance of leukemic cells in
RT53-exposed APL cells vaccinated animals does not rely on
the recognition of the unique PML-RARa fusion protein,
which is also expressed in NB4 cells. Finally, vaccination
with RT53-treated spleen cells from healthy FVB/N mice
generated no protection (Figure 3(a)), indicating that the
prophylactic effect against APL was exclusively triggered by
the RT53-treated leukemic APL cells.

We next determined whether surviving mice developed
long-lasting antileukemic protection. At 107 or 226 days
after initial leukemia engraftment, survivors from Figure 2
(b) or control mice were challenged with 10* live APL
spleen blast cells, in the absence of any further therapy.
Strikingly, all vaccinated animals that received vaccination
were protected from APL cells challenge, whereas all con-
trol mice succumbed to leukemia within 40 days (Figure 3
(b)). These results indicate that single vaccination with
RT53-exposed APL cells induces eradication of a rapidly
fatal tumor burden and evokes effective, long-lasting pro-
phylaxis capable of preventing leukemia. Moreover, when
we inoculated 107 spleen cells originating from long-term
survivors vaccinated with RT53-treated APL blasts into
secondary recipients, none of the injected mice developed
APL (followed up >200 days; not shown), suggesting that
this vaccine leads to eradication of APL-initiating cells.
Injection of 10* spleen cells from unvaccinated APL mice
was sufficient to establish APL and all recipients died (not
shown).
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CD4 + T cells are critical for the induction of prolonged
survival induced by the RT53-treated APL cells vaccine

To determine the cells involved in the prophylactic effect of
RT53-treated APL cells vaccination, mice were depleted of
CD4" T, CD8" T or both T cell populations using cell type-
specific antibodies. Depletion of CD4" T cells notably reduced
vaccine-induced protection, whereas depletion of CD8" T cells
had no effect on vaccine efficacy (Figure 4), demonstrating the
essential role of CD4" T cells in the induction of effective
antileukemic immunity. As CD4" T cells are crucial in the
establishment of immune memory,'® our results might explain
the protective effect observed in Figure 3(b). However, complete
loss of protection was observed in mice that were depleted of
both T-cell populations (Figure 4), indicating that the antileu-
kemic response generated by RT53-treated APL cells vaccination
required the presence of both CD4" and CD8" T cells. Although
the precise mechanisms involved in vaccination-induced protec-
tion remain to be defined, the observation that leukemia devel-
opment is effectively contained in mice depleted for CD8" T cells
is suggestive of the induction of innate immune cells, such as
macrophages and natural killer cells, which can be activated by
CD4" T cells.”” A cytotoxic activity of CD4™ T cells toward the
leukemic cells is also possible, as witnessed in different experi-
mental tumor sett:ings.m'20 Of note, depletion of either CD4",
CD8" or both T cell populations in long-term survivors from
Figure 2(b) did not result in APL (Supplementary Figure 1),
indicating that CD4+ and/or CD8 + T cells were not necessary
for the maintenance of the antileukemic effects of RT53-treated
APL cells vaccination and suggesting strongly that this vaccina-
tion leads to a cure of the mice.
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Figure 4. Requirement of CD4+ and CD8 + T cells for prolonged survival induced by vaccination with RT53-treated APL blasts. FVB/N mice were depleted of either
CD4+, CD8+ or both T cell populations by bi-weekly i.p. injection of 0.2 mg of T cell type-specific monoclonal antibodies starting 2 weeks before experiments.
Injections were then performed 2 times per week during the study period. The efficacy of depletion was monitored by flow cytometric analysis (right panel).
Depleted (n = 5 per group) or naive mice (n = 10) were then vaccinated with RT53-treated APL blasts and injected i.v. with live 10* APL blasts (left, upper panel).
Survival curves were analyzed with the Mantel-Cox test. The schematic protocol used is illustrated (left, lower panel).
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test. The schematic protocol used is illustrated (right panel).

The RT53-treated APL cells vaccine is effective in mice
with well-established leukemia

Having shown that RT53-treated APL cells vaccination can
elicit an efficient prophylactic antileukemic effect, we next
tested the therapeutic benefit of the vaccine in mice with well-
established leukemia. For that purpose, mice received the
RT53-treated APL cells 3 (rising disease) or 10 (well-
established disease)'® days after APL cell engraftment and
the onset of the disease was compared to that of non-
vaccinated controls. Very interestingly, 100% of the vacci-
nated mice were protected from leukemia development and
remained disease-free through 80 days of observation, irre-
spective of the immunization schedule (Figure 5, lower panel).
These data indicate that the therapeutic administration of the
RT53-treated APL cells vaccine resulted in the eradication of
leukemic cells in all the tested mice, even when vaccination
was delayed until 10 days after tumor inoculation, indicating
the effectiveness of this approach.

Concluding remarks

Acute leukemia such as AML is known to generate an immu-
nosuppressive environment that circumvent immunosurveil-
lance mechanisms.”~>” Therefore, immunotherapy has great
potential as a more effective and less toxic alternative to
current treatments for leukemia patients. We report here
a simple, highly efficient and practical strategy for immu-
notherapy of leukemia. By using a well-established, aggressive
APL model, we showed that single vaccination with a vaccine
comprising whole leukemic cells exposed to RT53, shown
here to induce immunogenic cell death, protected against
the development of leukemia in vivo both prophylactically
and therapeutically. Cure of the tumor was observed and
the vaccinated animals were protected against subsequent
leukemia challenge in the absence of any further boosts,
through the generation of long-lasting, protective tumor-
specific responses involving CD4 + T cells. Such vaccine-
based approach is practical, as it does not require the knowl-
edge of specific tumor antigens, is not limited by the HLA
phenotype and is safe because the antitumor effect is obtained
without the use of potentially toxic immunostimulatory

adjuvants in the vaccine. Because leukemic blasts can be easily
obtained from the blood or bone marrow of patients at
diagnosis, yielding sufficient material for clinical use, RT53-
treated leukemic cells vaccines may be a workable and effec-
tive strategy for immunotherapy of leukemia. Further, we
demonstrated the single-agent efficacy of RT53 for the treat-
ment of established leukemia, even at late stages, suggesting
that RT53 might constitute a therapeutic option for patients
who experienced multiple relapses because of resistance
to approved therapies. Along with the absence of toxicity,
these preclinical efficacy evidences support further develop-
ment and clinical testing of RT53-based therapies in the
context of acute leukemia and maybe other hematological
malignancies.
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Surviving mice from Figure 2(b) were left untreated or were depleted of either CD4+, CD8+ or both T cell populations by bi-weekly i.p. injection of 0.2 mg of

T cell-type specific monoclonal antibodies starting 86 days following leukemia engraftment. Injections were then performed 2 times per week during the
study period. Survival curves were analyzed with the Mantel-Cox test. The schematic protocol used is illustrated (right)

of either CD4+, CD8+ or both T cell populations in long-term survivors from Figure 2(b) does not result in APL
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CHAPITRE 2 : Effet anti-tumoral du peptide RT39 dans le contexte des leucémies
aiglies et du Syndrome de Sézary

Ce second chapitre est consacré a |'évaluation pré-clinique ainsi qu’a I'étude du mécanisme d’action d’un peptide
dérivé du peptide « prototype » RT53, appelé RT39, plus court de 14 résidus. Si RT53 posséde des propriétés
anti-tumorales prometteuses, réduire la séquence active du peptide en déterminant la séquence minimale
nécessaire a son activité, outre I'intérét de caractérisation des LZDPs, peut s’avérer tres intéressant pour un futur

développement clinique, en raison du colt important de la synthése des peptides thérapeutiques.

L’évaluation de du peptide RT39 sera effectuée dans les contextes du SS et des leucémies aigties, a la fois in vitro,
mais aussi ex vivo sur des prélévements de patients, et in vivo dans des modeles murins de ces pathologies.
Concernant le SS, le succes de cette étude pré-clinique passe par le développement d’un nouveau modéle murin,
plus représentatif de la maladie, basé sur I'injection de cellules de patients (modéle PDX). Un autre axe important
de ce chapitre est I'étude du mécanisme d’action du peptide : fonctionne-t-il de la méme fagon que le peptide
RT53 (membranolyse et induction d’une MCI) ? Est-il aussi spécifique, et si oui, comment cela s’explique-t-il

(étude de I'hypothese d’un ou plusieurs partenaire(s) membranaire(s)) ?

Il. Effet anti-tumoral du peptide RT39 dans le Syndrome de Sézary

1) Evaluation in vitro, ex vivo et in vivo et étude du mécanisme d’action

Dans un premier temps, nous avons évalué et comparé le potentiel anti-tumoral des peptides RT53 et RT39 dans
le contexte du SS, en collaboration avec le Dr. A. Marie-Cardine (UMRS 976), spécialiste de cette pathologie. Le
SS est un sous-type de lymphome T cutané, caractérisé par la présence d’un clone T CD4+ tumoral qui s’accumule
principalement dans le sang périphérique et la peau. A I'heure actuelle, il n’existe pas de traitement efficace pour

traiter cette maladie terriblement agressive.

Les résultats obtenus ont montré que les peptides LZDPs exercent une activité cytotoxique spécifique vis-a-vis
des cellules de Sézary (issues de prélevements de patients) mais pas vis-a-vis des cellules T non-tumorales. Ils
induisent une membranolyse des lymphocytes T tumoraux, menant a une mort cellulaire rapide par nécrose.
Cette activité membranolytique semble passer par une étape d’accumulation des LZDPs dans la membrane
plasmique, suggérant I'interaction avec un partenaire spécifique d’AAC-11, et par conséquent des peptides. Etant
donné la spécificité de l'activité anti-tumorale, ce partenaire devrait étre présent uniquement dans les
membranes plasmiques des cellules transformées. Des expériences de peptide-pull-down couplées a une analyse

par spectrométrie de masse ont permis d’identifier plusieurs candidats potentiels.

Parmi ces candidats, la protéine PAK1 (p21-activated kinase) semble particulierement intéressante. Cette

protéine, connue pour étre impliquée dans le cancer, est surexprimée a la membrane des cellules de Sézary
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comparé aux cellules saines. De plus, des expériences de dérégulation de PAK1 par shRNA ont montré que son

expression a la membrane est indispensable a la sensibilité des cellules tumorales aux LZDPs.

D’aprés les résultats obtenus, I'efficacité du peptide RT39 est comparable a celle du peptide RT53, justifiant son

utilisation préférentielle.

Chez la souris, les données suggérent que nos peptides ne sont ni toxiques ni immunogéniques. Fait important,
apres injection intraveineuse (IV) ou intrapéritonéale (IP), la demi-vie des LZDPs est de I'ordre de 30 minutes,
mais le temps d'élimination est trés prolongé avec des aires sous la courbe (AUC) élevées, témoins de fortes
expositions. Dans un modeéle de xénogreffe sous-cutané de cellules HUT78 (lignée cellulaire de SS), le traitement

quotidien (voie IP a 5mg/kg) par les peptides inhibe la croissance tumorale.

Ces résultats obtenus in vitro, ex vivo et in vivo ont fait I'objet d’un article scientifique, qui sera soumis
prochainement (ARTICLE 3 « PAK1-dependent anti-tumor effect of anti-apoptosis clone 11 protein-derived

peptides on Sézary syndrome malignant CD4+ T lymphocytes », Habault et al.).
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Abstract

Sézary syndrome is an aggressive form of cutaneous T cell lymphoma, especially at late stages (5-year survival
<25%), characterized by the presence of a malignant CD4" T cell clone in both blood and skin. Its pathophysiology
is still poorly understood and the development of targeted therapies hampered by the absence of specific target
proteins. The antiapoptotic factor AAC-11 plays important roles in cancer cell progression and survival and thus
has been considered as an anticancer therapeutic target. Here we evaluated the use of cell-penetrating peptides
derived from AAC-11 as potential anticancer agents for the treatment of Sézary syndrome. We show that a peptide,
called RT39 and corresponding to AAC-11 binding site to its protein partners coupled to the cell penetrating
sequence penetratin, is able to induce the specific elimination of the malignant T cell clone both in vivo on Sézary
patients’ circulating cells and in vivo in a sub-cutaneous xenograft mouse model.

RT39-mediated clearance of malignant cells did not occur through classical apoptosis pathways but rather reflects
the ability of the peptide to promote plasma membrane disruption through pores formation. We demonstrate that
the peptide acts by direct binding to plasma membrane recruited p21-activated kinase 1 (PAK1) in Sézary cells,
where PAK1 is highly expressed, resulting in their selective membranolysis. Along with the absence of toxicity,
these preclinical efficacy evidences suggest that RT39 might represent a promising alternative therapeutic tool for
Sézary syndrome as it spares the non-malignant immune cells and, unlike recent antibody-based immunotherapies,
does not require the mobilization of the cellular immunity that shows heavy deficiencies at advanced stages of the
disease.

Introduction

Sézary syndrome (SS) represents a sub-type of
cutaneous T cell lymphoma characterized by the
presence of a malignant CD4" T-cell clone that
accumulates mainly in the skin and peripheral blood
(Ortonne, Huet et al. 2006, Jawed, Myskowski et al.
2014). This disease shows an aggressive evolution
and a poor prognosis at advanced stages. Although
durable remission was obtained by allogeneic stem
cell transplant for a limited number of patients
(Virmani, Zain et al. 2015), current standard
therapies remain unable to either overcome the
massive  malignant cell proliferation  and
accumulation and the consequent asphyxiation of the
immune system, or spare the integrity of the immune
system leading to severe infectious diseases (Jawed,
Myskowski et al. 2014, Virmani, Zain et al. 2015).

Because patients presenting a high circulating tumor
burden experience compromised immune responses
as a consequence of immune cell loss, the
development of targeted therapies acting
independently of the cellular immunity might
represent an alternate approach for these patients.

The anti-apoptosis clone-11 protein (AAC-11), also
known as apoptosis inhibitor 5 (Api5), has been
described as an anti-apoptotic protein overexpressed
in various cancer cells and whose depletion results
in cancer cells death upon starvation (Tewari, Yu et
al. 1997, Kim, Cho et al. 2000). The anti-apoptotic
effect of AAC-11 appears to be clinically relevant as
the overexpression of AAC-11was linked to a bad
prognosis for non-small cell lung or cervical cancer
patients (Faye and Poyet 2010). Decreased
expression of various tumor suppressor microRNAs
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in several cancers correlates with AAC-11
upregulation, which might be linked to tumor
progression (Wang, Lee et al. 2008, Pekow,
Dougherty et al. 2012, Bertero, Bourget-Ponzio et al.
2013, Siu, Abou-Kheir et al. 2014, Pekow, Meckel
et al. 2015). A critical role for AAC-11 in the
sensitivity of malignant cells against anti-tumor
agents or stress-induced apoptosis was also
demonstrated, indicating that this protein acts as a
cellular integrator upon stressful situations (Faye
and Poyet 2010). Thus, targeting the AAC-11
survival pathway could constitute an attractive
strategy for developing cancer therapeutics.
Although the precise mechanisms by which AAC-11
inhibits apoptosis are still poorly defined, AAC-11 is
known to function as a scaffold protein for
apoptosis-related proteins among which the
apoptotic and splicing factor Acinus (Rigou,
Piddubnyak et al. 2009). AAC-11 interaction with
Acinus leads to an inhibition of the apoptosis-related
DNA fragmentation while conversely, the inhibition
of AAC-11/Acinus complexes formation resulted in
a higher sensitivity of cancer cell lines towards
drugs-induced cytotoxicity (Rigou, Piddubnyak et
al. 2009). These data suggest that the inability of
AAC-11 to interact with its potential binding
partners might abolish its anti-apoptotic function,
providing a rational for the development of agents
able to block such interactions as tumor cell death
inducers (Faye and Poyet 2010). In this regard an
AAC-11-derived peptide, encompassing the heptad
leucine repeat region of the molecule (RTS53
peptide), which acts as a protein-protein interaction
module, has shown potent anti-tumor activity on
various cancer cell lines and in melanoma mouse
xenograft models (Jagot-Lacoussiere, Kotula et al.
2016, Pasquereau-Kotula, Habault et al. 2018). As
both resistance of the malignant T cell clone to
apoptosis following activation and immune response
impairment are well-known characteristics of Sézary
syndrome at advanced stages (Thonnart, Caudron et
al. 2014), we aimed to validate a possible anti-tumor
effect of AAC-11-derived peptides in the context of
this disease.

Material and Methods

Patients and cells

SS diagnosis was established on recognized
international clinical, histological and biological
criteria. Blood from SS patients with more than 90%
of malignant CD4* T cells (identified by their TCR-
VB rearrangement) was collected for the present
study, which was approved by the institutional ethics
committee (Saint Louis Hospital, Paris). Peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) were isolated
from heparinized venous blood by density gradient
centrifugation over lymphocytes separating medium
(LSM; PAA Laboratories, Les Mureaux, France).
CD4" T cells were purified from freshly isolated
PBMCs by MACS using the CD4" T cell isolation

kit according to the manufacturer’s protocol
(Miltenyi Biotech). The Sézary cell line HUT78 was
amplified as previously described and cultured in
RPMI 1640 supplemented with 2 mM L-glutamine,
1% penicillin-streptomycin (Invitrogen) and 10%
heat-inactivated  fetal  calf serum  (Life
Technologies).

Materials and antibodies

All chemicals were purchased from Sigma.
Antibodies were from Cell Signaling Technology
(rabbit anti-PAK1, rabbit anti-phospho-
PAK1/S144), Sigma (mouse anti-HA),
Thermofisher Scientific (AlexaFluor 488-coupled
goat anti-mouse Ig, AlexaFluor 594-conjugated goat
anti-rabbit Ig), BD Bioscience (mouse anti-human
CD3), Beckman Coulter (mouse anti-TCR-Vj, -
CD3 and -CD4 antibodies) and Abcam (rabbit anti-
AAC-11, mouse anti-Ki-67).

Peptides

All peptides were synthesized by Proteogenix
(Strasbourg, France) and guaranteed more than 95%
pure by HPLC and mass spectrometry analysis.
Peptides sequences are the following: RKI16:
ROQIKIWFQNRRMKWKK; RTS53:
ROQIKIWFQNRRMKWKKAKLNAEKLKDFKIRL
QYFARGLQVYIRQLRLALQGKT;

RT39:
RQIKIWFQNRRMKWKKLQYFARGLQVYIRQL
RLALQGGKT;

RT39M:
RQIKIWFQNRRMKWKKLQYFAAGLQVYIRQ
LRLALQGGKT.

Cell treatment and cell death monitoring

Cells were left untreated or treated with 5, 7.5 or 10
uM of RK16, RT39, RT39M or RT53 peptide for 4h
at 37°C. When mentioned, a 1 h pre-incubation step
was performed in the presence of the pan caspase
inhibitor ZVAD-FMK (50 uM) or the necroptosis
inhibitor Necrostatin-1 (50 uM). After incubation,
cells were processed for flow cytometry to assess
cell death. Immunolabelings were performed
according to a standard procedure with a mix of anti-
TCR-VB, -CD3 and -CD4 mAbs. Detection of
apoptotic cells was performed using 7AAD (BD
Biosciences), according to the supplier’s protocol
(Philpott, Turner et al. 1996). Cells were analyzed on
a CytoFlex cytometer (Beckman Coulter) and data
treated with FlowJo software. Necrotic plasma
membrane permeabilization was assessed by
measuring the release of the enzyme lactate
dehydrogenase (LDH) in the culture medium with
the CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity
Assay kit (Promega, Madison, WI).

Three-dimensional (3-D) structure prediction of
RT39 and RT39M peptides
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3-D structure prediction was performed with
QUARK (Xu and Zhang, Proteins, 2012; 80:1715—
1735 and PEP-FOLD (Shen et al., J. Chem. Theory
Comput., 2014, 10 (10), pp 4745-4758). The top
scoring prediction models and the consensus models
predicted by both methods were then investigated
interactively and reported here.

Peptides cellular uptake assessment

Cellular internalization of rhodamine-labelled
peptides was analyzed by flow cytometry. Cells were
incubated in the presence of the peptide (5 uM) in
complete medium for 1 h. Cells were then washed
three times in PBS and incubated with trypsin (1
mg/ml) for 10 min to remove the extracellular
unbound peptides. Finally, cells were suspended in
PBS and kept on ice. Fluorescence intensity of
internalized peptides in live cells was measured by
flow cytometry using BD FACS CANTO II T™M by
acquiring 1x10* cells. Data were analyzed using
FACSDIVA TM software (BD biosciences).

ATP release and HMGBI release

Release of ATP and HMGBI in the culture medium
were assessed with the Enliten ATP Assay kit
(Promega, Madison, WI, USA) or the HMGBI1
ELISA kit (IBL International, Hamburg, Germany),
respectively.

Immunofluorescence

Frozen OCT-embedded CD4* T cell pellet or Sézary
patient skin biopsies were cryo-sectioned and
subjected to staining according to a standard
protocol (Ghazi, Thonnart et al. 2015). Briefly,
frozen sections were fixed in methanol, air-dried,
washed and subjected to a saturation step. Labelings
were then performed with rhodamine-coupled
RK16, RT39 or RT39M peptide, anti-CD3e mAb
(UCHT1; BD Bioscience), anti-PAK1 or anti-
phospho-PAK1 antibody (Sigma-Aldrich) plus
AlexaFluor 488-coupled goat anti-mouse Ig
antibodies or AlexaFluor 594-conjugated goat anti-
rabbit Ig antibodies (Life Technologies). After
washes, slices were mounted in DAPI Fluoromount-
G (Southern Biotech) and analyzed on a Leica
DMRB microscope. Wild type or transduced HUT78
cells were pre-incubated with the indicated
rhodamine-coupled peptide, subjected to cytospin
(600 rpm for 5 min) and then fixed in 3% PFA.
Labeling were performed as described for frozen-
OCT cryo-sections.

Double sandwich ELISA

Anti-PAK1 antibody was adsorbed overnight at 4°C
on a high-binding 96-wells microplate. The next day,
wells were washed 3 times with PBS, saturated with
PBS/1% BSA for 1 h at 37°C. Recombinant PAK1
in PBS/0.1% Tween-20 was next added to the wells
(21.35 ng/well) and left for 1 h a 37°C. After washes
in PBS, biotinylated peptide RK16, RT39M or RT39

was added for 1 h at 37°C. After washes and
incubation with Neutravidin-HRP (Thermofisher;
1:2000 in PBS/0.1% Tween/1% BSA) for 1 h at
37°C, revelation was performed with 0.4 mg/ml
OPD (o-Phenylenediamine) in 0.05 M Phospho
Citrate Buffer and the colorimetric reaction was
detected at 492 nm using a microplate reader.

Cell lysates, immunoprecipitation and Western
blotting

Purified CD4* T cells or HUT78 cells were lysed in
lysis buffer (50 mM Tris/HCI pH 7.6, 150 mM NacCl,
1% Nonidet-P40, 10 pg/ml leupeptin and aprotinin
and 0.1 mM PMSF) and clarified by centrifugation
at 15 000 g for 15 min at 4°C. For Western blotting,
samples were separated by SDS-PAGE and
transferred onto a nitrocellulose membrane.
Analyses were realized using an anti-AAC-11 or -p-
actin antibody. After incubation with the appropriate
horseradish ~ peroxidase-conjugated  secondary
antibodies (Jackson Immunoresearch), the detection
was performed with an ECL system (Thermo Fisher
Scientific) and an ImageQuant LAS 400 system (GE
Healthcare). Immunoprecipitation was performed on
post-nuclear lysates by addition of 10 pg of antibody
(anti-PAK1 or anti-HA) and incubation for 2 h at
4°C. In some settings, HUT78 were treated with 5
uM of peptides prior to cell lysis. Proteins/antibody
complexes were then collected with Protein G
Sepharose beads (Sigma) (1h30 at 4°C) and
processed for SDS-PAGE and Western blotting.

Lentiviral transduction

Lentiviral particles were produced in HEK293 with
the helper plasmids pLvVSVg and pLvPack (Sigma)
plus a lentiviral plasmid. shRNAs against PAK1
originate from lentiviral plasmids MISSION
pLKO.1-puro (Sigma, NM_002576 containing the
sequence
CCGGCCCTAAACCATGGTTCTAAACCTCGA
GGTTTAGAACCATGGTTTAGGGTTTTTTG).
shSCR (SHCO16-1EA, Sigma) contains the
sequence
CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTCG
AGTTGGTGCTCTTCATCTTGTTGTTTTTG.
PAK1 cDNA (a generous gift from Dr Céline
Dermardirossian, TSRI, La Jolla, CA) was cloned
into the pLVXIRES-ZsGreen lentiviral vector
(Clontech) with a Ha-tag. Lentiviral infection of
target cells was done as previously described (Jagot-
Lacoussiere, Faye et al. 2015).

Xenograft mouse model

Animal experiments were approved by The
University Board  Ethics Committee  for
Experimental Animal Studies (#2303.01). Eight-
week-old female NOD-SCID-gamma (NSG) mice
were bred and housed under pathogen-free
conditions at our animal facility (IUH, Saint Louis
Hospital, Paris, France). HUT78 Sézary cell line
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(10°) was injected subcutaneously and tumor growth
was followed. When the tumors reached
approximately 100 mm?, mice were randomized in
groups of 7 and peptide treatment started. It
consisted in a daily intra-peritoneal (i.p) injection of
normal saline (NT), RK16, RT39 or RT39M peptide
(5 mg/kg). Tumor volume was measured each day
and calculated as length x width?/2.

Histological analysis

Mice subcutaneous tumors or organs (lung, liver and
spleen) were fixed in 4% neutral buffered formalin
and embedded in paraffin. Sections (4 mm) were
stained with hematoxylin eosin (H&E) and subjected
to microscopic analysis and image recording.
Necrosis and whole tumor areas were measured
using ImagelJ software. Histological analysis was
performed at the HistIM facility of Cochin Institute
(Paris, France). Slides were imaged using a Lamina
multilabel slide scanner (Perkin Elmer).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using a Mann
Whitney or Student ¢ test. P values of less than 0.05
were considered statistically significant. For
immunoblots, protein bands intensity was quantified
using Image Quant TL software (GE Healthcare) and
the protein of interest/loading control ratio
calculated for each sample. Data were then
expressed as mean + SD.

Results

The AAC-11-derived peptide RT39 exhibits cytotoxic
properties against HUT78 Sézary cell line

Previous studies have established that the inhibition
of AAC-11 interaction with its binding partners
resulted in an increased susceptibility of tumor cells
to apoptosis(Rigou, Piddubnyak et al. 2009). In
addition, a peptide spanning the complete heptad
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leucine repeat region of AAC-11 (residues 363-399)
linked to the cell-penetrating sequence (CPP)
penetratin (RT53 peptide) was shown to induce
cancer cell death in vitro and to inhibit melanoma
tumor growth in a xenograft mouse model(Jagot-
Lacoussiere, Kotula et al. 2016). To develop shorter
AAC-11-derived peptides that are cytotoxic toward
tumor cells, peptides representing subregions of the
heptad leucine repeat portion of AAC-11 were
synthesized and conjugated to penetratin. This
strategy allowed us to identify a peptide
encompassing amino-acids 377-399 of AAC-11
(RT39 peptide) that exhibited as potent cytotoxic
effect as RT53 toward the Sézary cell line HUT78
(Figure 1A). Penetratin peptide alone (herein called
RK16) did not induce cancer cell death,
demonstrating that the direct killing ability of RT39
depends on the specific AAC-11 sequence. While
investigating the residues requirement for the
cytotoxic activity of RT39, we discovered that
replacing arginine 22 (RT39 numbering,
corresponding to arginine 382 of AAC-11) by an
alanine (RT39M peptide) totally abrogated RT39
killing ability (Figure 1A). Of note, both peptides
showed comparable cellular uptake (Figure 1B),
indicating that RT39M lack of cytotoxicity was not
a result of altered penetration properties. Moreover,
in silico predictions suggest that RT39 and RT39M
could adopt a relatively similar extended helical
structure (Figure 1C), indicating that the substitution
of arginine 22 by an alanine in RT39M did not affect
the peptide structure but rather seemed to enhance its
helicity. This is in line with previous observations
indicating that alanine substitutions usually have a
minimal effect on the overall secondary structure of
the investigated protein or peptide(Morrison and
Weiss 2001). Therefore, our results indicate that
arginine 22 of RT39 is critically required for the
cytotoxic activity of the peptide.
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Figure 1: RT39 induces HUT78 Sézary cells death. (A) HUT78 cells were incubated with increasing concentrations of RK16, RT53, RT39
or RT39M peptide for 4 h at 37°C. Cell viability was estimated by lactate dehydrogenase (LDH) release from cells into the culture medium.
The obtained values were normalized to those of the maximum LDH released (completely lysed) control. Data are means+s.e.m. (n=3). (B)
Cellular uptake of RT39 and RT39M. HUT78 cells were incubated with 5 pM of Rhodamine-labelled RT39 or RT39M for 1 h in complete
medium. Cells were then washed with PBS, incubated in trypsin-EDTA solution (0.01% trypsin) at 37°C for 10 min, resuspended in PBS and
analyzed by flow cytometry. (C) Structural analysis of RT39 and RT39M. The regions corresponding to the penetratin moiety and the portion

of the heptad leucine repeat of AAC-11 are in orange and magenta, respectively.

RT39 peptide promotes the specific depletion of
Sézary patients’ malignant T cell clone

We next examined the anti-tumor effect of RT39 on
Sézary patients’ peripheral blood mononuclear cells
(PBMC; n=4). Penetratine alone (RK16) and the
inactive point mutant RT39M peptides were used as
negative controls. In our experimental cell death
assay setting, 3 groups of cells were followed: 1) the
malignant T-cell clone, identified by its TCR-Vf

lowest concentration tested of RT39 (5uM).
Remarkably, no cell death was detected in the non-
tumoral CD4" and non-T cells subsets even at the
highest concentration tested, indicating that RT39
exhibits selective cytotoxicity toward tumor cells.
As observed for HUT78 cells, depletion of the tumor
clone was dependent on AAC-11 peptide sequence
as no cell death was observed in the presence of
RK16 control peptide (Figure 2A). Noteworthy, pre-

incubation of the freshly-isolated Sézary cells with
the pan-caspase inhibitor ZVAD-FMK or the
necroptosis inhibitor Necrostatin-1 failed to prevent
Sézary cells killing induced by RT39 (Figure 2B).
Similar data were obtained using the HUT78 cell line
(data not shown). Therefore, our results indicate that
RT39 can selectively kill primary Sézary cells while
sparing the non-malignant cells via a caspase-
independent and necroptosis-unrelated cell death

rearrangement (CD3"CD4*VB* cells), ii) the non-
malignant CD4" T-cells (CD3"CD4"Vf- cells), and
iii) the non T-cells (CD3" cells). As shown on Figure
2A, the exposure of Sézary patients’ PBMC to
increasing concentrations of RT39, but not of RK16
or RT39M, resulted in a dose-dependent and specific
death of the malignant CD4"* T-cells, as measured by
7AAD incorporation. In contrast to the malignant
cell line HUT78 (see Figure 1A), significant death of

freshly isolated Sézary cells is obtained with the mechanism.
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b
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Figure 2: RT39 selectively induces primary Sézary cells death through a caspase-independent and necroptosis-independent
mechanism. (A) Sézary patients’ PBMC were incubated with increasing concentrations of RK16, RT39 or RT39M peptide for 4 h at 37°C.
After immunolabeling with anti-TCRVB-FITC, -CD4-PE, -CD3-PE-Cy7 mAbs and 7-AAD, cells were analyzed by flow cytometry. Shown is
the mean percentage + SD of 7-AAD" apoptotic cells within the non-T cells, the malignant and non-malignant CD4" T-cells from experiments
performed on 4 patients. (B) Sézary patients’ PBMC were either left untreated or pre-incubated for 1 h at 37°C with the pan-caspase inhibitor
ZVAD-FMK or the necroptosis inhibitor Necrostatin-1. The cells were then incubated with increasing concentrations of RT39 for 4 h at 37°C.
Cell death was analyzed as in (A). Given are the mean + SD of the % of dead malignant T cells of all patients tested (n=4). (C-D) RT39 peptide
shows a plasma membrane-like distribution in Sézary malignant cells but not in normal CD4" T cells. (C) CD4" T cells were purified from
healthy donors or Sézary patients’ blood, pelleted and embedded in OCT. Stainings were performed using rhodamine-coupled RK16 or RT39
peptide, anti-CD3 mAb plus Alexa 488-conjugated goat anti-mouse Ig antibodies and DAPI. Original magnification x20. (D) Cryo-sections
from Sézary patient skin biopsy were prepared and processed as in (C). Original magnification x20
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RT39-mediated Sézary cells death results from a
membranolytic mechanism

We next sought to investigate RT39 antitumor
mechanisms of action. The rapid 7-AAD
incorporation and LDH leakage upon RT39
exposure observed in Figures 1A and 2A suggests
that Sézary cells death might be associated with loss
of outer cell membrane integrity, which is a
characteristic feature of necrosis. Consistent with
hypothesis, transmission electron microscopy
analysis revealed that RT39-treated HUT78 Sézary
cells displayed an obvious necrotic phenotype, such
as cytoplasmic swelling and plasma membrane
disruption, without any morphological signs of
nuclear apoptosis (Figure S1). Furthermore, in line
with the absence of toxicity toward non-malignant
CD4* T cells observed in Figure 2A, RT39 treatment
did not cause the hemolysis of mouse erythrocytes
(Figure S2), ruling out nonspecific detergent-like
effects on the plasma membrane of Sézary cells. To
understand the lytic action of RT39, we sought to
investigate whether the peptide could target Sézary
cells plasma membrane. Previous data obtained with
the RT53 peptide on melanoma cancer cell lines
suggested that its anti-tumor effect was a
consequence of its retention at the plasma
membrane, leading, due to its membranolytic
amphipathic a-helical structure, to the formation of
pores and subsequent loss of integrity of the
extracellular barrier (Jagot-Lacoussiere, Kotula et al.
2016). To determine whether a similar mechanism
might apply to RT39 in freshly isolated Sézary cells,
cryo-sections of OCT-embedded purified CD4" T
cell pellets from healthy donors or Sézary patients
were stained with rhodamine-conjugated RK16 or
RT39 peptides. As shown in Figure 2C, while RK16
exhibited a rather homogeneous distribution in both
healthy donors and Sézary patients CD4* T cells,
RT39 mainly adopted a punctate and plasma
membrane-associated pattern in Sézary malignant T
cells. However, RT39 cellular distribution in healthy
donors T cells was similar to that of RK16 (Figure
2C). The peculiar distribution of RT39 observed in
Sézary T cells might be indicative of its binding to
specific protein target(s) in tumor cells plasma
membrane. Similar labeling is observed on skin
biopsies obtained from Sézary syndrome patients.
As shown in Figure 2D on a representative patient
skin section, while RK16 appeared diffuse and
evenly distributed in T lymphocytes constituting the
tumor infiltrate, RT39 adopted a punctuate pattern
delineating the T cells edges. Altogether these data
demonstrate that RT39 adopts a similar cellular
distribution pattern in both circulating and cutaneous
tumor T cells, with a plasma membrane-like
association, sustaining the idea of its interaction with
membrane-bound target protein(s) which expression
and/or cellular distribution is associated to a
malignant T cell phenotype. As RT39 exhibits an
amphipathic alpha helix structure that is similar to

that of known membrane-active peptides
(Polyansky, Chugunov et al. 2012) (Figure 1C), our
results suggest that the observed membrane binding
of RT39 could explain its membranolytic properties
on cancer cells.

RT39 and AAC-11 bind to PAKI

To define the molecular basis of RT39 Sézary cells
membranolytic properties, we developed a peptide
pull-down strategy to identify potential ligands for
the peptide. HUT78 cell extracts were incubated
with biotin-labeled RT39 or control (RK16) peptide
and the lysates were precipitated using streptavidin
beads. Mass spectrometry analysis revealed the
presence of p21-activated kinase 1 (PAK1) among
the proteins specifically associated to RT39 but not
with the control peptide (data not shown). A
colorimetric ELISA assay using recombinant PAK1
and biotinylated peptides confirmed that RT39, but
not RK16 or the inactive point mutant RT39M,
directly interacts with PAK1 (Figure 3A). Since the
AAC-11-specific region of RT39 covers part of the
heptad leucine repeat region of AAC-11, a motif
known to be involved in the interactions between
AAC-11 and its molecular partners, we hypothesized
that PAK1 could interact with AAC-11. To evaluate
the AAC-11/PAKI1 interaction in Sézary cells,
lysates of HUT78 cells were subjected to
immunoprecipitation with an anti-PAK1 or isotype
control antibody and the precipitates were examined
for the presence of AAC-11 by immunoblotting. As
a shown in Figure 3B, AAC-11 and PAKI1 were
found to interact at the endogenous level.
Importantly, a mutated AAC-11 protein in which
arginine 382 has been substituted by an alanine,
hence mimicking the mutation introduced in the
RT39M inactive peptide, was unable to interact with
endogenous PAK1 (Figure 3C), confirming that
AAC-11 interacts with PAK1 by means of its heptad
leucine repeat region and that arginine 382 of AAC-
11 is critically involved in this interaction.

Our observation that RT39 directly binds to PAK1
finally prompted use to investigate whether RT39
could interfere with AAC-11 binding to PAK1. For
that purpose, HUT78 cells were exposed to a sub-
toxic (5 uM) dose of RT39 or RT39M for 1 h and the
levels of AAC-11 associated with PAKI1 were
determined by immunoprecipitation. Interestingly,
RT39, but not the inactive point mutant RT39M, was
able to substantially diminish the binding of AAC-
11 with PAK1 (Figure 3D), confirming the ability of
RT39 to penetrate Sézary cells and disrupt the
association of AAC-11 with its molecular partners.
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Figure 3: RT39 and AAC-11 interact with PAK1. (A) Direct binding between RT39 and PAK1. Recombinant PAK1 was added to wells
coated with anti-PAK1 antibody. After washing, the indicated biotinylated peptides were incubated for 1 h at 37°C. Binding of the peptides
was quantified with Neutravidin-HRP. (B) Endogenous interaction between AAC-11 and PAK1. HUT78 cells extracts were subjected to
immunoprecipitation with a control antibody or anti-PAK 1 antibody followed by immunoblotting with anti-AAC-11 or anti-PAK1 antibodies.
(C) Substitution of arginine 382 of AAC-11 by an alanine abrogates AAC-11/PAK1 interaction. Extracts from HUT78 cells expressing the
indicated HA-tagged constructs were either left untreated (lower panel) or subjected to immunoprecipitation with a control antibody or anti-
PAK1 antibody (upper panel) followed by immunoblotting with anti-HA or anti-PAK1 antibodies. (D) RT39 but not RT39M disrupts
endogenous AAC-11/PAK1 interaction. Cell extracts from HUT78 cells exposed or not to the indicated peptides (5puM, 1 h) were either left
untreated (lower panel) or subjected to immunoprecipitation with a control antibody or anti-PAK 1 antibody followed by immunoblotting with
anti-AAC-11 or anti-PAK1 antibodies. Protein bands intensity of the blot was quantified by densitometric analysis to calculate the mean = SD

of the AAC-11/PAKI1 ratio for each IP.

PAK] is constitutively activated and accumulates at
the membrane level of Sézary cells

PAKI is involved in multiple cellular pathways,
including cytoskeleton remodeling and cell motility,
and is known to play a role in survival, proliferation
and invasiveness of cancer cells (Kumar, Sanawar et
al. 2017). Consequently, changes in the levels and
activity of PAK1 are frequently described in human
malignancies (Kumar and Li 2016). To gain insight
into PAK1 expression in Sézary cells, we first
examined its expression level in whole cell extracts
from purified circulating CD4* T cells isolated from
Sézary patients presenting a high blood tumor
burden (over 90% of malignant cells within their
CD4* T cell population; n=7). As shown in Figure
4A, western blot analysis showed higher expression
levels of PAKI1 in Sézary cells as compared with
CD4* T lymphocytes isolated from the blood of
healthy donors. Indeed, although PAK1 expression
in malignant T cells varied among patients, a

significant increase in PAKI1 expression in the
Sézary patient’s group was observed over the control
group, demonstrating an up-regulation of PAKI
expression in Sézary patients’ malignant CD4" T
cells. PAK1 exists in the cytoplasm in homodimeric
trans-inhibited conformation but can be activated by
recruitment to the membrane (Lei, Lu et al. 2000,
Bokoch 2003). PAK1 activation is accompanied by
phosphorylation events catalyzed by signaling
molecules such as PDKI, Akt or PAKI itself
(Bokoch 2003, Molli, Li et al. 2009).
Immunofluorescence labeling of OCT-embedded
purified peripheral blood CD4* T cell pellets from
healthy donors or Sézary patients were performed
and revealed a substantial increase of PAK1 and
phospho-PAKI1 location at the plasma membrane
level in patient cells as compared to healthy donors
CD4" T cells (Figure 4C). Thus, PAK1 expression
appeared up-regulated in Sézary T cells, this
increased expression being correlated with an
accumulation of activated PAKI1 at the cell
membrane level.
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Figure 4: Active phospho-PAK1 is expressed at the membrane level of Sézary cells. (A) Total cell lysates prepared from sorted circulating
CD4* T cells from Sézary patients (n=7) or healthy donors (n=5) were separated by SDS-PAGE and immunoblotted using anti-PAK1 and anti-
_I-actin antibodies (left panel). Protein bands intensity was quantified by densitometric analysis to calculate the mean + SD of the PAK1/L -
actin ratio for each group (right panel; *** p=0.0002) (B) Membrane fractions prepared from sorted circulating CD4* T cells from Sézary
patients (n=6) or healthy donors (n=5) were separated by SDS-PAGE and immunoblotted using anti-phospho-PAK1 (S199/204), -PAK1 and
-CD3[] antibodies (upper panel). Protein bands intensity was quantified by densitometric analysis to calculate the mean + SD of the phospho-
PAK1/PAKU1 ratio for each group (lower panel; ***p = 0.001). (C) CD4* T cells were purified from healthy donors or Sézary patients’ blood,
pelleted and embedded in OCT. Immunolabelings were performed using anti-PAK1, -phospho-PAK1 and -CD3[1 antibodies. Nuclei were

stained with DAPI. Original magnification x20.

PAKI mediates RT39 binding to Sézary cells
membrane and is critical for its membranolytic
action

Our observation indicating that RT39 can interact
with PAK1 (Figures 3A and 3D), together with the
increased membrane-associated PAKI1 in Sézary
cells (Figure 4B and C), strongly suggests that the
interaction of RT39 with PAK1 might drive the
retention of RT39 at the plasma membrane of Sézary
cells, allowing its subsequent membranolytic effect.
To test this hypothesis, we first evaluated whether
RT39 could colocalize with PAK1 in Sézary cells.
Staining with rhodamine-coupled RT39 peptide and
anti-PAK1 or anti-phospho-PAK1 antibody were
performed on purified CD4" T cell pellets from
healthy donors or from Sézary patients using
rhodamine-coupled RT39 peptide and anti-PAK1 or
anti-phospho-PAK1 antibody. As shown in Figure
5A, low fluorescence intensity levels of PAKI,
phospho-PAK1 and RT39 were found to co-localize
in healthy donors’ cells, whereas similar but much
brighter overlapping signals were detected in Sézary
cells, suggesting PAK1 up-regulated expression and
activation, and consequent higher RT39 binding and
accumulation, in the tumor cells. Note that no
RT39M accumulation was detected in both healthy

donors’ or Sézary patients’ cells, as expected from
its inability to bind to PAK1 (data not shown).

We next examined the requirement for PAK1 in
RT39-induced membranolysis by studying the effect
of inhibition of PAK1 by either shRNA knock-down
or by using the selective allosteric inhibitor IPA-3 in
the Sézary cell line HUT78. PAKI1 knockdown in
shRNA-transduced cells was confirmed by western
blot analysis (Figure 5B, right). Furthermore,
immunofluorescence microscopy analysis revealed
that plasma membrane-bound PAK1 was essentially
eliminated in PAK1 shRNA-transduced cells, as
well as RT39 cellular accumulation (Figure 5B, left).
Interestingly, PAK1 knockdown afforded substantial
protection towards RT39-mediated cytotoxicity as
compared with control shRNA-transduced -cells
(Figure 5C).

We then explored the impact of an acute inhibition
of PAK1 kinase activity on RT39-induced Sézary
cells death using the PAKI1 enzymatic activity
inhibitor, IPA-3. Of note, since IPA-3 does not
inhibit already activated PAKI, cells were pre-
incubated with IPA-3 for 1 h before addition of
RT39. This preincubation time was sufficient to
deplete pre-activated PAK1 from HUT78 cells
(Figure S3). In contrast with the observed
requirement for PAK 1 expression in RT39-mediated
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cytotoxicity, inhibition of PAKI activation with
IPA-3 did not affect RT39 membranolytic effect
(Figure 5D). Taken together, these data strongly
suggest that the presence of PAK1 at the plasma
membrane, but not its enzymatic activity, is essential
for the selective membranolysis of Sézary cells
induced by RT39. If PAK1 serves as proteinaceous
membrane receptor for RT39, then overexpression
of a plasma membrane-localized PAK1 should
increase the ability of RT39 to induce cytotoxic
injury. To test this hypothesis, we transduced
HUT?78 cells with a lentivector encoding either HA-
tagged wild-type or kinase-dead (K299A) PAKI1
fused to a membrane-targeting KCVIM sequence,
which corresponds to the C-terminal pentapeptide of
the membrane localization sequence of K-Ras(B)
(Huang, Marshall et al. 1993, Hicks, Hartman et al.
2005). Empty constructs or a lentivector encoding
HA-tagged PAKI1 without the KCVIM sequence
were used as controls. Western-blotting analysis of
the transduced cells membrane fractions confirmed
expression and location of PAK1 proteins with the
membrane-targeting sequence, but not PAKI
control, at the cell membrane (Figure 5E, left).
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No toxicity was associated with expression of either
constructs (data not shown). We then incubated the
transduced cells with increasing amounts of RT39 to
determine its cytotoxic effect in the various cellular
settings. As shown in Figure 5E (right), a substantial
increase in LDH release was observed in PAK1-
KCVIM expressing cells compared to that of empty
vector transduced cells. Similar increase in LDH
release was observed in catalytically inactive PAK1
(K299A)-KCVIM  expressing cells, whereas
expression of PAKI1 lacking the membrane-
localization sequence did not result in a noticeable
sensitization to RT39 compared to control cells
(Figure SE, right). Finally, incubation of the
transduced Sézary cells with rhodamine-labeled
RT39 revealed an extensive colocalization of the
peptide with both PAKI1-KCVIM and PAKI
(K299A)-KCVIM at the cell membrane upon
immunostaining with anti-HA antibody (Figure 5F).
Taken together, these data strongly point out PAK1
as a likely proteinaceous receptor for RT39 in the
context of Sézary cells membrane, establishing an
association that correlates with both the direct
interaction between the two partners observed in
Figure 3A and the selective cytotoxicity of RT39
toward Sézary cells.
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Figure 5: Involvement of PAK1 in RT39-mediated cytotoxicity. (A) CD4" T cells were purified from healthy donors or Sézary patients’
blood, pelleted and embedded in OCT. Stainings were performed using rhodamine-coupled RK16, RT39 or RT39M peptide and either anti-
PAKI1 or -phospho-PAK1 (S199/204) Ab plus Alexa 488-conjugated goat anti-rabbit Ig antibodies and DAPI. Original magnification x20. (B)
HUT78 cells were either left untreated (parents) or infected with lentivirus- PAK1-shRNA or scramble-shRNA (SCR). PAK1 expression level
in each cell line was assessed by immunoblotting (right panel). Cells were then exposed to 2.5 uM of thodamine-coupled RT39 for 1 h at 37°C,
fixed in Triton X-100 and immunolabeled with anti-PAK1 antibody plus Alexa 488-conjugated goat anti-rabbit Ig antibodies and DAPI.
Original magnification x20. (C) Untreated HUT78 or cells infected with lentivirus PAK1-shRNA or SCR-shRNA were incubated with
increasing concentrations of RT39 for 1 h at 37°C. Cell viability was estimated by lactate dehydrogenase (LDH) release in the culture medium.
The obtained values were normalized to those of the maximum LDH released (completely lysed) control. Data are meansts.e.m. of 3
experiments. (D) HUT78 cells were exposed to increasing concentrations of RT39 for 1 h at 37°C in the presence or absence of the PAK1
inhibitor IPA-3 (50 uM). Cell viability was estimated as in (C). Data are means=s.e.m. of 3 experiments. (E) Total or membrane fractions of
HUT78 cells transduced with the indicated constructs were analyzed by western blotting using the indicated antibodies (left panel). Cells
transduced with the indicated constructs were either left untreated (NT) or exposed to increasing concentrations of RT39 for 1 h at 37°C. Cell
viability was estimated as in (D). Data are meansts.e.m. of 3 independent experiments. (F) HUT78 cells transduced with the indicated
constructs were exposed to 2.5 uM of rhodamine-coupled RT39 for 1 h at 37°C, fixed in Triton X-100 and immunolabeled with anti-HA mAb
or anti-CD3 mAb plus Alexa 488-conjugated goat anti-mouse Ig antibodies and DAPI. Original magnification x20.

RT39 peptide reduces tumor growth in a xenograft minutes after i.p. injection and remained detectable
murine model of Sézary syndrome for at least 2 hours, indicating a good plasma
We next assessed the in vivo antitumor activity of exposure (Figure S5). Combined, these observations
RT39. Preliminary analysis of RT39 toxicity indicate that RT39 possess a favorable safety profile
demonstrated: i) no detectable in vitro hemolytic and excellent stability in vivo.

activity at concentrations up to 30 uM (Figure S2), We then examined the antitumor activity of RT39 in
il) no major weight loss (Figure S4) or behavior a Sézary syndrome xenograft model established by
modification of mice upon repeated or single i.p. subcutaneous injection of HUT78 cells into
injection at doses up 30 mg/kg and 60 mgkg, NOD/SCID gamma mice. After tumor engraftment
respectively, iii) no outward signs of toxicity on all and growth, mice were injected daily with normal
major organs, including kidney, liver, heart, lung and saline (NT) or 5 mg/kg body weight of RT39 or
spleen with either treatment schedule (data not RT39M peptides. As shown in Figure 6A, treatment
shown) and iv) no formation of anti-peptide with RT39 induced significant tumor growth
antibodies despite sustained administration (Figure inhibition as compared to control mice, with
S4). Finally, the determination of RT39 peptide approximate tumor growth reduction of 70% (p <
pharmacokinetic properties in mice showed that 0.002). In contrast, RT39M treatment did not affect
maximal plasmatic concentration was reached 10 tumor growth, in agreement with our in vitro results.

Note that, in this xenograft model, we did not detect
any invasion of vital organs by HUT78 cells which
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remained confined to the subcutaneous tumor
(Figure 6B). Immunohistochemical analyses on
paraffin-embedded tumor sections revealed
significantly larger areas of necrotic cellsin RT39-
treated tumors as compared to control or RT39M-
treated tumors (Figure 6C). However, the expression
of Ki-67 as well as the percentage of TUNEL-
positive cells were comparable in the different
groups (not shown). Combined, these results suggest
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that RT39 inhibits tumor growth by inducing tumor
cells necrosis in vivo. Interestingly, in another
xenograft model, in which HUT78 cells are injected
intravenously, treatment with RT39 allows the
elimination of the tumoral clone in the bloodstream
(Figure S6).

P<0,05*

RT39M RT39

Figure 6: In vivo anti-tumor effect of RT39 in a subcutaneous xenograft model of Sézary syndrome (A) NSG mice were engrafted
subcutaneously with HUT78 Sézary cells. Treatment started after randomization when tumors were visible and consisted in daily
intraperitoneal injection of RT39 or RT39M (5 mg/kg; n=7 per group). Tumor volume was measured at the indicated days. Data represent
tumor volumes for each group as means + SD. (B) Cryo-sections of OCT-embedded subcutaneous tumor, lung, liver, and spleen from control
mice were stained with an anti-CD3e mAb plus Alexa 488-conjugated secondary antibodies. Original magnification x20. (C) Representative
images of hematoxylin and eosin stained sections of tumors from mice treated with RT39, RT39M or normal saline (left panel). Quantification
of necrotic area from hematoxylin and eosin sections. Data are means+s.e.m. of 6 tumors (right panel).

Discussion

Here we performed pre-clinical experiments to
validate AAC-11-derived peptides as innovative
therapeutic drugs for patients with Sézary syndrome,
an aggressive and leukemic form of cutaneous T cell
lymphoma. AAC-11 interacts with several
apoptosis-related proteins and this complex-forming
ability, probably favored by its elongated 3D
structure (Han, Kim et al. 2012), appears to be
essential for AAC-11 to fulfill its anti-apoptotic or
pro-metastatic functions

(Van den Berghe, Laurell et al. 2000, Ahel, Horejsi
et al. 2009, Rigou, Piddubnyak et al. 2009, Song,
Kim et al. 2015). We have previously shown that
inhibiting interactions between AAC-11 and its
partners drastically increased the susceptibility of
cancer cells to drug-induced apoptosis (Rigou,
Piddubnyak et al. 2009). Moreover, a cell
penetrating peptide (peptide RT53) comprising the
whole heptad leucine repeat region of AAC-11
(residues 363-399), which functions as a protein—
protein interaction module, fused at it N-terminus to
the penetratine sequence was shown to induce cancer
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cell death in vitro and to prevent tumor growth in
melanoma mouse models (Jagot-Lacoussiere,
Kotula et al. 2016). The heptad leucine repeat region
of AAC-11 is encoded by two exons (exons 9 and
10). As exons often to structure or function units in
proteins (Go 1981, Traut 1988), we hypothesized
that RT53 peptide anti-cancer activity might be
carried by either exon 9 or exon 10 of 4AC-11,
allowing to shorten the AAC-11 specific domain of
RT53. Previous data from our group and others
indicated that mutation of two exon 10-encoded
leucine residues within the heptad leucine repeat
region of AAC-11 (positions 384 and 391) or of the
corresponding leucines in RT53, abrogated AAC-11
anti-apoptotic  functions or RT53 anti-tumor
activity(Tewari, Yu et al. 1997, Rigou, Piddubnyak
et al. 2009, Jagot-Lacoussiere, Kotula et al. 2016),
respectively. We therefore design a peptide, RT39,
consisting of AAC-11 residues 377-399, encoded by
exon 10, fused to the penetratin sequence and
evaluated its anticancer properties in the context of
Sézary syndrome.

Our in vivo and in vivo data established that RT39
exerts an efficient and specific anti-tumor activity
towards circulating Sézary syndrome patients’
malignant T cell clone, with no damage to the other
immune cell populations. Interestingly, RT39-
mediated tumor depletion did not occur through a
regulated apoptotic or necroptotic pathway, but
rather via a direct pronecrotic pathway that appears
to be dependent on RT39 binding to PAK1 at the
level of Sézary cell plasma membrane.

PAKI is a major downstream effector of the
Rho-GTPases Cdc42 and Rac that has been shown
to play major roles in cytoskeletal remolding, cell
motility and cell proliferation and to be frequently
overexpressed and hyperactivated in a number of
human cancers (Kumar, Gururaj et al. 2006). Active
PAKI is known to negatively regulate tumor cells
apoptosis, including chemotherapeutic agents-
mediated cell death and to promote cancer cell
invasion and metastasis (Deacon, Mistry et al. 2003,
Dummler, Ohshiro et al. 2009). Functional study
have also implicated PAK1 in cell transformation
(Vadlamudi, Adam et al. 2000, Wang, Zhang et al.
2006), suggesting that PAK1 might contribute to
tumorigenesis. We provide here the first evidence
that PAK1 is over-expressed and constitutively
activated in primary Sézary malignant cells where it
consequently presented a plasma membrane-
associated location. Our results are in line with that
of Wang et al. who observed high PAK1 expression
levels in PBMC and skin biopsies from mycosis
fungoides (MF) patients, the most common
cutaneous T cell lymphoma (CTCL) subtype (Wang,
Gu et al. 2018). In this study, PAKI silencing in
HUT78 Sézary cell line was found to both induce
spontaneous apoptosis as well as cell cycle inhibition
through a PUMA/p21 axis, whereas PAKI
overexpression had the opposite effects (Wang, Gu

et al. 2018). PAK1 overexpression has also been
associated with lymph nodes invasion in the context
of breast cancer (Ong, Jubb et al. 2011). As Sézary
malignant cells can accumulate in lymph nodes and
PAKI1 is known to promote CD4* T cell trafficking
through the expression of the lymph nodes homing
molecules CCR7 and L-selectin (Dios-Esponera,
Melis et al. 2019), PAK1 overexpression in Sézary
cells might therefore play an important role in the
disease onset and progression. However, the
functional significance and the mechanism of
aberrant PAK1 expression, activation and location in
Sézary cells, as well as the biological function of the
herein identified PAK1/AAC-11 interaction in the
context of the Sézary syndrome, remain to be
determined.

The activity of cytolytic peptides is
dependent on several of their biophysical properties,
such as their secondary structure, amphiphaticity,
hydrophobicity and overall net charge. In silico
predictions indicate that RT39 adopts an extended
helical structure with the possible formation of an
aromatic/hydrophobic  face  compatible  with
membrane interaction, similar to that of other know
membranolytic peptides (Papo and Shai 2005). It is
therefore likely that binding of RT39 to PAKI in
Sézary cells membrane increases its local
concentration, resulting in pore formation and
subsequent  necrosis. Such  mode-of-action,
highlightening a crucial role for membrane-bound
PAKI in RT39 membranolytic action, is supported
by our data demonstrating that: i) RT39 directly
interacts with PAKI1 in vitro, ii) RT39 and active
phosphorylated PAK1 co-localized at the level of
Sézary cell membranes, iii) downregulation of
PAKI1 expression abrogates RT39 membranolytic
action and iv) cells expressing a form of PAKI
forced to associate with the plasma membrane
become more susceptible to RT39 cytotoxicity.
whereas expression of a form of PAK1 that does not
contain a membrane-targeting sequence has little to
no effect on RT39-induced membranolysis. These
results strongly support a critical role for PAK1 in
RT39-mediated cytotoxicity and provide important
insights into how the peptide engages Sézary cells.
Importantly, PAKI1 is strongly expressed at the cell
membrane level of peripheral blood Sézary CD4* T
cells as compared to circulating nonmalignant CD4*
T cells. Therefore, our data shed light on the
mechanism whereby RT39 exhibits cancer cells-
specificity.

The activity of cytolytic peptides is dependent on
several of their biophysical properties, such as their
secondary structure, amphiphaticity, hydrophobicity
and overall net charge. In silico predictions indicate
that RT39 adopts an extended helical structure with
the possible formation of an aromatic/hydrophobic
face compatible with membrane interaction, similar
to that of other know membronolytic peptides (Papo
and Shai 2005). It is therefore likely that binding of
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RT39 to PAKI1 in Sézary cells membrane increases
its local concentration, resulting in pore formation
and subsequent necrosis. Of note, the catalytic action
of PAK1 does not seem to be required for RT39-
mediated cytotoxicity as membrane expression of a
catalytically inactive PAKI produced a similar
sensitization to the peptide cytotoxicity to that of
wild-type PAK1 and a PAKI synthetic inhibitor
failed to prevent RT39-induced Sézary cells
membranolysis. This observation is in line with a
peptide only-mediated permeabilization of the
Sézary cells membrane that is mostly driven by its
interaction with PAKI1. However, the three-
dimensional structure of PAK1-bound RT39 in the
context of the plasma membrane will be required to
assess if the peptide retains its membrane active
structure in such setting, thus validating this
hypothesis.

Having demonstrated the in vivo efficacy of
RT39 in depleting specifically Sézary syndrome
malignant cells while sparing non-tumor cells, we
further evaluated its activity as a single anti-tumor
agent in a Sézary xenograft mouse model.
Importantly, RT39 demonstrated favorable drug-like
properties, including absence of immunogenicity,
negligible toxicity and excellent stability in vivo.
Moreover, treatment of NSG mice implanted with
HUT78 cells with RT39 resulted in a strong
inhibition of tumor growth. Analyses of tumors from
treated animals demonstrated increased necrosis in
RT39-exposed mice compared to control animals.
These data are reminiscent to that obtained with the
parental RT53 peptide when using melanoma mouse
models, and strongly suggest that the observed in
vivo antitumor effect of RT39 could be mediated
through membranolysis of the tumor cells.

Supplemental data.

NT RK16

In summary, we report here the identification and
characterization of a novel AAC-11-derived peptide,
RT39, which potently induces specific Sézary cell
depletion in vivo in Sézary patients’ circulating cells,
and in vivo in a sub-cutaneous xenograft mouse
model, through an apparently unique mechanism.
From a therapeutic viewpoint, RT39 possesses
highly desirable properties as it distinguishes
malignant Sézary cells from normal immune cells
and, unlike antibody-based immunotherapies, its
mode-of-action is fully independent of the cellular
immunity that is heavily deficient at advanced stages
of the disease. Along with RT39 safety profile in
vivo, these experimental results lead us to consider
RT39 as a potential therapeutic agent for Sézary
syndrome disease.
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Figure S1: Ultrastructural analysis of RT39-treated HUT78 cells. HUT78 were either left untreated or exposed to 10 uM of RT39 for 1 h.
Cells were then analyzed by transmission electron microscopy following osmium tetroxide staining
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Figure S2: RT39 peptide does not induce hemolysis in vitro. Mice red blood cells were incubated with 30 uM of RT39 peptide. Released
hemoglobin was detected by densitometry at 540 nm. Hemoglobin release by cells treated with 1% Triton X-100 was used as 100% lysis
control.
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Figure S3: Effect of IPA-3 on PAK1 Ser199/Ser204 phosphorylation. HUT78 cells were incubated with the PAK1 inhibitor IPA-3 (50 uM)
for the indicated times. Total lysates were analyzed by western blotting using the indicated antibodies.
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Figure S4: RT39 exhibits no toxicity or immunogenicity in mouse. (A) Female nude mice were exposed to either single i.p. administration
of increasing doses of RT39 ranging from 15 to 60 mg/kg (left panel) or daily i.p. administration of increasing doses of RT39 ranging from 5
to 30 mg/kg for 5 consecutive days (underlined; right panel). Mice weight was followed daily and animals finally sacrificed 14 days after the
last injection. (B) Male FVB/N mice were i.p. injected with 125 pg of RT39 daily for 5 weeks. Immunoglobulin levels in blood samples were
quantified before treatment and at the end of the procedure by ELISA.
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Figure S5: Quantification of RT39 plasmatic concentration after i.p. injection into mice. Groups of 3 mice were i.p. injected with 1 mg/kg
of RT39 in normal saline. At the indicated time, mice were sacrificed and the plasmatic concentration of RT39 was estimated by LC-MS/MS

as described in “Supplemental methods”.
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Figure S6. In vivo anti-tumor effect of RT39 in a subcutaneous xenograft model of Sézary syndrome. Syndrome. NSG mice were
engrafted intravenously with HUT78 Sézary cells. Treatment started the day after the graft and consisted in daily intraperitoneal injection of
RT39 or RT39M for 21 days (5 mg/kg; n=7 per group). Collection of blood samples was performed by submandibular bleeding at days 0, 3
and 22 after engraftment (100pl/mouse). After red cells lysis and labelling with an anti-CD3-FITC, samples were analyzed by flow cytometry.

Data are represented as as % of circulating HUT78 cells.

Supplemental methods

Electronic microscopy

Samples were fixed in 3% glutaraldehyde in PBS for
1 h, washed, post-fixed with 1% osmium tetroxide in
PBS and then gradually dehydrated in 70, 90 and
100% ethanol. After 10 min in a 1:2 mixture of
epoxy propane and epoxy resin and 10 min in epon,
samples were embedded in epoxy resin and
polymerized at 60°C for 24 h. After polymerisation,
ultrathin sections of 90 nm were cut with an ultra-
microtome (Reichert ultracut S), stained with uranyl
acetate and Reynold’s lead and observed with a
transmission electron microscope (JEOL 1011).
Acquisition was performed with a Gatan Orius 1000
CCD camera.

Hemolysis assay
Mice blood was centrifuged at 2000 rpm for 10 min.
Red blood cell pellets were washed five times with

PBS and resuspended in normal saline. For each
assay, 1 x 107 red blood cells were incubated with or
without peptide (30 uM) at 37°C for 1h. The samples

were centrifuged at 4500 rpm for 5 min and the
absorbance of the supernatant was measured at 540
nm. To determine the percentage of lysis,
absorbance readings were normalized to lysis with
1% Triton X-100.

Assessment of acute and sub-acute toxicity in mice.
Two groups of 3 nude mice were exposed to single
i.p. administration of increasing doses of RT39
ranging from 15 to 60 mg/kg in normal saline (acute
toxicity), daily i.p. administration of increasing
doses of RT39 ranging from 5 to 30 mg/kg in normal
saline for 5 consecutive days (subacute toxicity), or
normal saline alone. For each treatment schedule, the
following parameters were monitored up to 14 days
after the last administration: mortality, gross
necropsy, weight change and signs of toxicity. At the
end of the treatment, blood was collected and
analyzed for cell count using an automated
hematology analyzer (MedoniCA620, Stockholm,
Sweden).
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Immunogenicity assay

Male FVB/N mice were immunized with 125 pg of
RT39 daily for 5 weeks. Blood samples were
collected before and 5 weeks after the first
immunization, and whole IgG levels assessed using
a mouse IgG ELISA Kit (Abcam).

Determination of RT39 blood concentration by
liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) after i.p. injection into
mice.

Groups of 3 mice were i.p. injected with either
normal saline or 1mg/kg of RT39 peptide. At the
indicated times, mice were sacrificed and blood was
collected for K3 EDTA-plasma preparation.
Samples were extracted by acetonitrile protein
precipitation and injected into a LCMS-8030 Triple
Quadrupole  Liquid  Chromatograph = Mass
Spectrometer (Shimadzu). The peptide exhibited a
molecular ion at m/z 715.9. Peptide levels were
determined relative to a calibration curve.

Intravenous Sézary xenograft model.

5.10° HUT78 cells were injected intravenously (i.v)
to 7-8 weeks old NSG mice (n=7/group). Treatments
(RT39M or RT39 at Smg/kg i.p for 21 days) were
initiated 6h after engraftment. Mice general health
condition was assesed (weight, hair, blood analysis,
behavior) daily. The experiment ended when mice
were found dead or sacrificed for ethics reasons.
Blood was taken at days 0, 3 and 22 after
engraftment submandibularly. After labeling with a
human anti-CD3 coupled to FITC (lpg/ml)
[Beckman Coulter], red blood cells lysis (Optilyse
C) [Beckman Coulter] and washings, samples were
analyzed by flow cytometry [CytoFLEX system,
Beckman Coulter].
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2) Mise au point d’'un modeéle PDX du Syndrome de Sézary et validation de I'effet anti-tumoral de RT39

Afin de mieux prédire un éventuel effet thérapeutique du peptide RT39 chez I’humain, nous avons également
développé un nouveau modeéle murin de SS, reproduisant plus fidelement les caractéristiques de la maladie. Ce
modele est basé sur I'injection de cellules mononuclées de sang périphérique de patients présentant une forte
charge tumorale, en présence des cytokines nécessaires a leur prolifération (IL-2 et IL-7). Les cellules T tumorales
envahissent le sang et la peau et provoquent des symptomes cutanés comparables a ceux observés chez
I’'humain, avec prolifération des kératinocytes dans I'épiderme. Il s’agit du premier modeéle présentant une
composante cutanée en I'absence de métastases dans les organes vitaux. Ce modele pré-clinique représente un
outil de grande valeur pour I'évaluation de composés thérapeutiques, ainsi que pour la compréhension de la
physiopathologie du SS, notamment concernant la migration des cellules tumorales entre la peau et le sang, et

a fait I'objet d’un dépot de brevet dont je suis co-inventrice (dépdt de brevet N° EP 19 18 441).

Nous avons ensuite testé le potentiel thérapeutique du peptide RT39 sur ce nouveau modele, plus proche de la
véritable pathologie. D’apres les résultats obtenus, les souris traitées par RT39 retrouvent un aspect cutané
normal (désépaississement de I'épiderme). Cela suggére que le peptide, injecté par voie intrapéritonéale, est
capable d’infiltrer le derme des souris pour y éliminer les lymphocytes T malins, permettant la guérison

progressive des souris.

Ces travaux ont fait I’objet d’un second article (communication courte), actuellement en préparation (ARTICLE 4
« Generation of a Sézary patient-derived xenograft mouse model with cutaneous involvement and its use in

pre-clinical therapeutic studies », Habault et al.).
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Cutaneous T cell lymphoma (CTCL) are a heterogenous class of non-Hodgkin’s lymphomas
characterized by the clonal proliferation of neoplastic T cells. The two main forms are mycosis fungoides (MF),
where the tumor T cells remain confined to the skin, and Sézary syndrome (SS), where tumor cells show cutaneous
but also blood location, this leukemic presentation leading to severe immunosuppression at advanced stages and
to consequently poor prognosis. Although currently available treatments allow control of early stages MF, there
is still no cure for advanced stages MF and SS*. Over the last decades, efforts have been made to better understand
the pathophysiology of CTCL but also to develop new therapeutic agents. However, progresses in both axes have
been hampered by the lack of suitable animal models. Indeed, the various models described so far essentially used
non-CTCL or CTCL cell lines rather than patients’ derived cells, often led to the development of tumor at the
point of injection (e.g. sub-cutaneous or intra-hepatic) with no dissemination of the tumor cells in the skin and/or
occurrence of metastases, or alternatively require complex genetically engineered models, features that do not
correspond to the spectra of patients’ disease progression or genetic background??3. In an attempt to obtain a
CTCL mouse model that encompasses cutaneous and/or blood involvement, we thought to use Sézary patients’
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) as source of tumor cells, and NOD-SCID-gamma (NSG) mice as
recipients, based on the model of PBMC-humanized mice!*. To limit the possible occurrence of graft versus host
disease (GVHD) reaction, only PBMC from patients presenting a high circulating tumor burden were used for
engraftment (PBMC T cell content given in Supplemental Table 1). A mixture of IL2 and IL7 (400 1U and 60 ng
per mouse, respectively) was also added at the time of cells injection and then once a week during the entire course
of the experiment as i) abnormal expression of CD25 and/or IL7-receptor was often found associated to CTCL 1516
and ii) these cytokines previously allowed us to select and generate T cell lines from SS patients’ circulating
malignant T cell clone!"%8, Cells and cytokines were injected intravenously (i.v.). Mice were monitored daily for
potential weight loss, occurrence of abnormal posture or behavior, and cutaneous changes/deterioration. Three
sets of experiments were first conducted using PBMC from distinct SS patients (Exp. 1-3; n=3/experiment). Out
of 9 engrafted mice, 8 showed skin disorders 34 to 50 days post-engraftment that mimic CTCL presentation
(patch/plaque, transformed-like or erythrodermic appearance; supplemental Figure 1A). One animal developed
GVHD symptoms before presenting cutaneous disorders (see experiments summary in supplemental Table 2).
Analysis of skin sections by hematoxylin and eosin (H&E) staining clearly revealed a tremendous modification of
the skin architecture of the engrafted mice compared to untreated animals, with the detection of multilayers of
keratinocytes characteristic of epidermis thickening, and of dermal cellular infiltrates, two main features
encountered in CTCL (Figure 1A, supplemental Figure 2). Further analyses performed by immuno-staining for
detection of human CD3 and KIR3DL2 receptor (previously identified as a reliable malignant T cell marker!%2%)
confirmed the presence of double positive cells in the dermis, underneath the epidermis (Figure 1B). Flow
cytometry analysis of the lymphocytes extracted from engrafted mice skin sections established unambiguously
that the vast majority of the cutaneous KIR3DL2* CD4* T cells shared the same TCR-Vb rearrangement that the
patient original circulating malignant T cell clone (Figure 1C). Human CD4* T cells were also detected in the mice
blood stream during the course of the experiment (e.g. in Figure 1C). However, variations in the % of circulating
CDA4* T cells, as well as in the % of circulating tumor cells, were observed from one animal to another in the same
experimental group, but also from one experiment to another (see supplemental Table 2). Importantly, no sign of
metastases within non-lymphoid organs, such as liver or kidney, was detected (supplemental Figure 1B) while
spleen enlargement was observed (n=7/8; supplemental Figure 1C) that correlates with the presence of T cell
infiltrates containing scarce malignant T cells (supplemental Figure 1D). Altogether these
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data demonstrated that our experimental design led to the generation of mice presenting blood and cutaneous
involvement, with the occurrence of a low rate of adverse effects requiring early mice sacrifice.

We next aimed to validate our model as a useful tool for in vivo validation of potential therapeutic agents.
We tested the ability of a peptide (herein called RT39), identified as the minimal stretch of amino-acids of the pro-
oncogenic anti-apoptosis clone 11 protein required for interaction with its binding partners, to promote malignant
Sézary cell depletion. Indeed, we previously demonstrated that this peptide was able to specifically target and
eliminate Sézary patients’ circulating malignant T cell clone in vivo while sparing other immune cells?%. After
engraftment and development of cutaneous disorders (Day 55), mice were randomized in groups of 6 and either
left untreated or treated every two days with RT39 peptide or with its inactive mutated version devoid of cytotoxic
activity RT39M?2! (5 mg/kg; Exp. 4). After 65 days of treatment (Day 120), RT39 anti-tumor efficiency was readily
detectable through visual examination of the skin (Figure 2A, supplemental Figure 3), and further confirmed by
IHC (Figure 2B) and immuno-staining (Figure 2C). Thus, untreated and RT39M-treated mice experienced a
worthening of their epidermis thickness (quantification in Figure 2D), with no obvious clearance of the dermal
infiltrating malignant T cells. In contrast, the RT39-treated group showed an epidermis structure that tends toward
normal, associated to a strong reduction of the CD3* CD4* KIR3DL2* tumor cell infiltrates in the dermis.
Unfortunately, less than 2% of circulating T cells were detected in all groups at the experiment end point preventing
evaluation of the peptide efficacy on the blood tumor burden. Nevertheless, we demonstrated that our mouse model
allowed conducting long-term assays of therapeutic compounds with no occurrence of severe adverse effects
requiring premature mice sacrifice.

In summary, we successfully generate a Sézary patient derived xenograft mouse model that showed
cutaneous involvement, an observation that has never been achieved in previously described CTCL models. Our
model essentially relies on 3 essential features, namely i) the use of patients’ PBMC with high tumor burden, ii) a
weekly supply of IL2 and IL7 cytokines, and iii) i.v. engraftment. While skin disorders were observed in all sets
of experiment, detection of circulating malignant cells showed higher inter- and intra-experiment variation.
However, one has to mention that the engrafted mice had to be sacrificed 3 to 4 months post-engraftment because
of heavy skin deterioration leading to high level of animal discomfort, possibly hampering evaluation of malignant
cells migration from skin to blood, an event symptomatic of late stage disease. Nevertheless, in our model, i.v.
injected malignant cells present the ability to migrate and infiltrate the dermis without leading to the development
of metastases in vital organs. Consequently, the engrafted mice present a lifetime allowing long-term anti-tumor
assays, as exemplified here with RT39 peptide. Such model might therefore represent a valuable tool to be included
in pre-clinical proof-of-concept assays, but also bring the opportunity to better understand the pathophysiology of
CTCL, especially with regard to malignant cells trafficking between blood and skin.
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Figure 1: Main skin features of the CTCL PDX mouse model. The study was approved by the institutional ethics committee (Saint Louis
Hospital, Paris) and performed using PBMC isolated from blood collected after obtaining patients’ written informed consent. (A) Hematoxylin-
eosin staining was performed on skin sections from control (not engrafted) mouse (left) and 80 days after engraftment with Sézary patient
PBMC (right). Scale bar = 200um. (B) Skin sections from control (upper panel) and engrafted (lower panel) mice were subjected to immuno-
fluorescence labeling using anti-KIR3DL2 (clone 12B11) and anti-human CD3 (UCHTL1) antibodies plus AlexaFluor488 (green) and
AlexaFluor594 (red) coupled secondary reagent. Slices were mounted using a Dapi-containing mounting medium (blue). Scale bar = 50 um.
(C) Flow cytometric analysis of the tumor T cell clone following mice engraftment. Sézary patient PBMC (left panels) and lymphocytes
recovered either in the blood (middle panels) or after collagenase extraction of a skin fragment (right panels) of a representative engrafted
mouse were labeled with a mix of anti-human CD45, CD3, CD4 and

TCR-Vb antibodies. Following successive gating of total lymphocytes (CD3*CD45 cells) and CD4* T cells, the patient original malignant T
cell clone was identified through its TCR-Vb13.1 rearrangement.
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Figure 2: Use of the CTCL PDX mouse model as a tool for pre-clinical assays. After engraftment and appearance of cutaneous
manifestations (55 days post-injection), mice were randomly separated in 3 groups (n=6 each) and either left untreated (no peptide) or treated
with RT39 or RT39M peptide. Skin biopsies were collected before (Day 55) and at the end of treatment (Day 120). (A) Visual evaluation of
cutaneous disorders before and after peptide treatment. Shown are data from one representative mouse from each group. (B) Immuno-histo-
chemical analysis of skin sections. Labelings were performed using an anti-human CD3 mADb, allowing observation of the epidermis thickness
and of dermal T cell infiltrates. Shown are representative data obtained on one mouse from each group. (C) Analysis of the presence of the
malignant T cell clone by immunofluorescence using human CD3 and KIR3DL2 as tumor T cell markers. Shown are representative data
obtained on one mouse from each group. After H&E staining of skin sections, the epidermis thickness was measured (7 points of measurement
on 3 mice from each group). Similar analysis was realized on control/not engrafted mice (NE; n=3). Statistical analysis was performed using
a Mann-Whitney t test. **P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.0001.
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Supplemental data.
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Figure S1. Main organs characteristics encountered in Sézary PDX mice. (A) Visual evaluation of the different types of cutaneous disorders
observed post-engraftment? (B) Absence of metastases development in non-lymphoid organs. (C) Spleen enlargement (n=7/8). (D)
Immunofluorescence analysis of a representative enlarged spleen showing the presence of numerous CD3+ T cells but only few malignant
KIR3DL2+ cells.
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Figure S2. H&E coloration of skin biopsies from human and mouse. Cryosections were prepared from skin fragments of a healthy donor
(A), Sézary patient (B), untreated NSG mouse (C) or NSG mouse engrafted with Sézary patient PBMC (D) and subjected to H&E coloration.

D55

RT39

RT39

NT

RT39M

Figure S3. Visual evaluation of cutaneous disorders before and after peptide treatment. After engraftment and appearance of cutaneous
manifestations (55 days post-injection), mice were randomly separated in 3 groups (n=6 each) and either left untreated (no peptide) or treated
with RT39 or RT39M peptide. Skin biopsies were collected before (Day 55) and at the end of treatment (Day 120). Here are shown whole
body of mice from Figure 2a.
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Il. Effet anti-tumoral du peptide RT39 dans les leucémies aigiies

En paralléle de ces expériences réalisées dans le contexte du SS, nous avons voulu évaluer le potentiel anti-
tumoral du peptide RT39 dans le contexte des leucémies aiglies, majoritairement les LAMs, mais aussi les LAL
(Leucémies Aiglies Lymphoblastiques), en collaboration avec I’équipe du Pr. H. Dombret (EA3518), spécialiste du
domaine. D’apres les résultats préliminaires, RT39 semble capable d’éliminer spécifiquement les cellules
leucémiques in vitro et in vivo (profils mutationnels variés). De plus, il semble que RT39 soit capable d’éliminer
les cellules souches cancéreuses, mais pas les cellules souches non-cancéreuses, un résultat, s’il se confirme,
particulierement intéressant puisque que se sont ces cellules qui sont responsables des rechutes chez la plupart
des patients. Enfin, nos données indiquent qu’il existe une corrélation importante entre expression membranaire
de la protéine PAK1 et sensibilité des cellules aux peptides. In vivo, RT39 posséde une forte activité anti-
leucémique, a la fois dans des modéles de xénogreffe (NB4, OCI-AML3) et dans le modéle syngénique de LAP.

Ces résultats sont présentés ci-dessous (ARTICLE 5 en préparation, dont je serai co-premiere-autrice).

1) Activité cytotoxique de RT39 in vitro et ex vivo

Dans un premier temps, nous avons voulu évaluer I'effet anti-leucémique du peptide RT39 in vitro, sur un large
panel de lignées cellulaires leucémiques. Pour cela, nous avons utilisé différentes lignées, présentant des profils
mutationnels variés : des lignées cellulaires de LAM (OCI-AML3, KG1, NB4, NOMO-1, HL-60, K562, KASUMI) et de
LAL (JURKAT, TOM-1, RS4-11). D’apres les résultats obtenus, RT39 (mais pas RT39M) posséde une forte activité
cytotoxique vis-a-vis de toutes ces lignées cellulaires, avec une sensibilité [égerement plus faible pour les lignées
de LAL. Les valeurs d’IC50 (concentration inhibitrice médiane) varient de 3.39uM pour les cellules OCI-AML3 a

24.91uM pour les cellules RS4-11 (Figure 1).

0Cl AML3 3.39
NB4 3.86

®
ka1 4.16 § 100 NB4 - Non-treated
NOMO-1 4.18 = 774 RT-39M

= E=1 RT-39
K562 6.55 =

=
HL-60 7.68 = 50
KASUMIL 8.16 §
JURKAT 6.94 §
TOM-1 7.50 ES 0--.. 21

S .8

RS411 24.91

Figure 1. In vitro RT39 cytotoxic activity. Cells were incubated with increasing concentrations of RT39 for 4 h at 37°C. Cell viability was
estimated by lactate dehydrogenase (LDH) release from cells into the culture medium. The obtained values were normalized to those of the
maximum LDH released (completely lysed) control. Data are meansts.e.m. (n=3). (Left) RT39 IC50 for all tested cell lines. (Right) One
representative exemple.
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Nous avons ensuite examiné |'effet anti-tumoral de RT39 sur des cellules primaires issues de patients atteints de

LAM ou de LAL, ainsi que de donneurs sains. Un traitement court (90min) suffit a induire la mort des cellules

tumorales traitées par RT39 a 10uM, tandis que RT39M a un effet négligeable sur leur viabilité. Chez les donneurs

sains, les peptides présentent une toxicité négligeable (Figure 2).
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Figure 2. Ex vivo RT39 cytotoxic activity. (Left) CD34+ cells from healthy donors were exposed to RT39 and RT39M overnight at 15uM
and cell death (PI+) was detected by flow cytometry. (Right) Primary AML and ALL samples were exposed 1h30 to RT39 RT39M 1h30 at
10uM and cell viability (P1-) was detected by flow cytometry. **p<0.005.

Enfin, nous avons voulu savoir si le peptide RT39 était capable d’éliminer efficacement les cellules initiatrices de

la leucémie. Pour se faire, nous avons traité des blastes dérivés de la moélle osseuse de patients, et nous avons

évalué leur capacité a former des colonies. Afin de tester la spécificité de RT39 vis-a-vis des cellules souches

cancéreuses, nous avons également isolé des progéniteurs hématopoiétiques (CD34+) de donneurs sains, et

évalué leur capacité a former des colonies aprés traitement. D’aprés les résultats, RT39 inhibe de maniere

significative la croissance des colonies issues des blastes leucémiques, tandis qu’il n’a pas d’effet sur les cellules

normales (Figure 3).
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Figure 3. Colony forming cell assay after RT39 treatment. CD34+ cells from LAL patients or healthy donors were exposed to RT39 or left
untreated (UT) overnight and seeded in methylcellulose and cytokines for 14 days (n=2). Colony formation was numbered in triplicate.
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2) Etude du mécanisme d’action du peptide RT39

Nous avons ensuite étudié le mécanisme d’action de RT39 vis-a-vis des cellules leucémiques, sur la base des
résultats obtenus dans le contexte du SS. En particulier, nous avons voulu vérifier si RT39 induisait une
membranolyse des cellules leucémiques, dépendante de I'expression de la protéine PAK1 au niveau
membranaire. Dans un premier temps, nous avons étudié la mort cellulaire induite par le peptide. Comme dans
le SS, il s’agit d’'une mort cellulaire rapide, associée a un relargage de protéines intracellulaires comme la LDH,
témoin de la perte d’intégrité de la membrane plasmique caractéristique d’'une nécrose. En microscopie
électronique a transmission, les cellules leucémiques traitées par le peptide présentent un phénotype clairement
nécrotique, avec gonflement du cytoplasme et rupture de la membrane plasmique, et ce, en I'labsence de signes
morphologique d’apoptose nucléaire (Figure 4). De plus, des expériences en cours d’analyse semblent indiquer
que I'addition d’inhibiteurs de nécroptose (nécrostatine-1) ou de caspases (zVAD-fmk) n’affecte pas la mort
cellulaire induite par RT39 dans les tests de cytotoxicité cellulaire, ce qui va dans le sens d’'une mort cellulaire

non-régulée.

RS4-11

OCI-AML3

Figure 4. Morphology of leukemic cells after RT39 treatment. Observation by electron microscopy of RS4-11 and OCI-AML3 treated 1h
with RT39 (7.5uM) or left untreated (NT) (x1500). In the lower panel (x10 000), arrows indicate pores formed across the plasma membrane.

Dans le SS, nous avons démontré que le peptide agissait, au moins en partie, par liaison directe a la protéine
PAK1 surexprimée au niveau de la membrane plasmique des cellules tumorales, provoquant une membranolyse
spécifique de ces cellules. Dans le contexte des leucémies aigiies, la protéine PAK1 a déja été identifiée comme
étant une cible potentielle. Son expression dans la LAM est en effet associée a un mauvais pronostic (Pandolfi et

al., 2015). D’autre part, PAK1 a récemment été identifiée comme étant une molécule effectrice agissant en aval
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de la protéine HLX (H2.0-like homeobox), surexprimée dans les progéniteurs leucémiques (Kawahara et al.,
2012). Enfin, l'inhibition de PAK1 par ARN interférence ou par des petites molécules inhibitrices induit une
différenciation et une apoptose des cellules LAM (Pandolfi et al., 2015). Tous ces éléments nous permettent de
penser que RT39 agit la encore via une interaction avec PAK1 au niveau de la membrane des cellules tumorales.
Des expériences sont actuellement en cours afin de valider cette hypothese. Nous avons d’ores et déja obtenu

plusieurs résultats encourageants.

Ainsi, nos expériences indiquent que le niveau d’expression de la protéine PAK1 a la membrane des cellules

leucémiques est corrélé a leur sensibilité au peptide (lignées cellulaires et cellules de patients) (Figure 5).
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Figure 5. Correlation curve between PAK1 outer plasma membrane leaflet expression and RT39 sensitivity in leukemia cells. (Upper
panel) Quantification of the membrane form of PAK in 14 LAM and LAL cell lines was performed by flow cytometry (exclusion of Pl+
cells) and correlated to their sensitivity to RT39 treatment (10uM). (Lower panel) Quantification of the membrane form of PAK1 in 7 AML
and ALL patients samples was performed by flow cytometry (exclusion of Pl+ cells) and correlated to their sensitivity to RT39 treatment
(10uM).

De plus, les premiéres expériences d’immunoprécipitation semblent confirmer ce qui avait été observé dans le
SS : PAK1 interagit avec la forme endogene d’AAC-11 dans différentes lignées cellulaires leucémiques (NB4, OCI-
AML3, NOMO-1), et cette interaction peut étre bloquée par I'ajout du peptide RT39 qui agit comme inhibiteur

compétitif (Figure 6).
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Figure 6. Endogenous interaction between AAC-11 and PAK1. (Left) AML cells extracts were subjected to immunoprecipitation with a
control antibody or anti-PAK1 antibody followed by immunoblotting with anti-AAC-11 antibody. (Right) RT39 but not RT39M disrupts
endogenous AAC-11/PAKTL interaction. Cell extracts from AML cells exposed or not to the indicated peptides (5uM, 1 h) were subjected to
immunoprecipitation with an anti-PAK1 antibody followed by immunoblotting with anti-AAC-11 antibody.

134




RESULTATS, CHAPITRE 2

En microscopie a fluorescence, il semble que RT39 s’accumule a la membrane des cellules LAM, et colocalise avec
la forme membranaire active de PAK1 (Figure 7).

RT39-Rho

RT39-Rho

Figure 7. Co-localisation of PAK-1n Phospho-PAK1 and RT39 at the membrane of AML cells. OCI-AML3 were pre-treated for 1h with
a sublethal dose of RT39-Rhodamine (1uM) then subjected to cytospin. Immunolabelings were performed using anti-PAK1 and -phospho-
PAK?1 antibodies. Nuclei were stained with DAPI. Original magnification x20.

% LDH cells

Pour finir, la surexpression de PAK1 a la membrane de cellules résistantes a la cytotoxicité induite par RT39 (RS4-

11) sensibilise ces cellules au traitement, tandis que la dérégulation de PAK1 dans des cellules tres sensibles (OCI-

AML3) par shRNA, les rend beaucoup plus résistantes (Figure 8).
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Figure 8. Effet of PAK1 expression level on RT39-induced cell death. (Left) RS4-11 cells infected with lentivirus control or PAK1-KCVIM.
Transduced cells were then left untreated (UT) or incubated with increasing concentrations of RT39 for 1 h at 37°C. Cell viability was estimated
by lactate dehydrogenase (LDH) release in the culture medium. The obtained values were normalized to those of the maximum LDH released
(completely lysed) control. (Right) OCI-AMLS3 cells were infected with lentivirus PAK1-shRNA or SCR-shRNA. Transduced cells were then
left untreated (UT) or incubated with increasing concentrations of RT39 for 1 h at 37°C. Cell viability was estimated by lactate dehydrogenase

(LDH) release in the culture medium.

Tous ces résultats préliminaires vont dans le sens de ce qui avait été observé dans le contexte du SS. D’autres
expériences restent encore a réaliser afin de valider le mécanisme d’action dans les leucémies aigies, mais il

semblerait que PAK1 joue la encore un réle important pour I’effet membranolytique de RT39 vis-a-vis des cellules

tumorales.
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3) Activité anti-tumorale de RT39 dans différents modéles murins de leucémie aigiie myéloide

Nous avons ensuite évalué I'activité anti-tumorale de RT39 in vivo, dans trois modeles différents. Le premier
modele consiste en I'injection sous-cutanée de cellules NB4-LR1 (lignée cellulaire de LAP) dans des souris NSG.
Ces cellules, dérivées de la lignée promyélocytaire NB4, se caractérisent par leur résistante a la différenciation
induite par les rétinoides, ce qui fait de ce modele murin un modéle pré-clinique pertinent compte tenu de
I'importance de I’ATRA dans le traitement des LAP. Apres apparition de la tumeur, les souris ont été traitées
quotidiennement par voie intrapéritonéale avec une solution saline (NT) ou 5mg/kg de peptide RT39. D’apres les
résultats obtenus, le traitement par RT39 induit une réduction significative de la croissance tumorale, comparé

aux souris contrdles, avec une réduction de la croissance tumorale d’environ 55% (p < 0.005) (Figure 9).
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Figure 9. In vivo anti-tumor effect of RT39 in a subcutaneous xenograft model of LAP. NSG mice were engrafted subcutaneously with 1
million NB4-LR1 cells. Treatment started after randomization when tumors were visible and consisted of daily intraperitoneal injection of
saline solution or RT39 (5 mg/kg; n=7 per group). Tumor volume was measured at the indicated days. Data represent tumor volumes for each
group as means + SD.

Le second modele consiste en I'injection par voie intraveineuse de cellules OCI-AML3, une lignée cellulaire de
LAM mutée dans le gene NPM1, dans des souris NSG. Ce modéle, bien qu’immunodéficient, possede des
caractéristiques proches de la pathologie clinique, avec présence de blastes leucémiques CD45+ dans le sang et
la moélle osseuse (Figure 10b). A partir du jour suivant la greffe, les souris sont traitées quotidiennement pendant
3 semaines par voie intrapéritonéale avec une solution saline (NT) ou 5mg/kg de peptides RT39 ou RT39M.
D’apreés les résultats obtenus, le traitement par RT39 induit une augmentation significative de la survie des souris,
puisque la moitié des souris survivent au moins deux fois plus longtemps que les souris contrdles (***p<0.001)

(Figure 10a).
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Figure 10. In vivo anti-tumor effect of RT39 in an intravenous xenograft model of LAM. (a) Flow cytometry analysis for the research of
hCD45+ cells in the blood after engraftment, to confirm the engraftment success. (b) 1x10° OCI/AMLS3 cells were injected intravenously in
NSG recipient mice. One day later, the mice were injected intraperitoneally every day for 3 weeks either with saline solution or the peptides

RT39 or RT39M at 5mg/kg (n=6). The mice were sacrificed in accordance with the experimental protocol or when they became moribund or
unable to obtain food or water or if they lost >20% of their body weight.

Enfin, le troisieme modeéle correspond au modele pré-clinique LAP décrit dans le 1¢" chapitre de ma partie
résultats, a savoir un modeéle de transplantation de blastes murins (PML-RARa) dans des souris FVB/N et mimant
les symptdmes et les réponses aux traitements observés chez les patients LAP. Pour rappel, dans ce modele,
100% des souris transplantées (10* blasts) succombent a la maladie, entre 28 et 35 jours aprés la greffe. D’aprés

nos résultats, le traitement par RT39 (3 semaines consécutives de traitement quotidien a une dose de 5mg/kg)

permet d’améliorer significativement la survie des souris (Figure 11).
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Figure 11. In vivo anti-tumor effect of RT39 in a syngeneic mouse model of LAP. 10* APL blasts were inoculated intravenously (i.v.) into

FVB/N mice at day zero. Mice were either left untreated (n=6) or injected i.p. with RT39M or RT39 (5 mg/kg in normal saline) at day 10 daily
day for 3 weeks (n=6). Survival curves were analyzed with the Mantel-Cox test.
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CHAPITRE 3 : Optimisation des peptides LZDPs dérivés d’AAC-11

Pour finir, nous avons découvert et caractérisé une nouvelle séquence de pénétration cellulaire correspondant
a une portion de la protéine Acinus, un partenaire bien connu d’AAC-11. Cette séquence, appelée hAP10, ainsi
gu’une séquence dérivée nommée hAP10DR sont plus courtes que la plupart des séquences de pénétration
connues. Par ailleurs, elles sont au moins aussi efficaces en termes de capacité de translocation, et ce, en
I’'absence de toxicité et d'immunogénicité. D’aprés les études biochimiques réalisées, la voie d’internalisation
majeure des CPPs hAP10 et hAP10DR semble étre la micropinocytose. lls sont tous deux capables de transporter
des molécules de haut poids moléculaire, comme en attestent les résultats obtenus aprés couplage avec la GFP.
La séquence de ces nouveaux CPPs a fait I'objet d’un dépot de brevet dont je suis co-inventrice (dépot de brevet

n°19 315 060.4).

Dans la seconde partie de cette étude, nous avons congu des peptides « seconde génération » associant les
séquences hAP10 et hAP10DR aux résidus 377-399 du domaine LZ d’AAC-11 (séquence correspondant a la
portion active de RT39), et nommés respectivement RT33 et RT33DR. Ces nouveaux peptides conservent les
propriétés anti-tumorales des LZDPs de référence (avec une toxicité vis-a-vis des cellules saines in vitro et in vivo
négligeable). RT33 et RT33DR comportant 6 résidus de moins que RT39, leur colt de synthese est fortement

réduit. Il s’agit évidemment d’un critére primordial dans le cadre d’un développement clinique.

Ces résultats ont fait 'objet de la rédaction d’un article scientifique, qui sera soumis trés prochainement a une
revue pour publication (ARTICLE 6 « Efficient therapeutic delivery by a novel cell-penetrating peptide derived

from Acinus », Habault et al.).
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Abstract

In this study, we have identified a novel cell-penetrating sequence, termed hAP10, from the C-terminus of the
human protein Acinus. hAP10 was able to efficiently enter various normal and cancerous cells, likely through an
endocytosis pathway, and to deliver an EGFP cargo to the cell interior. Cell penetration of a peptide, hAP10DR,
derived from hAP10 by mutation of an aspartic acid residue to an arginine was dramatically increased.
Interestingly, a peptide containing a portion of the heptad leucine repeat region domain of the survival protein
AAC-11 (residues 377-399) fused to either hAP10 or hAP10DR was able to induce tumor cells, but not normal
cells, death in vitro and to inhibit tumor growth in vivo in a sub-cutaneous xenograft mouse model for the Sézary
syndrome. Combined, our results indicate that hAP10 and hAP10DR may represent promising vehicles for in vitro

or in vivo delivery of bioactive cargos, with potential use in clinical settings.

Introduction

Cell-penetrating peptides (CPPs) are a class of short
(less than 30 residues), cationic and/or amphipathic
peptides which has been extensively shown to be
capable of translocating though various biological
membranes via direct penetration and/or endocytosis
[1-4]. Over the past few years, CPPs have received
significant attention as delivery agents for a wide
range of cargos such as proteins, peptides, DNAs,
siRNAs, nanoparticles and small chemical
compounds both in vitro and in vivo [5-9].
Applications include both fundamental biology, such
as transport of fluorescent or radioactive agents for
imaging purposes, stem cell manipulation and
reprogramming and gene editing [10-14], as well as
preclinical and clinical trials to investigate medical
applications of CPP-derived therapeutics against
various diseases, including heart disease, stroke,
cancer, and pain (see [5] for review). Most of the
CPPs in use today are pathogen-derived or synthetic
entities and therefore feature potential risk of
immunogenicity and cytotoxicity, especially when
conjugated to a protein or nanoparticle, restricting
their use for biomedical applications [15, 16].
Moreover, many described CPPs exhibit low
delivery efficiency. Consequently, the development

of novel human-originated CPPs with a high
transduction efficiency is of great interest. In this
study, we have identified and characterized a novel
cell-penetrating sequence, termed hAP10, from the
C-terminus of the human protein Acinus and
evaluated its potential as cargo protein carrier. A
peptide derived from hAP10 by mutation of an
aspartic acid residue to an arginine, called
hAP10DR, was also developed and its penetrating
properties explored. Finally, the antitumor effect of
hAP10 or hAPI10DR conjugation with the protein-
protein interaction domain of the survival protein
AAC-11 was investigated in vitro and in vivo in a
sub-cutaneous xenograft mouse model for the Sézary
syndrome.

Results

Acinus contains a CPP-like sequence

In exploring the sequence of Acinus (Apoptotic
chromatin condensation inducer in the nucleus), a
nuclear protein involved in in RNA processing and
apoptotic DNA fragmentation [17-22], we noticed
an arginine rich region located in the C-terminus that
presents significant similarities with the sequence of
the TAT CPP (residues 1177-1186 of Acinus-L,
Figure 1A). Analysis of this 10 residues sequence,
hereafter called hAP10, using the CellPPD in silico
tool [23] confirmed that hAP10 could indeed possess
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CPP properties (Figure 1A). Cationic CPPs have a
net positive charge at physiological pH, mostly
derived from arginine and lysine residues in their
sequence, which drives their cell-penetrating
properties [5]. hAP10 is highly cationic with six
arginine and one lysine residues. As it contains one
aspartic acid at its center, and because replacing
negative charged residues with positively charged
residues can increase penetrating activity of cationic
CPPs [24], we hypothesized that substitution of
hAP10 aspartic acid to an arginine (hAP10DR)
could potentially increase its penetrating properties.
Indeed, as shown in Figure 1A, CellPPD analysis
resulted in a higher SVM score for hAP10DR
compared to hAP10. Secondary structure of CPPs
are important for their membrane interaction and it
has been shown that peptides with an a-helical

region can internalize more efficiently than their
random-coiled counterparts [25]. Secondary and
three-dimensional structure predictions carried out
with the well-established PSIPRED and I-TASSER
servers [26, 27] suggested an essentially helical
structure for both hAP10 and hAP10DR, with an
helical content of 70% and 80%, respectively (Figure
1B). Energy maps revealed slightly different
favorable hydrogen donor and acceptor regions and
steric fields around the peptides (Figure 1B). As
these observations suggest that hAP10 and
hAP10DR could represent novel CPPs, both
peptides were selected for experimental validation
and further analysis of their in vitro and in vivo cargo
delivery properties.

a
Peptide designation Sequence SVM Score
hAP10 RSRSRDRRRK 1.09
hAP10DR RSRSRRRRRK 1.56
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Figure 1 Sequence and structural prediction of the investigated peptides. (A) Name, amino-acid sequences and support vector machine (SVM)
score of the potential CPPs. The SVM-based method, which uses binary profile of the peptide, was used for the SVM score prediction. (B)
Top: Structural prediction of hAP10 and hAp10DR. Bottom: Energy maps of hAP10 and hAP10DR. Coloring is the following: hydrogen donor
favorable (yellow), hydrogen acceptor favorable (blue) and steric favorable (green).

Cellular uptake of hAP10 and hAP10DR. The
translocation efficacy of FITC-labeled hAP10 and
hAP10DR was first assessed by flow cytometry
analysis and compared to that of the widely used
CPPs penetratin and TAT. Cellular uptake was
analyzed after 60 min incubation of HUT78 Sézary
cells and stringent washing followed by incubation
with trypsin to remove the extracellular membrane-
associated peptides [3]. Both hAP10 and hAP10DR

were efficiently internalized into HUT78 cells.
hAP10 displayed similar uptake efficiency to that of
penetratin (Figure 2A). hAP10DR however, showed
a higher uptake and was internalized approximately
twice as more efficiently than its wild type
counterpart and about 50% more than TAT (Figure
2A), indicating that replacement of the negatively
charged aspartic acid with the positively charged
arginine drastically favored the CPP capacities of the
peptide. Similar data were obtained using U20S and
C8161 cancer cells (not shown). Interestingly,
hAP10 and hAP10DR were able to permeate into
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non-cancerous cells, such as human B lymphocytes
(Figure 2B). We next examined the cellular
distribution of hAP10 and hAP10DR using
fluorescent microscopy imaging. U20S cells were
treated with FITC-labeled hAP10 and hAP10DR or
the control peptides penetratin and TAT and the cells
were imaged using live microscopy imaging. We
chose to perform these experiments on live cells to
avoid fixation artefacts that can arise when studying
transduction of arginine-rich peptides [3]. As shown
in Figure 2C, both hAP10 and hAP10DR as well as
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the control peptides adopted both a diffuse and
punctuate fluorescence distribution throughout the
cells, confirming that the peptides were indeed
internalised and not merely adsorbed at the cell
surface. In agreement with the cytometry profiles,
the intracellular fluorescence intensity of the
hA10DR peptide was much higher to that of hAP10
and control peptides penetratin and TAT, confirming
the superior transduction efficacy of the mutated
version of the peptide.

2500 -
2000 -

1500 -

1000 -
0 A T . .

Penetratin  TAT hAP10 hAP10DR

Mean fluorescence intensity
(a.u.)

Penetratin-FITC TAT-FITC

hAP10-FITC

hAP10DR-FITC

Figure 2 Cellular uptake of hAP10 and hAP10DR. (A) HUT78 cells were incubated with 5 uM of FITC-labelled hAP10 and hAP10DR or
penetratin and TAT as controls for 1 h in complete medium. Cells were then washed with PBS, incubated in trypsin-EDTA solution (0.01%
trypsin) at 37°C for 10 min, resuspended in PBS and subjected to flow cytometry (right). Left: Bar diagram representing the uptake of the
FITC-labelled peptides as mean cellular fluorescence from the flow cytometry analysis of live cells positive for FITC. Data are means+s.e.m.
(n=3). (B) Fluorescence quantification of FITC-labelled hAP10 and hAP10DR uptaken in human B lymphocytes. Cells were incubated with 5
UM of FITC-labelled hAP10 and hAP10DR or penetratin and TAT as controls for 1 h in complete medium, washed with PBS and the
fluorescence of the cell lysis measured as described in Material and Methods. Data are meanszs.e.m. (n=3). (C) Intracellular distribution of
FITC-labelled hAP10 and hAP10DR in U20S cells. U20S cells grown on coverslips were incubated with 5 uM of FITC-labelled hAP10 and
hAP10DR or penetratin and TAT as controls for 1 h in complete medium, washed trice with PBS and live cells were imaged using fluorescence
microscopy. All images were acquired using the same light intensity and microscope settings to permit direct comparison between the peptides.

Cellular uptake mechanism of hAP10 and
hAP10DR. Although the precise mechanisms by
which CPPs enter the cells are still under debate,
they fall into two broad categories: direct
translocation and endocytosis [5]. To gain insight

into the transduction process of hAP10 and
hAPI0ODR, we investigated the effect of heparin,
temperature and well-established endocytosis
inhibitors on the cellular uptake of hAP10 and
hAPI10DR. As shown in Figure 3, cellular uptake of
both hAP10 and hAP10DR into C8161 cells was
greatly decreased in the presence of heparin sulfate,
indicating that the peptides penetrate the membrane
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via heparin sulfate proteoglycan (HSPG)-mediated
pathway(s). Similar data were obtained using U20S
cells (not shown). We next tested whether the
cellular internalization of hAP10 and hAP10DR was
mediated by an energy-dependent process. As
endocytosis is form of active transport, requiring
energy, lowering the temperature is expected to
inhibit endocytic processes but not energy-
independent processes such as direct penetration. As
shown in Figure 3, cellular uptake of hAP10 and
hAP10DR was substantially decrease when exposed
cells were incubated at 4°C as compared to 37°C.
Similar results were observed following energy
depletion by sodium azide (Figure 3). Combined,
these data indicate that hAP10 and hAP10DR are
internalized into cells through an energy-dependent
endocytosis mechanism. We next evaluated the

precise cell entry pathway of hAP10 and hAP10DR
by using various inhibitors of known endocytic

pathways. Pre-treatment  of  cells  with
chlorpromazine (CPZ), a known inhibitor of
clathrin-mediated  endocytosis, or  methyl-f-

cyclodextrine (MBCD), an inhibitor of lipid raft-
mediated endocytosis, did not significantly reduced
the uptake of hAP10 and hAP10DR (Figure 3).
However, a drastic decrease was observed upon pre-
treatment of the cells with 5-(N-ethyl-isopropyl)
amiloride (EIPA), an inhibitor of micropinocytosis
(Figure 3). Together, these results identify
macropinocytosis as the main pathway for hAP10
and hAP10DR cellular uptake.
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Figure 3 Internalization mechanisms of hAP10 and hAP10DR. C8161 cells pre-incubated at 4°C or with heparin sulfate (20 ug/ml), sodium
azide (0.1%), CPZ (50 uM), MBCD (1 mM) or EIPA (50 uM) for 30 min or left untreated were incubated with 5 uM of FITC-labelled hAP10
and hAP10DR for 1 h in complete medium. Cells were then washed with PBS, detached with trypsin, washed and suspended in PBS, then
subjected to flow cytometry (left). Right: Bar diagram representing the uptake of the FITC-labelled peptides as mean cellular fluorescence
from the flow cytometry analysis of live cells positive for FITC. Data are means+s.e.m. (n=3).

Analysis of cellular toxicity, hemolytic activity
and immunogenicity of hAP10 and hAP10DR.
We then assayed the cytotoxicity effect of hAP10
and hAP10DR on various cell lines. Dose-response
analyses indicate that neither peptide significantly
altered cellular viability at doses up to 30 uM (Figure
4A). Moreover, absence of lactate dehydrogenase
(LDH) activity release in the culture medium
indicated that hAP10 and hAP10DR did not induce
membrane disturbance (Figure 4B). In line with this
observation, neither hAP10 nor hAP10DR exhibited
hemolytic activity (Figure 4C). We next evaluated

the potential immunogenicity of hAP10 and
hAP10DR by measuring the secreted levels of IL-6
upon treatment of RAW 264.7 mouse macrophage
cells with the peptides for 24 h. Whereas the control
bacteria-derived lipopolysaccharide (LPS) elicited a
potent cytokine response, no significant IL-6 release
was detected in the media of RAW 264.7 cells
cultured in the presence of hAP10 or hAP10DR
(Figure 4D). Combined, our data indicate that
hAP10 or hAPI0ODR are essentially not cytotoxic
and non-immunogenic and therefore demonstrate
potential for in vivo applications.
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Figure 4 Lack of toxicity and immunogenicity of hAP10 and hAP10DR. (A) The indicated cells were exposed to increasing concentrations of
hAP10 or hAP10DR for 20 h. Viability was then assessed by an MTT assay. Data are meansts.e.m. (n=3). (B) Necrotic cell death was
monitored by lactate dehydrogenase (LDH) release from cells into the culture medium. The obtained values were normalized to those of the
maximum LDH released (completely lysed) control. Data are means+s.e.m. (n=3). (C) hAP10 and hAP10DR do not induce hemolysis in vitro.
Mice red blood cells were incubated with 30 uM of hAP10 or hAP10DR. Released hemoglobin was detected by densitometry at 540 nm.
Hemoglobin release by cells treated with 1% Triton X-100 was used as 100% lysis control. (D) Levels of IL-6 secretion from RAW 264.7 cells
exposed to 10 pM of hAP10 or hAP10DR or LPS (1pug/ml) for 24 h. Data are meansts.e.m. (n=3).

Intracellular delivery of hAP10- and hAP10DR-
GFP fusion protein. We next evaluated the
potential of hAP10 and hAPIODR to carry a
functional macromolecule into cells. For that
purpose, we generated recombinant fusion proteins
comprising EGFP fused at the N-terminus to hAP10
or hAPIODR or the control CPPs TAT and
penetratin (Figure 5A). The resulting proteins were
then administered to the culture media of U20S cells
and the cells were imaged using live microscopy
imaging. As shown in Figure 5B, a punctate
fluorescence pattern was observed for the fusion

proteins but not for EGFP alone. Interestingly, in line
with the FITC-labeled peptide uptake, hAP10-EGFP
fluorescence was at least comparable to that of TAT-
EGFP or penetratin-EGFP whereas hAP10DR-
EGFP fluorescence was significantly higher. Taken
together, our data indicate that the hAP10 and
mutated sequences possess strong cell penetrating
activities and are at least as effective as the
commonly used TAT and penetratin CPPs at
delivering an EGFP cargo to the cell interior.
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Figure 5 hAP10 and hAP10DR-mediated delivery of a GFP cargo into cells. (A) Electrophoretic analysis of the recombinant GFP derivatives.
Samples (10 pg) of the indicated purified recombinant proteins were resolved by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis followed by
Coomassie Brilliant Blue staining. (B) U20S cells were exposed to the indicated GFP fusion proteins (5 uM) for 1h. Cells were then washed
with PBS and live cells were imaged using fluorescence microscopy. All images were acquired using the same light intensity and microscope

settings to permit direct comparison between the peptides.

Anti-tumoral effect of AAC-11 heptad leucine
repeat-derived peptides. We have previously
reported that a penetrating peptide (peptide RT53)
spanning the heptad leucine repeat region of the
survival protein AAC-11 (residues 363-399) fused to
the CPP penetratin induces cancer cell death in vitro
and inhibits melanoma tumor growth in a xenograft
mouse model [28]. We here hypothesized that a
peptide comprising a smaller portion of the heptad
leucine repeat region of AAC-11 attached to hAP10
or hAP10DR might possess interesting anti-cancer
properties. We therefore tested the anti-tumor effects
of shorter peptides containing AAC-11 residues 377-
399 attached to the C-terminus of hAPI0 or
hAPIODR (RT33 and RT33DR peptides,
respectively). We first assessed the viability of
various cancer or normal cells following exposure to
increasing concentration of RT33 or RT33DR. As
shown in Figure 6A, both peptides inhibited cell
viability in all cancer cells in a dose-dependent
manner, while sparing the normal cells tested. Of
note, RT33DR exhibited substantially higher
anticancer proprieties than RT33, maybe due to the
high cell penetration capacity of its CPP. Neither the
shuttles (Figure 4) nor the AAC-11 specific portion
alone (not shown) decreased cell viability, indicating
that the integrity of the peptides is required for their
anti-tumoral effects. We next sough to investigate
RT33 and RT33DR mechanisms of cancer cell
death. We were especially interested in the response
of HUT78 Sézary cells because effective therapeutic
options for Sézary syndrome, an erythrodermic form
of cutaneous T-Cell lymphoma (CTCL), are scarce

[29]. Pharmacological inhibition of the apoptotic
pathways with the pan-caspase inhibitor zVAD-fmk
did not block RT33 or RT33DR-induced
cytotoxicity (Figure 6B), suggesting that the
observed cell death does not depend on apoptosis.

Furthermore, cell death was not prevented by the
RIPK1 kinase inhibitor necrostatin-1, excluding
necroptosis as cell death mechanism (Figure 6C). In
previous studies, we found that RT53 induces tumor
cell necrosis [28]. We therefore assessed LDH
activity release in the culture medium of HUT78
cells treated with RT33 and RT33DR. Peptides
exposure resulted in a massive release of LDH into
HUT78 treated cells supernatant, indicative of
membrane lysis and necrotic cell death (Figure 6D).
Further,  transmission  electron  microscopy
micrographs revealed that, in contrast to control
cells, HUT78 cells treated with RT33 and RT33DR
exhibited ruptured and disintegrated plasma
membranes, with total loss of membrane structure
(Figure 6E). Combined, our data indicate that like
RT53, RT33 and RT33DR induce necrosis of
cancerous cells. The ability of RT33 and RT33DR to
induce plasma membrane leaking suggests that both
peptides target the plasma membrane. Previous data
obtained with RT53 suggested that, in analogy with
pore-forming toxins, its membranolytic property was
a consequence of its accumulation at the plasma
membrane of cancerous cells, leading to the
formation of pore and subsequent necrosis [28]. In
this mechanism, the cell-penetrating moiety of RT53
allows its plasma membrane penetration, where it
can bind to a membrane protein partner through its
AAC-11 sequence. Local accumulation of the
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peptide would then lead to pores formation, owning
to its alpha helical membrane active structure [28].
Structure prediction indicated that, like RT53, RT33
and RT33DR should essentially adopt an a-helical
structure (Figure 6F). To provide evidence that RT33
and RT33DR target the plasma membrane, we
incubated C8161 cells with FITC-labeled peptides
and observed the fluorescence pattern. We chose
C8161 cells as they are adherent and provide a big

100

As shown in figure 6G, RT33- and RT33DR-treated
cells showed punctate fluorescence over the cell
surface, indicating that the peptides accumulate both
at the plasma membrane and at the intracellular level.
Combined, our results strongly suggest that RT33
and RT33DR, owning to the cell-

penetrating properties of the hAP10 and hAP10DR
shuttles, can insert into cancer cells plasma
membrane where the peptides, upon binding to a

cytoplasm, which makes this cell line appropriate for membrane-interacting  partner, induce  pore
imaging. formation, as witnessed for RT53.
a
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Figure 6 RT33 and RT33DR induces cancer cells, but not normal cells, death. (A) Amino-acid sequence of RT33 and RT3DR. hAP10 and
hAP10DR sequences are in bold. (B) The indicated cells were exposed to increasing concentrations of RT33 or RT3DR for 20 h. Viability was
then assessed by an MTT assay. Data are meansts.e.m. (n=3). (C) HUT78 cells were exposed to increasing concentrations of RT33 or RT3DR
for 20 h in the presence and absence of 50 pM zVVAD-fmk or 50 uM Necrostatin-1 (Nec-1). Viability was then assessed by an MTT assay.
Data are meanszs.e.m. (n=3). (D) HUT78 cells were exposed to 20 uM of RT33 or RT33DR for 3 h. Necrotic cell death was monitored by
lactate dehydrogenase (LDH) as in Figure 4 (B). Data are meanss.e.m. (n=3). (E) Ultrastructural analysis of HUT78 cells treated with 15 pM
of hAP10 or hAP10DR for 1 h. (F) Structural prediction of RT33 and RT33DR. The segments corresponding to the hAP10 and hAP10DR
moieties are in magenta. (G) C8161cells were exposed to FITC-labelled RT33 or RT33DR for 1 h. Cells were then examined by fluorescence

microscopy.

RT33 and RT33DR induce targeted Kkilling of
circulating malignant T cells in Sézary patients’
primary PBMC. We next tested the anti-tumor
effect of RT33 and RT33DR against primary Sézary
cells. For that purpose, an in vivo assay was
established in which RT33 or RT33DR were directly
incubated with peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) from Sézary patients. The viability of three
different cell populations was then assessed by flow
cytometry through the incorporation of 7-AAD : the
malignant T-cell clone (Sézary cells), defined as
CD3"CD4"Vf" cells, the non-malignant CD4" T-
cells, defined as CD3*CD4"Vp- cells, and the non T-
cells, defined as CD3" cells. As shown on Figure 7
(right), both RT33 and RT33DR exhibited dose-

dependent cell death activity in the malignant CD4*
T-cells, RT33DR being the most efficient peptide
toward Sézary cells. Strikingly, neither peptide
decreased cell viability of the non-tumoral CD4" T-
cell as well as non-T-cell populations even at the
highest doses. Therefore, these results demonstrate
that RT33 and RT33DR selectively induce primary
Sezary cells death in a dose-dependent manner,
without harming primary normal cells, indicating
that the peptides possess a cancer cell selective
killing property. Finally, in line with our previous
data, the hAP10 or hAP10DR shuttles did not induce
cell death in the transformed or normal primary cell
populations (Figure 7, left), confirming their safety
profile as carrier.
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Figure 7 RT33 and RT33DR specifically induce primary Sézary cells death. Sézary patients’ PBMC were incubated with increasing
concentrations of the indicated peptides for 4h at 37°C. Cells were then analyzed by flow cytometry following labeling with anti-TCRVI -
FITC, -CD4-PE, -CD3-PE-Cy7 mAbs and 7-AAD. Data are shown as the meanszs.e.m. of the percentage of 7-AAD+ apoptotic cells within
the following populations: malignant (CD3*CD4*TCR-V(1*) and non-malignant (CD3*CD4'TCR-V ") CD4+ T-cells and non T-cells (CD3"

), derived from three different patients.

RT33 and RT33DR induce tumor growth
reduction in a xenograft murine model of Sézary
syndrome. To assess in vivo antitumor activity of
RT33 and RT33DR, HUT78 Sézary cells were
inoculated subcutaneously to NOD/SCID gamma
(NSG) mice. When the xenografted tumors reached
a volume of approximately 100 mm?, mice were
randomized and injected daily with normal saline
(NT) or 5 mg/kg of RT33 or RT33DR peptides. No
obvious clinical symptoms were observed during the
experimental period with either peptide (not shown).
As shown in Figure 8A (left), both peptides induced
significant tumor growth reduction as compared to
control mice, with approximate tumor growth
reduction of 66% (p < 0.005) for RT33 and 60% for
RT33DR. Similarly, upon sacrifice at the study end
point, xenograft tumors were excised and stripped of
non-tumor tissue, if present, for more precise in vivo

measurement. As shown in Figure 8A (right), total
tumor volume was decreased more than 2.6 times in
RT33 treated mice and more than two-fold in
RT33DR treated mice as compared with that in
control mice. Assessment of tumor necrosis by H&E
staining revealed a sharp increase of necrotic areas
in RT33 or RT33DR treated groups compared to the
control  group  (Figure 8B). Of note,
immunohistochemical analyses of the tumors
revealed comparable expression of Ki-67 as well
apoptotic thresholds in the different groups (not
shown). Combined, these data indicate that both
RT33 and RT33DR are well tolerated in vivo and can
reduce tumor growth as single agents upon systemic
administration by inducing tumor cells necrosis.
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Figure 8 RT33 and RT33DR inhibit tumor growth in vivo in a mouse model for the Sézary syndrome. (A) Mice were engrafted subcutaneously
with HUT78 Sézary cell line. Animals with preexisting tumors were treated daily with i.p. injections of RT33 or RT33DRM in normal saline
(5 mg/kg) or normal saline as control. Tumors were calipered throughout the study and data were plotted as meansts.e.m. (n=7 mice per
group). p < 0.005 relative to control. Subsequently, tumors were excised, stripped of non-tumor tissue and tumors volumes were calculated.
(B) Representative pictures of H&E staining of tumors treated with RT33, RT33DRM, or normal saline. The scale bar represents 500 pm.

Discussion

Here, we identified and characterized a new CPP
corresponding to residues 1177-1186 of human
Acinus-L, termed hAP10, as well as its derivative
hAP10DR. In vitro approaches demonstrated that
hAP10 displayed excellent cell penetration
efficiencies in both normal and cancerous cells,
equaling classical CPPs such as TAT and penetratin
while being among the shortest CPPs identified thus
far. Interestingly, we observed remarkably
augmented cell penetration efficiency of the
hAP10DR derivative, in which we replaced the
negatively charged aspartic acid present in the wild
type counterpart with an arginine, as hAP10DR
largely outperformed hAP10 as well as TAT and
penetratin. The cell penetration properties of CPPs is
dependent of their secondary structure and it has
been shown that peptides with a a-helical region can
more efficiently enter cells [30, 31]. hAP10 and
hAP10DR mostly adopt a helical structure, which
can therefore explain their interesting CPP

properties.  Importantly, neither hAP10 nor
hAP10DR induced membrane disturbance or
detectable cellular toxicity. Both peptides are also
non-immunogenic, making them attractive and safe
carriers for in vivo applications. Biochemical
investigations revealed the involvement of a heparan
sulfate proteoglycan-mediated micropinocytosis as a
major route of internalization for hAP10 and
hAPI10DR. Still, as multi-endocytic routes are often
involved in CPPs uptake, further studies would be
needed to clarify the exact internalization
mechanisms for hAP10 and hAP10DR. To further
evaluating the potential of hAP10 and hAP10DR as
macromolecules delivery tools, the peptides were
firstly conjugated with GFP. Both hAP10-GFP and
hAP10DR-GFP fusion proteins were efficiently
transduced in cultured cells, demonstrating hAP10
and hAP10DR interest as novel vehicles for
intracellular protein delivery. Of note, hAP10DR
was a far better carrier than TAT or penetratin for
GFP intracellular delivery, in line with its superior
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penetrating ability. Finally, we evaluated the
performances of hAP10 and hAP10DR through the
design and study of tumor targeting peptides. Our
previous studies showed that inhibiting interactions
between the survival protein AAC-11 and its binding
partners drastically increased susceptibility of tumor
cells to apoptosis [21]. A cell penetrating peptide
(RT53) based on the fusion of penetratin and the
heptad leucine repeat region of AAC-11 (residues
363-399), which functions as a protein—protein
interaction module, was shown to induce cancer cell
death in vitro and to inhibit melanoma tumor growth
in a xenograft mouse model [28, 32]. We
hypothesized here that a peptide similar to RT53 but
based on hAP10 and hAP10DR CPPs might possess
valuable anti-cancer properties. The heptad leucine
repeat region of AAC-11 is encoded by two exons
(exons 9 and 10). As exons often correspond to
structural and functional units of a protein [33], one
can envisioned that only one of the two exons
encoding AAC-11 heptad leucine repeat region
could carry the anticancer activity exhibited by the
RT53 peptide, making it possible to shorten the
AAC-11 specific domain of the peptide. Our
previous work indicated that mutation of two exon
10-encoded leucine residues in RT53 (corresponding
to positions 384 and 391 of AAC-11), that were
identified as critical for AAC-11 scaffolding and
anti-apoptotic function [21, 34], abrogated RT53
anti-tumor activity [28]. We therefore designed two
peptides, designed RT33 and RT33DR, consisting of
AAC-11 residues 377-399, that are encoded by exon
10, attached to the C-terminus of hAP10 or
hAP10DR, respectively, and tested their anticancer
properties. Interestingly, both peptides were able to
selectively kill cancer cells in vitro, without affecting
normal cells. Our results show that RT33- and
RT33DR-induced cancer cells death occurred
through an apoptosis-independent, membranolytic
mechanism. Like RT53, RT33 and RT33DR
accumulate at the plasma membrane level of cancer
cells. Even known a contribution of the physico-
chemical properties of tumor cells membranes
cannot formally be excluded, we hypothesize that
RT33 and RT33DR, as witnessed with other cancer
cells specific, membrane active peptides [35-37],
interact with a membrane partner(s) that is mainly
expressed in the membrane of transformed cells.
Upon binding, the helical structure of RT33 and
RT33DR could allow the formation of pores in the
cancer cell membrane, as observed with other
membranolytic, pore forming peptides [38].
Identification of RT33 and RT33DR membrane
partner(s) is currently underway. The potential use
of RT33 and RT33DR as novel anticancer drugs was
then evaluated in the context of the Sézary Syndrom,
a leukemic and aggressive form of cutaneous T cell
lymphoma (CTCL) with poor prognosis [39].
Treatment of primary patient-derived samples with
either RT33 or RT33DR, but not the hAP10 or

hAP10DR shuttles alone, induced selective death of
malignant T-cell clone, while sparring the non-
transformed T-cell and the non-T-cell populations.
As observed with cancer cell lines, RT33 and
RT33DR-induced Sézary cells death was necrotic, as
validated by 7-AAD staining. In a xenograft model
with HUT78 cells, systemic injection of RT33 and
RT33DR resulted in significant reduction in tumor
growth, confirmed by reduced tumor weight.
Histological analysis of tumors derived from RT33
and RT33DR treated mice indicated increased
necrotic cytotoxicity, compared to controls. In
summary, we have developed novel, short, human-
derived, non-cytotoxic and non-antigenic cell
permeable peptides, showing excellent cell-
penetrating ability. Importantly, fusion peptides
consisting of the survival protein AAC-11 residues
377-399 linked to hAP10 or hAP10DR exhibited
remarkable anticancer properties both in vivo and in
a mouse model of Sézary Syndrom. Therefore, we
expect that the unique characteristics of hAP10 and
hAP10DR will allow their use for a wide variety of
in vitro and in vivo applications.

Material and Methods

Peptides characterization

The support vector machine (SVM)-based prediction
of cell penetrating properties was performed with the
online CellPPD tool [23]. Secondary structure
predictions were performed with PSIPRED [26].
Three-dimensional  structure predictions were
carried out with I-TASSER [27]. Figures were
generated with PyMOL
(http:/lwww.schrodinger.com). Energy maps of the
peptides were analyzed and generated using Molegro
Molecular Viewer.

Cellular uptake quantification

Cellular internalization of FITC-labelled peptides
was analyzed using flow cytometry. Cells were
incubated in the presence of the peptides (5 UM
each) in complete medium for 1 h. Cells were then
washed three times in PBS and incubated with
trypsin (1 mg/ml) for 10 min to remove the
extracellular unbound peptides. Finally, cells were
suspended in PBS and kept on ice. FITC
fluorescence intensity of internalised peptides in live
cells was measured by flow cytometry using BD
FACS CANTO Il ™ by acquiring 1x10* cells. Data
was obtained and analysed using FACSDIVA ™
(BD biosciences) and FowJo software. In some
experiments, cellular internalization was analysed
using multimode spectrophotometry. Briefly, after
incubation with the FITC-labelled peptides, cells
were washed as described, centrifuged and the cell
pellet resuspended in 300 pl of 0.1 M NaOH.
Following 10 min incubation at room temperature,
the cell lysate was centrifuged (14000 g for 5 min)
and the fluorescence intensity of the supernatant
determined (494/518 nm). The fluorescence of the
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cellular uptake is expressed as fluorescence intensity
per mg of total cellular protein.

Live cell microscopy

U20S or C8161 cells (2x10%) were seeded into Lab-
Tek Il chamber slides (Nalgen Nunc, Rochester,
NY). 48 h latter, cells were incubated with either
FITC-labelled peptides (5 uM) or the studied EGFP
fusion recombinant proteins (5 uM) in complete
medium for 1h at 37°C. Following incubation, the
cells were washed three times in PBS and imaged
using a Zeiss Axiovert 200 M inverted fluorescence
microscope.

Cell viability and lactate dehydrogenase (LDH)
release assays

Cells survival was assessed with the CellTiter 96®
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay kit
(Promega, Madison, WI). Necrotic plasma
membrane permeabilization was assessed by lactate
dehydrogenase (LDH) leakage in the culture
medium with the CytoTox 96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay kit (Promega, Madison, WI).

Hemolysis assay

Mice blood was centrifuged at 2000 rpm for 10 min.
Red blood cell pellets were washed five times with
PBS and resuspended in normal saline. For each
assay, 1 x 107 red blood cells were incubated with or
without peptide (30 M) in normal saline at 37°C for
lh. The samples were then centrifuged and the
absorbance of the supernatant was measured at 540
nm. To determine the percentage of lysis,
absorbance readings were normalized to lysis with
1% Triton X-100.

Immunogenicity assay

RAW 264.7 murine macrophages were seeded
(1x104 cells/cm?) in a 24-well plate and allowed to
grow for 24 h. Then, cells were left untreated or
exposed to the hAP10 or hAP10DR peptides (10
pM) or to LPS (E. Coli O111:b4, 1pg/ml) as a
positive control for 24 h. Levels of IL-6 in the
supernatants were analyzed using an Mouse IL-6
Quantikine ELISA Kit (R&D system).

Recombinant protein purification

TAT, penetratin, hAP10 and hAP10DR nucleotide
sequences with EGFP inserted at the C-terminal end
were subcloned in the pET-2la vector system
(Novagen) and the constructs used to transform
E.coli BL21(DE3) cells (Invitrogene). The
transformed cells were grown at 37°C in LB broth
containing 100 ug/ml of ampicillin to an Asg of 0.6
and induced with 1 mM IPTG for 3 h at 30 °C. After
harvest, the cells were resuspended in ice-cold Lysis
buffer (20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 uM
ZNSO4, ImM Tris-Hel, pH 8.0) containing
proteases inhibitors and lysed using a French press.
Cell lysates were centrifuged at 4°C for 30 min at

45000 rpm. Ni/NTA affinity purification was
performed on an AKTA fast protein liquid
chromatography (FPLC) system using 2 ml HisTrap
HP columns (GE Healthcare Biosciences Uppsala,
Sweden) equilibrated in wash buffer (20 mM
HEPES, 100 mM NacCl, 10 uM ZNSO4, ImM Tris-
Hcl, 20 mM imidazole, 10% glycerol, pH 8.0).
Bound proteins were eluted using elution buffer B
(20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 uM ZNSO4,
ImM Tris-Hel, 300 mM imidazole, pH 8.0).
Fractions were collected and analysed by Coomassie
staining to assess purity.

Flow cytometry analysis of Sézary patients’ cells
PBMC exposed or not to RT33 or RT33DR were
processed for flow cytometry to assess cell death.
Cells were labelled with a mix of anti-TCR-V-
FITC, -CD3-PE and -CD4-PE-Cy7 mAbs (Beckman
Coulter). Detection of apoptotic cells was performed
using 7AAD (BD Biosciences). Cells were analyzed
on a CytoFlex cytometer (Beckman Coulter) and
data treated with FlowJo software.

Xenograft tumor model

Animal experiments were approved by The
University Board  Ethics Committee  for
Experimental Animal Studies (#2303.01). Xenograft
tumors were obtained by subcutaneous injection of
10® HUT78 cells in the right flank of 8-week-old
female NOD-SCID-gamma (NSG) mice, bred and
housed under pathogen-free conditions at our animal
facility (IUH, Saint Louis Hospital, Paris, France).
Treatment started after randomization when tumors
were visible and consisted of daily intraperitoneal
(i.p.) injection of normal saline or RT33 or RT33DR
in normal saline (n = 5 per group). Tumor volume
was measured every other day and calculated as:
long axis X short axis? X 0.5. Animals were
euthanized after 21 days of treatment or when tumor
size reached the ethical end point and visceral organs
were excised for a gross pathological examination.
Tumors were fixed in 4% neutral buffered formalin
and embedded in paraffin. Sections (4um) were
stained with hematoxylin-eosin (H&E) and
subjected to microscopic analysis.
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DISCUSSION

I. Rappel du contexte

On estime a I’heure actuelle le fardeau mondial du cancer a 18,1 millions de nouveaux cas et 9,6 millions de
déces par an. Un homme sur cing et une femme sur six dans le monde développeront un cancer au cours de leur
vie, et un homme sur huit et une femme sur onze meurent de cette maladie (données GLOBOCAN). Les
chimiothérapies, bien qu’efficaces en début de traitement, ne sont généralement pas suffisantes pour permettre
une rémission compléte des patients, résultant souvent au développement de clones résistants et a des rechutes
souvent fatales. De plus, elles sont accompagnées de nombreux effets indésirables (immunosuppression, toxicité
vis-a-vis des organes sains). Il apparait donc nécessaire de proposer de nouvelles options thérapeutiques aux
patients, afin de permettre une meilleure prise en charge de la maladie et espérer vaincre ces statistiques

alarmantes.

De nombreuses approches innovantes ont déja fait leurs preuves. L’essor du séquencgage a haut débit a permis
la découverte de nouvelles cibles en cancérologie et la mise au point de thérapies ciblées. Ce sont par exemple
des anticorps ou des petites molécules inhibitrices qui bloquent I'interaction entre un ligand et son récepteur
et/ou la transduction d’un signal anti-apoptotique, pro-prolifératif ou pro-angiogénique. L'immunothérapie, qui
a vu le jour grace aux avancées phénoménales dans notre compréhension du systéme immunitaire, a changé le
paradigme du traitement. Les résultats en clinique sont extrémement prometteurs, mais les colts de production
de ce type de traitement sont tres élevés, limitant leur utilisation. De plus, de par leur spécificité, ces thérapies
ciblées sont généralement limitées a un type particulier de tumeur, caractérisé par un profil génétique donné, et
tous les patients ne répondent pas. Il faut donc adopter une médecine personnalisée, basée sur un diagnostic
fin, parfois complexe, et dont tous les patients ne satisfont malheureusement pas les criteres. Trés récemment,
un groupe de chercheurs a mis en évidence une nouvelle famille de récepteurs au fonctionnement similaire a
celui du HLA, mais ne variant pas dans la population. Cette découverte pourrait potentiellement révolutionner
les immunothérapies basées sur les cellules T (type thérapie CAR-T), puisqu’elle leur permettrait, en théorie, de
reconnaitre la quasi-totalité des tumeurs (Crowther et al., 2020).

Les défis sont donc nombreux concernant le développement de nouveaux médicaments : ils doivent étre
efficaces, suffisamment spécifiques pour étre non-toxiques mais aussi suffisamment universels pour étre
applicables a une majorité des cancers. Parmi les autres atouts recherchés, un faible co(t de production, ainsi

gu’un mode d’administration facile sont aussi importants.

L’équipe du Dr. Jean-Luc Poyet a pour ambition la mise au point de stratégies thérapeutiques novatrices,
réunissant tous ces parametres. Une approche possible, peu étudiée a I’heure actuelle, est de cibler non pas des
oncogenes ou des génes suppresseurs de tumeurs qui peuvent étre mutés et/ou dont l'activité peut étre
contournée par des voies de signalisation paralleles, mais des protéines définies comme des « non-oncogenes
addictifs » (NOA). Ces NOA sont des protéines codées par des genes exprimés aussi bien dans les cellules
normales que les cellules tumorales, mais leur activité n’est indispensable qu’aux cellules tumorales. L’idée est
de cibler des réseaux d’interactions protéine-protéine (PPIs), intervenant dans des voies de signalisation

nécessaires a la biologie des cellules cancéreuses, comme la survie ou la réponse au stress. Une telle approche
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permet de répondre aussi bien aux criteres d’universalité que de spécificité. Une protéine particulierement
intéressante est la protéine anti-apoptotique AAC-11, qui intervient a I'interface de la majorité des processus
impliqués dans la tumorigénése : I'apoptose, la différenciation, la migration et I'invasion tumorale, la réponse au
stress, la résistance aux chimiothérapies et I’échappement au systéme immunitaire. Elle est également connue
pour étre surexprimée dans de nombreux cancers, et associée a un mauvais pronostic (Kim et al., 2000; Sasaki et
al., 2001; Krejci, 2012). AAC-11 exerce son activité en interagissant avec de nombreux partenaires impliqués dans
ces différents mécanismes, via un domaine d’interaction en hélice a de type LZ. Ainsi, des mutations dans ce
domaine ou son inactivation inhibent les propriétés de survie d’AAC-11, ce qui en fait une cible thérapeutique
potentielle (Tewari et al., 1997; Morris et al., 2006; Rigou et al., 2009; Noh et al., 2014; Jagot-Lacoussiere et al.,
2016).

Afin de tester cette hypothése, notre laboratoire a congu toute une série de peptides pénétrants interférents
appelés LZDPs, dérivés du domaine LZ d’AAC-11 fusionné en N-terminal a la séquence de la pénétratine (brevet
N° PCT/EP2015/053307). Les peptides pénétrants tels que la pénétratine sont de courtes séquences d’acides
aminés, capables de traverser les membranes cellulaires et de transporter un cargo de haut poids moléculaire a
I'intérieur des cellules. lls ont I'avantage d’étre des molécules naturelles de petite taille, spécifiques, faciles a
synthétiser et a optimiser. Nos peptides LZDPs, en mimant le domaine LZ d’AAC-11 entrent en compétition avec
la protéine compléte elle-méme pour l'interaction avec ses partenaires. Ainsi, I'ajout dans une cellule d’un exces
de peptides bloque efficacement I'activité d’AAC-11, en interférant avec les PPls auxquelles elle prend
habituellement part (Rigou et al., 2009; Jagot-Lacoussiere et al., 2016). En termes thérapeutiques, les peptides
offrent plusieurs avantages par rapport aux petites molécules, qui constituent les médicaments traditionnels. Le
premier avantage est que, représentant souvent la plus petite partie fonctionnelle d’une protéine, ils offrent une
efficacité, une sélectivité et une spécificité incomparables par rapport aux petites molécules (Hummel, Reineke,
et Reimer 2006). Un deuxiéme avantage est que les produits de dégradation des peptides sont des acides aminés,
ce qui élimine grandement les risques de toxicité. Enfin, les peptides s’accumulent peu dans les tissus en raison

de leur temps de demi-vie court, ce qui, il est vrai, peut aussi réduire leur durée d’action.

Il. Effet anti-tumoral des peptides LZDPs dans le Syndrome de Sézary et les leucémies aigiies

Avant mon arrivée au laboratoire, le potentiel thérapeutique d’un peptide nommé RT53, correspondant a la
séquence du domaine LZ d’AAC-11 dans son intégralité (résidus 363-399), avait déja été testé dans plusieurs
modeles de cancers solides, a savoir le mélanome (Jagot-Lacoussiere et al., 2016) et le cancer du sein (données
non publiées). D’apres les résultats obtenus dans ces études, RT53 est capable d’éliminer spécifiquement les

cellules tumorales in vitro sur des lignées cellulaires et in vivo dans des modéles murins de xénogreffe.

Le premier objectif de ma these était d’étendre ces résultats prometteurs a d’autres types de cancers, en
particulier des cancers circulants. Nous avons choisi deux pathologies qui nous paraissaient particulierement
pertinentes : le SS et les leucémies aiglies. En effet, il s’agit de cancers trés agressifs et pour lesquels les options

thérapeutiques sont limitées, facilitant la mise en ceuvre d’un futur essai clinique. De plus, étant sur le site de
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I'hopital St Louis, nous disposions d’un acces privilégié a des prélévements humain (biopsies de peau,

échantillons de sang).

Les résultats obtenus au cours de ma thése sont trés encourageants concernant le potentiel thérapeutique des
peptides LZDPs dans ces maladies. En effet, nous avons démontré que deux peptides, RT53 et une version plus
courte RT39 (résidus 377-399), étaient capables d’induire la mort cellulaire spécifique des cellules tumorales in
vitro, sur diverses lignées cellulaire (Sézary, LAM, LAL), ex vivo sur des prélevements de sang de patients, et in
vivo dans des modeles murins de ces pathologies. Il est a noter que cette activité anti-tumorale dépend bien de
I'intégrité du domaine LZ d’AAC-11, puisque des versions mutées de ces deux peptides (RT53M et RT39M) au
niveau d’acides aminés cruciaux (correspondant aux leucines 384 et 391 et arginine 382 d’AAC-11

respectivement), sont complétement inactives.

En particulier, dans le contexte des LAMs, des résultats préliminaires semblent indiquer que le peptide RT39 est
capable de détruire efficacement et spécifiquement les cellules souches cancéreuses, un résultat remarquable,
puisque ce sont ces cellules qui sont a I'origine des rechutes chez la plupart des patients. Chez la souris, selon le
type de modeéle (xénogreffe ou modele syngénique), le traitement par les peptides LZDPs induit une réduction
significative de la croissance tumorale, et/ou permet d’augmenter drastiquement la survie des souris. Nous
envisageons maintenant d’évaluer I'efficacité des peptides, en combinaison avec d’autres types de thérapies. En
effet, il a été montré dans le contexte du mélanome que le peptide RT53 peut potentialiser I'effet de certaines

chimiothérapies (données non publiées).

Dans le SS, nous avons développé un nouveau modele murin de la pathologie basé sur I'injection de PBMC de
patients présentant une charge tumorale élevée (>80%) et de cytokines IL-2 et IL-7 pour favoriser la prise de la
greffe. Nous décrivons pour la premiere un modeéle reproduisant fidelement les caractéristiques
anatomopathologiques du SS, avec invasion des cellules néoplasiques dans le derme des souris greffées, et
épaississement de I'épiderme di a une prolifération incontrélée des kératinocytes (dépot de brevet N° EP 19 18
441). Grace a ce nouveau modeéle pré-clinique, nous avons pu réellement mettre en évidence l'impact
thérapeutique potentiel des peptides : en effet, d’aprés nos expériences, méme injecté par voie systémique (en
intrapéritonéale), RT39 est capable d’infiltrer le derme des souris et d’y éliminer le clone tumoral, permettant un
retour progressif a un aspect et une épaisseur normaux de la peau. Il pourrait étre envisagé de développer une
version humanisée de ce modele de souris (souris BLT ou « Bone marrow-Liver-Thymus) (Smith et al., 2016), qui
nous permettrait d’étudier les effets des peptides sur le systeme immunitaire, ainsi que de tester, par exemple,

des combinaisons thérapeutiques (peptide en association avec une immunothérapie anti-KIR3DL2 notamment).

De maniére intéressante, la toxicité des peptides LZDPs vis-a-vis des cellules et tissus normaux est quasiment
nulle. Comme ce qui avait déja été montré pour RT53 (Jagot-Lacoussiere et al., 2016; Kotula et al., 2016), des
études de toxicologie réalisées dans des souris immunocompétentes ont montré qu’un traitement a dose élevée
(20 fois plus haute que la dose efficace) ou a dose répétée par RT39 n’induisait pas de toxicité visible dans les
organes vitaux. De plus, le peptide est capable d’atteindre la plupart des organes, et s’accumule dans la tumeur,

mais il ne semble pas capable de traverser la barriere hémato-encéphalique (données non publiées, pour RT39
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dans le mélanome). Enfin, nos expériences suggerent que RT39 n’est pas immunogénique et qu’il possede une

excellente stabilité in vivo (il est toujours détectable dans le plasma 2h apres I'injection).

Ill. Activité membranolytique des peptides LZDPs et découverte du role de PAK1

Le second objectif de ma these était d’étudier plus en détails le mécanisme d’action des peptides LZDPs, en
particulier leur potentiel pro-nécrotique vis-a-vis des cellules tumorales.

Pour rappel, d’aprés les expériences réalisées dans les modeles de cancers solides, RT53 est un peptide
membranolytique, c’est-a-dire capable d’induire une rupture de la membrane plasmique rapide des cellules
tumorales, a dose moyenne (>5uM). La mort cellulaire induite est non-régulée, c’est-a-dire indépendante de
I'activité de protéines effectrices majeures des voies de mort classiques apoptose, nécroptose et autophagie
(caspases, RIPK1, PI-3K respectivement). Morphologiquement, les cellules traitées présentent toutes les
caractéristiques d’une mort par nécrose, vraisemblablement liée d’une part a I'accumulation des peptides dans
la membrane des cellules cancéreuses et d’autre part a un stress oxydatif. De maniere remarquable, le peptide
présente en effet une localisation membranaire uniquement dans le contexte des cellules transformées,
observée en microscopie a fluorescence, et son activité cytotoxique est trés spécifique de ces cellules.

Dans les modeles de cancers circulants que j’ai étudiés, le mécanisme d’action des peptides RT53 et RT39 semble
similaire. Les différentes expériences concernant les voies de mort impliquées dans I'activité cytotoxique du
peptide ainsi que les observations en microscopie électronique et en microscopie a fluorescence confirment ce
qui avait déja été mis en évidence dans les cancers solides. Les prédictions in silico indiquent que RT39 adopte
une structure en hélice a, avec la formation possible d’une face aromatique/hydrophobe compatible avec une
interaction membranaire, similaire a celle d’autres peptides membranolytiques connus (Papo and Shai, 2005). Il
est a noter qu’un autre peptide disponible au laboratoire, RL37, dont la séquence est quasiment identique a celle
de RT39 mais dont la conformation n’est pas a-hélicoidale, ne posséde pas les propriétés membranolytiques des
peptides RT53 et RT39. Ce peptide agit uniquement au niveau des PPls dans les cellules, indiquant I'importance

de la structure secondaire des peptides pour orienter leur mode d’action.

Pour expliquer le mécanisme membranolytique des peptides LZDPs, nous avons émis |’hypothése que ceux-ci
s’accumulent localement au niveau de la membrane des cellules tumorales grace a leur conformation a-
hélicoidale membrane-active et grace a la présence d’un ou plusieurs partenaire(s) exprimé(s) ou relocalisé(s)
spécifiquement a la membrane de ces cellules malignes. Cette accumulation locale provoquerait une
perturbation de la membrane plasmique, menant a la formation de pores et a la perte du potentiel membranaire,
résultant in fine, a la mort des cellules par nécrose.

Ce type de mécanisme d’action avait déja été proposé pour d’autres peptides membrane-actifs tels que le
peptide PNC-7, également en hélice a, constitué de la séquence de la pénétratine liée a une portion de la protéine
p53 capable d’interagir avec la protéine HDM2 a la membrane des cellules tumorales (Sarafraz-Yazdi et al., 2010;
Kanovsky et al., 2001; Do et al., 2003).

Concernant l'identité de ce ou de ces partenaire(s), nous avions quelques indices : (1) ce n’est pas AAC -11,

puisque des expériences de silencing ont montré que I'activité des peptides étaient indépendante de son niveau
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d’expression. (2) la ou les région(s) protéique(s) impliquée(s) dans I'interaction avec les peptides ne sont pas
exposés a la surface des cellules, puisque la séquence de pénétration est nécessaire a leur activité
membranolytique.

Pour rechercher ce(s) interacteur(s), encore inconnu(s), nous avons utilisé une approche par peptide pull-down,
suivie d’'une analyse en spectrométrie de masse. Grace a ces expériences, nous avons pu identifier plus de 200
protéines associées a RT39 mais pas au peptide controle. Parmi ces protéines, nous avons recherché des
protéines pouvant étre membranaires, et pertinentes en cancérologie. Nous avons étudié plusieurs candidats

intéressants, parmi lesquels la sérine/thréonine kinase PAK1.

Les protéines de la famille PAK sont classées en deux groupes : le groupe | (PAK1-3) et le groupe Il (PAK4-6), sur
la base de leurs similarités de structure et de fonctions (Kumar et al., 2006; Rane et Minden, 2014). PAK1 a été
identifiée par le groupe de Manser en 1994, comme étant une cible des GTPases Cdc42 et Racl (Manser et al.,
1994).

Depuis, plusieurs études ont mis en évidence un role central de PAK1 dans la tumorigénése et la progression
tumorale liées a une activation aberrante des voies de signalisation des récepteurs aux facteurs de croissance. Il
a été montré que l'activation des récepteurs aux tyrosines-kinases médiée par les facteurs de croissances
permettait le recrutement de la protéine PAK1 a la membrane plasmique, via I’association avec la protéine
adaptatrice Nck, augmentant son activité kinase (Galisteo et al., 1996; Bokoch et al., 1996). De plus, PAK1
intervient dans la voie de signalisation de la protéine HER2 et contrdle la transformation et les capacités invasives
des cellules de cancers du sein (Adam et al., 1998; Arias-Romero et al., 2010).

PAK1 joue également un réle dans le remodelage du cytosquelette. Ainsi, plusieurs études ont montré que PAK1
régule la dissolution des fibres de stress et la réorganisation des complexes focaux, ainsi que la structure du
cytosquelette d’actine (Manser et al., 1994; Sells et Chernoff, 1997). PAK1 agit en phosphorylant des substrats
qui agissent directement sur le cytosquelette, comme le complexe Arp2/3, la LIM-kinase qui se lie a I'actine F, la
filamine A ainsi que la stathmine et le cofacteur B de la tubuline, des protéines déstabilisatrices des microtubules
(Vadlamudi et al., 2004; Edwards et al., 1999; Vadlamudi et al., 2002; Daub et al., 2001; Vadlamudi et al., 2005).
Ces découvertes suggerent que PAK1 est une protéine effectrice pour la motilité cellulaire induite par Cdc42 et
Racl. De plus, il a été montré dans de nombreux modeles de cancers que PAK1 augmente la migration cellulaire
et la formation de métastases (Kumar et al., 2006).

Enfin, PAK1 est impliquée dans la transformation et la survie des cellules tumorales via la voie de signalisation
RAS-AKT (Tang et al., 1997; Tang et al., 2000; Schiirmann et al., 2000). AKT stimule PAK1 via un mécanisme
GTPase-indépendant puis PAK1 phosphoryle I'agoniste de mort BAD, ce qui protége les cellules de I'apoptose.
PAK1 est aussi capable de promouvoir la survie cellulaire via la voie de signalisation NFkB (Frost et al., 2000). En
2006, Wang et al. montrent pour la premiére fois, grace a un modele de souris transgénique, que la dérégulation
de PAK1 est suffisante pour induire la formation de tumeurs dans les glandes mammaires (Wang et al., 2006).
De méme, les agents thérapeutiques qui agissent sur les signaux de survie médiés par PAK1 permettent une
amélioration de I'efficacité de certaines chimiothérapies (Deacon et al., 2003).

En plus de tous ces éléments qui font de PAK1 une protéine candidate idéale, des travaux récents ont montré

gu’elle était un marqueur de cellules tumorales et une cible thérapeutique potentielle dans des contextes qui
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nous intéressent particulierement, a savoir les LAMs et le SS. Ainsi, dans les CTCL, PAK1 est surexprimée, et sa
dérégulation induit I'apoptose des cellules et une inhibition de la croissance cellulaire en stimulant I'expression
de PUMA et p21 (Wang et al., 2018). Dans les LAMs, I'expression de PAK1 est associée a un mauvais pronostic
(Pandolfi et al., 2015). De plus, il a été montré que PAK1 agit en aval de la protéine HLX, surexprimée dans les
progéniteurs leucémiques, et que l'inhibition de PAK1 induit une différenciation et I'apoptose des cellules AML

(Kawahara et al., 2012).

Afin d’étudier le role de PAK1 dans l'activité membranolytique du peptide, nous avons réalisé plusieurs
expériences, dans un premier temps dans le contexte du SS. D’aprés nos résultats, PAK1 est surexprimée et
constitutivement active dans les cellules de Sézary. La forme active étant recrutée a la membrane (Lei et al.,
2000, Bokoch, 2003), nous décrivons pour la premiére fois une localisation membranaire de PAK1 dans les
cellules tumorales. RT39 interagit directement avec PAK1 in vitro. De plus, RT39 et la forme active de PAK1 co-
localisent au niveau de la membrane plasmique des cellules tumorales. La dérégulation de PAK1 bloque I'effet
membranolytique de RT39, tandis que sa surexpression au niveau membranaire favorise I'activité cytotoxique
du peptide. Il est a noter que I'activité kinase de PAK1 n’est pas nécessaire a I'effet cytotoxique de RT39. Ces
expériences restent a reproduire dans le contexte des LAMs, ol nous avons d’ores et déja montré que la
sensibilité des lignées cellulaires leucémiques au peptide est directement corrélée au niveau d’expression de

PAK1 a la membrane plasmique.

Toutes ces observations nous permettent, pour la premiére fois, de proposer un mécanisme d’action expliquant
les propriétés membranolytiques du peptide. Pour valider définitivement notre modéle, il serait nécessaire de
déterminer la structure tri-dimensionnelle du complexe PAK1-RT39 au niveau de la membrane plasmique, afin

de vérifier si le peptide conserve sa structure membrane-active dans ces conditions.

Beaucoup de travail reste encore a accomplir. Par exemple, il est connu que I'activation de PAK1 activation
s’accompagne de cascades de phosphorylation catalysées par des molécules de signalisation telles que PDK1,
AKT ou encore PAK1 elle-méme (Bokoch, 2003, Li et al. 2009). Nous ne savons pas, a I'heure actuelle, si
I'interaction PAK-peptide est « silencieuse » en termes de signalisation intracellulaire, ou bien si elle a un impact

sur les évenements moléculaires sous-jacents.

Dans nos expériences, nous avons pu mettre en évidence I'interaction de PAK1 avec AAC-11 au niveau endogene,
et nous avons montré que RT39 est capable de bloquer cette interaction a dose sub-létale. Il serait intéressant
de savoir quels sont la signification biologique et le mécanisme menant a une expression et une aberrante de
PAK1 dans les cellules de Sézary, ainsi que le role biologique de I'interaction PAK1-AAC-11 identifiée. Puisque les
cellules de Sézary peuvent s’accumuler dans les ganglions lymphatiques et que PAK1 est connu pour promouvoir
la migration des cellules T CD4+ via I'expression de marqueurs de localisation ganglionnaire CCR7 et L-séléctine
(Dios-Esponera et al., 2019), il n’est en effet pas impossible que PAK1 joue un réle important dans I'apparition et
la progression de la maladie. Déterminer le role biologique de I'interaction PAK1-AAC-11 permettra, peut-étre,
de mieux comprendre la pathogénese du Sézary et d’autres cancers. De la méme fagon, il est connu qu’AAC-11,

tout comme PAK1, joue un role dans la capacité des cellules transformées a migrer et a former des métastases
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(Cho et al., 2014 ; Song et al., 2015). Il se peut que ces deux protéines agissent dans le méme réseau de

signalisation, passant par la voie Erk.

Il est important de préciser que nous pensons que, méme si PAK1 semble jouer un rble trés important, voire
indispensable a 'activité du peptide, d’autres partenaire(s) protéiques ainsi que d’autres facteurs comme la
composition glucido-lipidique et les propriétés physicochimiques des membranes des cellules cancéreuses et le
microenvironnement tumoral peuvent également étre impliqués dans I’affinité particuliére des peptides LZDPs
vis-a-vis des membranes des cellules cancéreuses. Par exemple, il est connu que les cellules de Sézary
surexpriment la protéine syndécan-4, un récepteur pour les peptides pénétrants riches en arginines (Kawaguchi
et al., 2016; Chung et al., 2011). De plus, d’autres protéines identifiées grace aux expériences de peptide pull-
down, tout aussi intéressantes que PAK1, devront étre étudiées plus en détails. Enfin, nous n’avons pas encore
validé 'universalité de notre modele, bien que PAK1 soit une protéine candidate pertinente dans de nombreux

contextes, y compris le mélanome métastatique.

Pour finir, nous savons que les peptides LZDPs induisent un autre type de mort cellulaire due a I'inhibition de
I'interaction d’AAC-11 avec ses partenaires, rendant les cellules plus sensibles a la mort induite par le stress. Les
cellules cancéreuses, en particulier les cellules souches tumorales, se trouvent toujours dans des conditions de
stress importantes, notamment de stress oxydatif (Cairns et al., 2011 ; Kobayashi and Suda, 2012). Il est connu
qu’AAC-11 interagit avec OXSR1, PRKAB1 et STK39, trois protéines jouant un rble dans la réponse au stress
cellulaire (respectivement le stress environnemental, le stress métabolique et le stress hypotonique). Il sera
intéressant d’étudier le role précis de ces interactions et I'effet des peptides sur celles-ci. En particulier, nous ne
sommes a I’heure actuelle pas en mesure de décrire précisément le mécanisme d’action du peptide in vivo. Bien
gue nous observions une augmentation de la nécrose des cellules dans les tumeurs solides traitées par les
peptides, il se peut qu’il s’agisse d’un effet secondaire au traitement (diminution de I’angiogénése par exemple).
Il n’est pas a exclure que la concentration locale en peptide dans les tumeurs soit trop faible pour qu’ils exercent
leur activité membranolytique, et que les effets observés soient plutét le résultat d’une inhibition des PPIs

impliquant AAC-11.

lll. Mort cellulaire immunogéne induite par les peptides LZDPs et effets sur le systéme immunitaire

La seconde partie de mon travail portant sur le mécanisme d’action des peptides LZDPs concerne leurs propriétés
immunologiques. Il est connu que certains peptides oncolytiques, comme le peptide LTX-315 possédent de telles
propriétés. Ainsi, il a été montré que le peptide LTX-315 induit une nécrose des cellules tumorales, qui présentent
toutes les caractéristiques d’une MCI. Ces cellules peuvent étre utilisées en tant que vaccin dans des modeles de
souris pré-cliniques immunocompétents (Camilio et al., 2014; Zhou et al., 2015; Forveille et al., 2015; Yamazaki
et al., 2016; Zhou et al., 2016; Yamazaki et al., 2016). Ces données suggerent que les cellules nécrotiques, tout

comme les cellules apoptotiques, peuvent induire une MCI spécifique et efficace.

Pour rappel, des résultats préliminaires obtenus dans le contexte du mélanome indiquaient que la mort cellulaire

induite par le peptide RT53 était caractérisée par le relargage de DAMPs, et que les cellules mourantes pouvaient
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étre utilisées en tant que vaccin prophylactique dans un modele murin de xénogreffe de cellules de mélanome
(Jagot-Lacoussiere et al. 2016). Ces données nous ont encouragé a poursuivre ces travaux, et nous avons ensuite

cherché a savoir si RT53 pouvait induire une véritable MCI.

Nous avons montré que RT53 est effectivement capable d’induire tous les marqueurs d’une MCI : exposition de
la CRT a la surface des cellules et relargage de LDH, HMGB1 et ATP. Dans un modele de vaccination
prophylactique, des cellules de fibrosarcome traitées in vitro par le peptide protégent les souris contre la
croissance de tumeurs de fibrosarcome au niveau du site d’injection. De plus, I'injection intratumorale de RT53
dans des cancers établis induit une régression des tumeurs, accompagnée d’une infiltration de cellules T CD3+,
et la mise en place d’une réponse inflammatoire (augmentation transitoire des niveaux de cytokines IL-1p et IL-
6, présence de ligands de chimiokines pro-inflammatoires CCL2 et CXCL10 dans les tumeurs) (Pasquereau-Kotula,
Habault et al., 2018). Ces observations suggerent que I'effet oncolytique direct de RT53 favorise |’activation
systémique du systéme immunitaire et la mise en place d’un microenvironnement tumoral immunogénique, qui

entraine l'infiltration des lymphocytes.

L'infiltration des cellules immunitaires dans les tumeurs est gouvernée par la chimiotaxie, avec un réseau local
de chimiokines qui influence le nombre et le type de lymphocytes recrutés (Balkwill, 2004). En particulier, les
chimiokines CCL2, CCL3, CCL4, CXCL9 et CXCL10 sont connues pour étre de bons chimio-attractants pour les
cellules T (Harlin et al., 2009), et I'augmentation de I'expression de ces chimiokines est associée a l'infiltration de
cellules T spécifiques des tumeurs chez les patients atteints de cancers et dans des modeéles murins de cancers
variés (Gough et al., 2005; Lida et al., 2010; Gonzalez-Martin et al., 2011; Hong et al., 2011; Peng et al., 2012;
Langa et al., 2013). De nombreux types cellulaires retrouvés dans le microenvironnement tumoral peuvent étre
impliqués dans la sécrétion de chimiokines spécifiques, notamment les cellules tumorales elles-mémes, les

macrophages, les cellules endothéliales ou encore des cellules T recrutées.

Nous avons ensuite étudié les propriétés immunologiques de RT53 dans le contexte des LAP, grace a un modele
pré-clinique de transplantation de blastes leucémiques murins, dans des souris immunocompétentes. Nous
avons démontré qu’il était possible de protéger les souris contre I'induction de la maladie, grace a un vaccin
consistant en une injection unique de blasts murins leucémiques exposés au peptide in vitro et présentant les
caractéristiques d’une MCI. Ce vaccin (dépot de brevet n°EP 19 435) protége les souris contre le développement
de la maladie, que ce soit en traitement prophylactique ou en traitement thérapeutique. La protection générée
est trés spécifique, puisque seules les cellules LAP murines protégent contre I'induction de la maladie. Elle est

également long-terme puisque les souris sont protégées contre plusieurs challenges de cellules tumorales.

D’aprés nos expériences, cette protection dépend majoritairement de la présence de lymphocytes T CD4+, car
les souris déplétées ne sont quasiment plus protégées. Cela peut s’expliquer par le rdle crucial des cellules T
CD4+ dans la mise en place de la mémoire immunitaire (Luckheeram et al., 2012), et suggere que le vaccin induit
une réponse innée, impliquant des macrophages et des cellules NK qui peuvent étre activées par les cellules T
CD4+. Une activité cytotoxique des cellules T CD4+ est également envisageable (Quezada et al., 2010; Fu et al.,

2013; Sharma et al., 2013). Nos résultats indiquent que les cellules T CD8+ jouent également un role dans la
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réponse immunitaire induite, puisque la déplétion des deux populations (CD4+ et CD8+) provoque une perte
totale de la protection. Il serait maintenant intéressant d’étudier plus en détails les populations de cellules T
impliquées dans la réponse immunitaire générée, les autres populations de cellules immunitaires, ainsi que la

réponse inflammatoire globale induite (cytokines, chimiokines).

I est a noter qu’une nécrose accidentelle de cellules tumorales par congélation-décongélation ou
ébouillantement n’est en théorie pas capable d’induire une réponse immunitaire efficace in vivo (Casares et al.,
2005; Obeid et al., 2007; Apetoh et al., 2007; Kroemer et al., 2013; Vacchelli et al., 2014;). Cela suggere que nos
résultats, comme ceux obtenus pour le peptide LTX-315, ne sont pas simplement la conséquence du relargage

des composés intracellulaires dans le milieu, mais bien celle d’'un mécanisme beaucoup plus régulé.

Une étude récente a mis en évidence un réle nouveau de la protéine AAC-11 dans la réponse immunitaire. Il
semble qu’AAC-11 soit capable de favoriser I'activation et la maturation des CDs et d’activer la voie NFkB en
stimulant la voie de signalisation du TLR4 (Kim et al., 2018). Les auteurs montrent qu’une vaccination avec des
CDs traitées par AAC-11 et stimulées avec les peptides antigéniques OVA, E7 ou AH1-A5 meéne a la formation de
cellules T CD8+ et de cellules T mémoires spécifiques, associée a une protection long-terme contre la formation
des tumeurs associées chez la souris. D’aprés ces travaux, c’est la région LZ d’AAC-11 qui est responsable de cette

activité, ce qui laisse supposer que nos peptides LZDPs pourraient eux-aussi posséder un effet adjuvant.

Dans nos conditions expérimentales, le vaccin est constitué des cellules lysées mais également des peptides qui
ont servi a la lyse. A la lumiére des résultats obtenus par Kim et al (2018)., il se peut donc que le fort effet
protecteur observé dans nos expériences ne soit pas le seul fait des cellules lysées, mais qu’il soit également di
a un effet adjuvant directement provoqué par le peptide. Pour le savoir, nous envisageons de tester de nouvelles
conditions expérimentales : (1) solution de cellules tumorales lysées par congélation-décongélation ou par
sonication (qui doivent, en principe, étre non-immunogénes) complémentée ou non avec le peptide (2) solution
de cellules tumorales lysées par le peptide sous formes biotinylée puis décomplémentées du peptide par

utilisation de billes d’agarose liées a streptavidine.

De maniére intéressante, nous avons construit un nouveau LZDP, appelé RL29, possédant les propriétés
membranolytiques de RT53 et RT39 mais pas leurs propriétés immunologiques. Cette observation, si elle se
confirme, devrait nous permettre d’identifier plus précisément la séquence d’AAC-11 impliquée dans son effet

sur le systéme immunitaire puisque RL29 est basé sur une forme tronquée de 10 résidus de RT39.

Pour conclure, bien que les mécanismes moléculaires précis impliqués dans la réponse immunitaire induite par
le peptide restent a élucider, I’ensemble de ces résultats est extrémement encourageant, pour la mise au point
d’une future immunothérapie. Méme s’il serait intéressant de le mettre en évidence, cette approche possede
I'avantage qu’il n’y a pas besoin d’identifier I’antigéne tumoral reconnu par les cellules T pour que la protection
fonctionne. De plus, les blasts leucémiques peuvent étre facilement obtenus a partir du sang ou de la moélle
osseuses de patients au moment du diagnostic, générant des quantités de matériel suffisantes pour un usage
clinique. Etant donné que la protection induite par le vaccin est efficace méme en utilisation thérapeutique, cette

stratégie pourrait étre réellement applicable chez les patients, notamment pour anticiper le risque de rechutes.
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IV. Optimisation des peptides LZDPs

La derniére partie de mon travail se concentrait sur I'optimisation des peptides LZDPs. Cette optimisation peut
concerner soit la partie active des peptides, a savoir la portion du domaine LZ d’AAC-11; soit la séquence de
pénétration. Elle a pour objectif d’améliorer I'activité, la biodistribution, la stabilité, la solubilité ainsi que les

colts de production des peptides, dans I'espoir d’un futur développement clinique.

Concernant la séquence active du peptide, beaucoup de travail a déja été effectué. Ainsi, nos résultats ont
montré que le peptide RT39, qui correspond a I'exon 10 de la protéine AAC-11 (résidus 377-399) est suffisante
pour maintenir les propriétés anti-tumorales du peptide RT53 (exons 9 et 10, résidus 363-399). Ces deux peptides
présentent une structure secondaire a-hélicoidale avec 3 pas d’hélices et quelques résidus en N-Ter et C-Ter de
celles-ci. Cette structure semble essentielle pour les propriétés antitumorales des peptides. Ces peptides sont
aussi modifiés chimiquement en N-Ter (acétylation) et en C-Ter (amidation), ce qui leur confere une meilleure
stabilité vis-a-vis des endopeptidases sériques et facilite leur repliement en hélice. En termes d’activité anti-
tumorale, RT53 et RT39 possedent une activité membranolytique a dose intermédiaire (de I'ordre de 5 uM), dont
le mécanisme semble similaire (interaction avec la protéine PAK1 membranaire notamment). lls sont aussi

capables d’inhiber les PPls impliquant AAC-11.

De fagon intéressante, nous avons remarqué que l'activité membranolytique des peptides est augmentée
lorsque les cellules sont incubées en absence de sérum. Cela pourrait s’expliquer par la présence de I'albumine
dans le sérum, pour laquelle les CPPs présentent une certaine affinité (Ignatovich et al., 2003). En interagissant
avec I'albumine, la concentration effective du peptide diminue. Il se peut que cela soit avantageux in vivo : cette
interaction peut permettre, par exemple, une meilleure distribution dans la circulation sanguine, une plus grande

stabilité vis-a-vis des endopeptidases sériques et un relargage plus lent du peptide.

D’autres peptides, RL37 (résidus 371-391) et RL29 (résidus 379-391), que j'ai évoqué succinctement sont
actuellement en cours d’évaluation. lls sont encore plus courts que RT39 (de 2 et de 10 résidus respectivement).
L’hélice a du peptide RL37 est coupée, et ce peptide présente donc des propriétés différentes de celles des
peptides membranolytiques : il agit plus efficacement sur les PPls, notamment sur les capacités d’invasion et de
migration des cellules tumorales (données non publiées dans le contexte du mélanome). RL29 semble avoir une
activité intermédiaire : a la fois une activité membranolytique mais également un effet important sur les PPlIs.
Cependant, il ne semble pas posséder d’effet protecteur dans les expériences de vaccination. Il sera maintenant
important de déterminer le meilleur peptide ou la meilleure combinaison de peptides en fonction du contexte

thérapeutique (cancer solide ou circulant par exemple).

De nombreuses optimisations sont encore envisageables, en modifiant la séquence du motif LZ par exemple en
remplagant des résidus sensibles aux endoprotéases afin d’améliorer sa stabilité ou encore par des modifications
chimiques permettant d’augmenter sa solubilité. Ainsi, un analogue dit « rétro-inverso », de RT53, a été construit.
Ce dernier est obtenu en inversant a la fois la chiralité de chaque carbone CaH et la direction de la propagation

de la chaine peptidique. Les extrémités de ce peptide ont aussi été bloquées par une amide C-terminale et par
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acétylation de I'extrémité N-terminale. Les analogues rétro-inverso possedent souvent la méme topologie que
les peptides dont ils sont dérivés, mais ils présentent généralement une stabilité vis-a-vis des protéases
largement supérieure (Fletcher et Campbell, 1998). De fagon intéressante, I'analogue rétro-inverso de RT53
semble posséder les mémes propriétés cytotoxiques vis-a-vis des cellules tumorales que le peptide parental

(données non publiées).

Il est aussi possible d’optimiser la séquence de pénétration des peptides LZDPs. Par exemple, il serait
envisageable d’améliorer la spécificité des peptides vis-a-vis des cellules tumorales en remplagant la pénétratine
par un autre CPP plus spécifique des cellules transformées, ou en rajoutant des motifs ciblant ces derniéres

(Annexe |, Habault et Poyet, 2019).

Grace a I'étude de la protéine AAC-11 et de ces partenaires, nous avons identifié, au sein de la protéine Acinus
un motif de pénétration ressemblant a une séquence de type CPP (riche en acides aminés positifs). Nous avons
démontré que cette séquence, nommée hAP10, ainsi qu’un dérivé hAP10DR (mutation d’un acide aspartique en
arginine) sont bel et bien des CPPs, capables de transporter des cargos bioactifs dans les cellules (dép6t de
brevet n°19 315 060.4). Cette découverte est intéressante aussi bien d’un point de vue fondamental (les CPPs
sont des outils biologiques utilisés dans un nombre croissant d’applications) que d’un point de vue
thérapeutique. En effet, ces nouveaux CPPs, RT33 et RT33DR, conjugués a la séquence active d’AAC-11
correspondant a RT39 (résidus 377-399), conservent les propriétés anti-tumorales du peptide original dans le
contexte du SS. Reste a confirmer que le profil toxicologique et pharmacocinétique de ces peptides seconde
génération est compatible avec un développement thérapeutique. Si tel est le cas, nous pourrions imaginer
concevoir des peptides de plus en plus courts. Par exemple en combinant la séquence de hAP10 a la séquence

active de RL29 (résidus 379-391), nous obtiendrions un peptide thérapeutique de seulement 21 acides aminés.

Enfin, nous avons prévu de synthétiser des petites molécules mimant I'effet des peptides LZDPs sur I'interaction
entre AAC-11 et ses partenaires, en collaboration avec I'équipe du Dr. O. Villoutreix. Il faudra pour cela identifier
les « hot spots » de la zone d’interaction ciblée par le peptide. Ces petites molécules seront criblées in silico, puis
validées in vitro sur leur capacité a bloquer des interactions connues, a I'aide d’approches basées sur le FRET.
L’avantage de ce type de petites molécules, et qu’elles seront potentiellement plus stables que les peptides.
Cependant, il faut qu’elles soient suffisamment efficaces en termes d’inhibition des PPIs, afin de compenser la

perte de I'activité membranolytique.
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Les CPPs sont une classe émergente d’agents thérapeutiques, caractérisés par leur capacité a délivrer des cargos
de haut poids moléculaire dans les cellules. Malgré leurs nombreux avantages (toxicité négligeable, faible colt
de synthése), a I'heure actuelle, aucune thérapie basée sur |'utilisation des CPPs n’a été approuvé par la FDA. En
cause, plusieurs obstacles liés a la nature des CPPs, comme la voie d’administration (la route orale reste la
meilleure option pour les industries pharmaceutiques), la stabilité in vivo et linternalisation cellulaire

aspécifique.

De nombreux laboratoires travaillent a I'amélioration de ces paramétres. Ainsi, I'introduction de modifications
chimiques et/ou structurelles ainsi que des stratégies dites de « shielding » permettent de lutter contre une
dégradation trop rapide. Concernant la spécificité, de grandes avancées ont également été faites, avec le
développement de CPPs internalisés uniquement par les cellules tumorales (internalisation spécifique) ou de
peptides agissant uniquement dans les cellules tumorales (activité spécifique). Concernant I'internalisation
spécifique, elle peut étre liée a la séquence du CPP lui-méme (« tumor-homing CPP ») ou a la conjugaison avec
une autre molécule ayant une affinité particuliere pour les cellules tumorales. Ces différentes stratégies sont

détaillées dans la revue présentée en Annexe | (Habault et Poyet, 2019).

Dans la perspective d’un développement clinique, de nombreux facteurs doivent étre pris en compte : le cot, la
facilité de synthese, I'élimination et I'immunogénicité, entre autres. Si I'on compare les différentes stratégies
permettant I'amélioration de la spécificité des CPPs, les CPPs de type « tumor-homing » sont les plus prometteurs
. ils sont courts et rapidement éliminés, avec une toxicité négligeable. lls sont moins chers a produire que les
conjugués CPP-anticorps. De plus, il est connu que I'addition de molécules complexes, comme des anticorps, des
liposomes, des nanoparticules ou des biopolymeéres peut accroitre les risques d’immunogénicité. De la méme
facon, on peut comparer les différents types de cargos : agent chimiothérapeutique, acide nucléique (thérapie
génique), protéine ou un peptide. Bien que coupler une molécule chimiothérapeutique a un CPP spécifique des
cellules tumorales soit avantageux, les risques d’effets secondaires ainsi que de développement de résistances
liés aux chimiothérapies restent considérables. Pour ce qui est de la thérapie génique, bien qu’elle soit
extrémement efficace dans le cas de désordres génétiques monogéniques, elle apparait beaucoup plus difficile
a appliquer dans le cancer, puisque les anormalités sont polygéniques, et que les populations de cellules
tumorales sont extrémement hétérogenes. A l'inverse, cibler des PPIs avec des conjugués CPP-protéine permet
d’interférer avec différentes voies de signalisation communes a toutes les tumeurs, avec un risque faible de
développement de résistances. Stimuler le systeme immunitaire avec des peptides présentant des propriétés
vaccinales semble également étre une approche tres intéressante, cette technologie permettant aux cellules du
systeme immunitaire de reconnaitre des antigénes tumoraux de fagon plus efficace, et d’attaquer

spécifiquement les cellules tumorales.

Prenant ces éléments en compte, nous avons développé tout un panel de peptides thérapeutiques de type CPP-

peptide. Ceux-ci présentent des propriétés anti-tumorales variées dans chacun des modéles de cancers que nous
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avons testés. lls sont extrémement spécifiques des cellules cancéreuses, puisqu’ils ciblent les PPIs impliquées
dans I'activité de la protéine AAC-11, un facteur de survie et de réponse au stress nécessaire a la biologie des
cellules cancéreuses mais pas des cellules saines. De plus, ces peptides possedent une activité membranolytique
spécifique des cellules malignes qui passe, au moins en partie, par l'interaction des peptides avec la protéine
PAK1 au niveau de la membrane des cellules tumorales. In vivo, ils ne sont ni toxiques, ni immunogéniques. lls
sont courts et relativement stables, bien que nous envisagions quelques optimisations. Enfin, nos peptides
possédent des propriétés vaccinales protectrices tres intéressantes, permettant de considérer la mise au point

d’une immunothérapie.

I semble donc que nos peptides répondent aux différents critéres favorables a un développement
thérapeutique. Nous avons maintenant pour objectif d’identifier le peptide le plus efficace pour chacune des
pathologies, et de débuter, en collaboration avec les équipes médicales de I'hopital St Louis, un premier essai

clinique de phase |, dans le contexte du SS et des leucémies aigties.

Etant donné l'universalité des voies ciblées, notamment la réponse au stress, nous avons engagé des
collaborations avec des équipes travaillant sur d’autres maladies non-cancéreuses, comme le sida et la malaria.
Les résultats préliminaires indiquent un potentiel effet thérapeutique des peptides LZDPs dans ces pathologies,

ce qui nous encourage a poursuivre ces travaux.
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Abstract: Cell-penetrating-peptides (CPPs) are small amino-acid sequences characterized by their
ability to cross cellular membranes. They can transport various bioactive cargos inside cells including
nucleic acids, large proteins, and other chemical compounds. Since 1988, natural and synthetic CPPs
have been developed for applications ranging from fundamental to applied biology (cell imaging,
gene editing, therapeutics delivery). In recent years, a great number of studies reported the potential
of CPPs as carriers for the treatment of various diseases. Apart from a good efficacy due to a rapid and
potent delivery, a crucial advantage of CPP-based therapies is the peptides low toxicity compared to
most drug carriers. On the other hand, they are quite unstable and lack specificity. Higher specificity
can be obtained using a cell-specific CPP to transport the therapeutic agent or using a non-specific
CPP to transport a cargo with a targeted activity. CPP-cargo complexes can also be conjugated
to another moiety that brings cell- or tissue-specificity. Studies based on all these approaches are
showing promising results. Here, we focus on recent advances in the potential usage of CPPs in the
context of cancer therapy, with a particular interest in CPP-mediated delivery of anti-tumoral proteins.

Keywords: cell-penetrating-peptides; protein transduction domains; cancer

1. Introduction

According to the World Health Organization, cancer (or malignant neoplasm) is the second leading
cause of death worldwide (about 1 death in 6). This term regroups a large number of diseases all
characterized by an abnormal division of cells that can invade nearby tissues and other parts of the body
through the blood and lymph system (source: National Institutes of Health (NIH)—National Cancer
Institute). Much effort has been dedicated to finding novel therapies against cancer in the past decades,
but many obstacles must be overcome, such as drug-resistance, toxicity towards non-malignant cells
and side effects, and inefficiency of drug delivery [1]. For the latter, one cause can be the inaptitude of
pharmaceutical compounds to cross the plasma membrane, a semi-permeable hydrophobic barrier that
insures the integrity of cells [2]. Hence, several recent studies focus on the development of alternative
drug delivery systems, such as viral based-vectors, nanoparticles, or cell-penetrating peptides (CPPs)
that enhance cell internalization [3-5]. CPPs, also known as protein transduction domains (PTDs),
are defined as short peptides (less than 30 residues) with the ability to cross biological membranes
in an energy-dependent or -independent manner [5]. In 1988, Joliot and his team discovered the
Antennapedia homeodomain protein, a drosophila transcription factor able to enter nerve cells and
control neural morphogenesis genes [6]. Shortly after, Derossi and colleagues identified the first CPP
by demonstrating that the third helix of the Antennapedia homeodomain protein, named Penetratin,
was the minimal sequence necessary for cell entrance [7]. Since then, more than 1700 CPPs have been
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characterized and listed in the CPPsite 2.0 database [8]. They have been experimentally validated
for in vitro and in vivo delivery of small or large (up to 120 kDA) bioactive cargo inside cells [7,9-22].
Several complete reviews describe different ways to classify CPPs, for example, depending on their
origin (protein-derived, synthetic, or chimeric), their physicochemical properties (cationic, amphipatic,
or hydrophobic), or their uptake mechanism [5,16,23-34]. A non-exhaustive list of well-known CPPs is
shown in Table 1.

Table 1. Classification of cell penetrating peptides.

Peptide Sequence Type Lenght Origin References
Antennapedia Cationic and . . Derossi et al., 1996
Penetratin (43-58) RQIKIWFQNRRMKWKK amphipatic 16 Protein-derived 7]
Green and
HIV-1 TAT protein - . . Loewenstein, 1988;
(48-60) GRKKRRQRRRPPQ Cationic 13 Protein-derived Frankel and Pabo,
1988 [8,9]
pVEC Cadherin - T Elmquist et al.,
(615-632) LLIILRRRIRKQAHAHSK Amphipatic 18 Protein-derived 2001 [10]
Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKAL Amphipatic - Chimeric Eﬁ?’?ﬁ;ﬁ ae}‘l':fjls
Galanine/Mastoparan AALAKKIL Piup ang ”
1996 [12]
MPG HIV-gp41/5V40 GALFLGFLGAAGSTMGAWS Amphipatic 97 Chimeric Morris et al., 1997
T-antigen QPKKKRKV Pp [13]
Pep-1 HIV-reverse .
transcriptase/SV40  KETWWETWWTEWSQPKKKRKY ~ Amphipatic 21 Chimeric Morris [‘fﬁl" 2001
T-antigen
Polyarginines R(n);6<n<12 Cationic 6-12 Synthetic We“d“[?;]‘ﬂ" 2000
MAP KLALKLALKALKAALKLA Amphipatic 18 Synthetic Oe}‘lke[eltﬁ?l" 1998
- . Delaroche et al.,
R6W3 RRWWRRWRR Cationic 9 Synthetic 2007 [17]
NLS CGYGPKKKRKVGG Cationic 13 Protein-derived <08 Et ;]]" 2002
8-lysines KKKKKKKK Cationic 8 Synthetic Mai et al., 2002 [19]
ARF (1-22) MVRRFLVTLRIRRACGPPRVRV ~ Amphipatic 2 Proteinderived ) ”h‘;gf);‘)&%t al,
. LSTAADMQGVVTDGMASGLDKD _— . . Taylor BN et al,,
Azurin-p28 YLKPDD Anionic 28 Protein-derived 2009 [21]

It is also possible to sort CPPs depending on their range of applications. Indeed, thanks to
their unique ability to transport various cargos inside cells with limited toxicity [28], CPPs are now
considered as a powerful tool for both fundamental biology and medical applications. For instance,
they can deliver contrast agents, such as Quantum dots [35] or metal chelates [36], for cell imaging
purposes. Moreover, they can transport nucleic acids (siRNA, antisense oligomers, plasmids, decoy
DNA), for which intracellular delivery is often limited by high molecular weight and negative charges,
making the regulation of gene expression easier [29]. Finally, they can mediate drug delivery, ranging
from nanoparticles to therapeutic proteins, and have been successfully used in a number of in vitro
and in vivo studies. Importantly, while CPPs are able to cross cellular membranes, several studies
demonstrated that most of them cannot cross the blood-brain barrier (BBB), which protects the central
nervous system from toxicity. More than 25 CPP-conjugated drugs are under clinical development in
applications as diverse as inflammation [37,38], pain [39—41], cancer [42], heart diseases [43—45], and
aging [46]. An up-to-date version of completed phase I to III clinical trials is shown in Table 2.
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Table 2. Selection of CPP-based therapies under clinical development.

ClinicalTrial.gov

CPP Cargo Application Status Compound Company

D
. - Phase II §
R7 Cyclosporine A Psoriasis terminated 2003 PsorBan CellGate. Inc N/A
. o Phase II KAI
TAT SPKC inhibitor Heart attack completed 2011 KAI-9803 Pharmaceutical NCT00785954
HSP20 . Phase 11 Capstone
PID4 phosphopeptide Wound healing completed 2012 AZX-100 Therapeutics NCTO0825916
Pediatric Brain
P28 P28 Central Nervous Phase I P28 Tumor NCT01975116
System Tumors ~ completed 2013 C .
onsortium
Phase 1 CDG
P28 P28 Solid tumors P28 Therapeutics. NCT00914914
completed 2014 Inc
Duchenne
Muscular Phase II Sarepta
N/A N/A Dystrophy completed 2015 AVI-4658 Therapeutics NCT00844597
(DMD)
Intraocular Phase 11T
TAT JNK-1 inflammation XG-102 Xigen SA NCT02235272
R completed 2016
and pain
Acute inner ear Phase III . .
TAT JNK-1 hearing loss completed 2017 AM-111 Auris Medical NCT02561091
Botulinum toxin Cervical Phase II Revance
MTS A Dystonia completed 2018 R-002 Therapeutics NCTO2706795

The diversity of pathways and cell types targeted demonstrates the boundless potential of
CPP-based therapies. Their success comes not only from their great intracellular delivery performance
but also from their versatility; they are simple to synthesize, to modify, and to improve. However,
to date, there are still no FDA approved CPP-conjugated drugs and several clinical trials have been
discontinued. Among the reasons we can quote are: (1) in vivo stability issues, due to frequent
susceptibility to proteolytic degradation [47]; (2) immunogenicity issues; (3) poor efficiency due to
the drug’s failure to escape from endosomes after being internalized by cells; (4) toxicity due to the
degradation of excipients; and (5) toxicity or poor efficiency due to the CPP’s lack of specificity. Indeed,
while it is known that cationic CPPs interact with glycosaminoglycans [48], it is not yet established
whether they can bind to specific membrane receptors. A wide biodistribution of CPP-conjugated
drugs can lead to a reduction of drug efficiency due to a lower local concentration. Cost must also
be considered, as well as risks of off-target effects. Hence, maximizing tumoral cell targeting while
sparing normal cells is crucial.

In view of these challenges, we here present a review of the methods for CPP optimization and
the latest promising CPP-based anticancer therapeutic strategies, especially CPP-protein complexes.

2. CPPs as Molecular Carriers in Cancer

2.1. CPP-Cargo Complexes Internalization

CPPs and their molecular cargoes can be bound using two different approaches. One way is
to link CPPs and cargoes non-covalently using electrostatic interactions. For example, amphipathic
peptide carriers, such as MPG and Pep-1, can form complexes with cargoes without the need for any
crosslinking or chemical alterations [30,31,49,50]. The other way, which is more frequent, is to make
a covalent connection between the two molecules. This method has been extensively used and has
shown good results with carriers as varied as Penetratin, TAT, or Polyarginines [31,51,52].

Several models have been proposed for CPP internalization, but the exact mechanism remains
poorly understood. However, evidence supports that both direct translocation (energy-independent
mechanism) and endocytosis (energy-dependent) are involved in the cellular uptake process [27,32,53].
For direct translocation, at least three models have been described: the inverted micelle model due
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to the lipid bilayer interaction with the peptide [54], the pore formation [55], and the “carpet” model
(membrane destabilization) [56]. For endocytosis, caveolae, and clathrin independent or dependent
pathways have been reported [57-59], as well as macropinocytosis [60-62]. A summary of CPP
internalization models is shown in Figure 1. It also seems that many factors, such as experimental
conditions (temperature and pH), cell type, nature of CPP, nature of cargo, amount of CPP, and cargo
are influencing the translocation process, as well as endosomal escape efficiency [27,32,53].

ENERGY -DEPENDENT PATHWAYS

Endocytosis
Clathrin-mediated
Caveolin-mediated

cpp

mrmenlomeetr |) NG~

el | LEubiee

\/ ENERGY -INDEPENDENT PATHWAYS

“Carpet model"
(membrane destabilization) -
s ™
.Y .\‘ -.... .
¥ § ewe
- ¥ -
-—

Figure 1. CPP translocation mechanisms.
2.2. Delivery of Chemotherapeutic Agents

In the past few years, a handful of studies suggested that linking chemotherapeutic agents to CPPs
could increase their efficiency by promoting intracellular delivery. For instance, Szabo et al. showed
that methotrexate (MTX) covalently attached to the N-terminal of CPPs (Penetratin or R8) via peptide
bons more-efficiently enter breast cancer cells, especially MTX-resistant cells [63]. More recently,
Movafegh and co-workers demonstrated that poly-L-arginine could also increase the cellular uptake
of doxorubicin (DOX), as well as its cytotoxicity towards human prostate cancer cells [64]. Likewise,
doxorubicin’s stable conjugation via covalent bond with other CPPs, such as TAT (transactivator of
transcription) and Penetratin, as well as the novel KRP, enhances its therapeutic effect [65-67]. In
particular, KRP-DOX accumulates in the tumors by the enhanced permeability and retention (EPR)
effect and KRP, thanks to its two nuclear localization sequences, leads the drug to the nucleus. Another
example is the combination of Paclitaxel (PTX) with TAT—the covalent drug-peptide complexes
display a greater anti-tumoral activity against human lung and breast cancer cell lines. Based on
their uptake experiment results, the authors speculate that PTX-TAT may enter the tumor cells via
an energy-independent, direct translocation pathway [68]. Finally, the experiment by Izabela et al.
indicated that Transportan 10 (TP10) significantly improves the anti-cancer effect of cisplatin in human
cervical tumoral and osteosarcoma cells compared to the drug alone. In this setting, non-covalent
carrier-cargo complexes are formed with a metal-affinity-based linkage, and TP10-cisplatin seems
to enter tumor cells via non-endocytic concentration-dependent pathways [69]. All these reports
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and several others provide evidence that the use of CPP for the delivery of chemotherapy may be
therapeutically valuable thanks to enhanced pharmaceutical features.

2.3. Delivery of Nucleic Acids

Another field of medicine that could benefit from the use of CPP is gene therapy. Gene therapy
represents a real hope for the prevention and treatment of many diseases, including cancer. However,
nucleic acids are large and hydrophilic, meaning they are not able to cross cell membranes [29].
To overcome this problem, different vectors have been used but most of them, especially viral particles,
display a high toxicity [70]. It is now known that cationic CPPs, such as TAT [61] or hPP10 [70], can be
bound in a covalent or non-covalent fashion to unprotected nucleic acids (plasmid DNA and small
interfering RNA). In the context of cancer, Lee and colleagues recently investigated the ability of a
new CPP, BR2, to bind to VEGF siRNA and inhibit the expression of target genes [71]. VEGF is a key
mediator of angiogenesis, a hallmark of cancer [72]. Their experiments suggest that cationic BR2 can
form electrostatic interactions with anionic VEGF-siRNA thanks to the addition of nitrogen/phosphate
(ratios above 4) and that the positively charged complexes of BR2-siRNA can enter the cytoplasm of
cells to promote knockdown of target genes. Another interesting work has been performed by Fang
et al. on breast cancer models. They developed and characterized a new gene silencing approach:
siRNA targeting CCL2 linked to TAT by non-covalent “soft” calcium bounds [73], which regulates the
balance between TAT-siRNA complex stabilization and siRNA release after cellular uptake [74]. The
chemokine CCL2 is overexpressed in invasive breast cancers and regulates their progression through
multiple mechanisms [75]. They show that Ca-TAT/CCL2 siRNA can be efficiently delivered in vitro
to breast cancer cells and in vivo to mice bearing triple negative breast cancer cell (MDA-MB-231)
tumors. The results indicate that CPP-cargo complexes inhibit growth tumor and metastasis, as well
as cancer stem cell renewal and recruitment of M2 macrophages. Among many other promising
targets for CPP-siRNA therapeutic strategies, we can quote Nrf2, a transcription factor which can
provide cancer cells with a growth advantage and cause resistance to chemotherapy in many cancers,
including lung cancers [76,77]. Cyclin B1, the regulatory subunit of cyclin-dependent kinase 1 (Cdk1),
is another interesting target, as it is overexpressed in several cancer cells and plays a role in cancer cell
survival and proliferation [78]. In their study, Morris et al. used a peptide nucleic acid (PNA) analog
of anti-cyclin B1 linked to a CPP called Pep-3. They showed that the intra-tumoral injection of the
drug into prostatic tumor-bearing mice inhibits tumor growth [79]. Of note, as described initially by
Gait and his team, PNA are a good alternative to oligonucleotides as they are unaffected by cellular
nucleases and have strong RNA binding ability [80]. Moreover, they lack negative charge, which
facilitates CPP conjugation.

2.4. Delivery of Proteins

Last but not least, an emerging strategy for the treatment of cancers relies on protein therapy.
Twenty years ago, Dowdy and colleagues made the observation that CPPs such as TAT could delivery
large biologically active proteins (120kDa (3-galactosidase) into several organs after intraperitoneal
injection into the mouse, without crossing the BBB [81]. This important breakthrough opened the gate
for the use of CPP-conjugated therapeutic proteins and vaccine peptides. In the past 10 years, many
research groups have tried to use CPPs for the development of vaccine delivery systems [82]. The
aim is to deliver antigenic peptides into any antigen presenting cell, such as dendritic cells, ensuing
processing and presentation followed by induction of an immune response. For instance, Pouniotis et
al. describe the use of Penetratin linked to cytotoxic T lymphocyte epitopes derived from ovalbumin
or mucin-1 tumor-associated antigens. In their paper, they show that these complexes are able to
induce a stimulation of CD4+ and CD8+ T cells in vitro. In vivo, the secretion of cytokines due to T cell
response inhibits B16.OVA melanoma cell growth. Moreover, pre-immunization with Penetratin-OVA
protects mice from a subsequent tumor challenge [83,54]. This year, Brooks et al.’s work highlighted
the therapeutic potential of a CPP linked to mucin-1 and T-cell epitopes. In a tumor vaccination model,
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this peptide induces multiple immune responses and delays mucin-1 tumors in mice [85]. In the
same period, Shahbazi and Bolhassani performed a comparison of six cell penetrating peptides for the
delivery of HPV16 E7 antigen in the context of HPV. E7 is an oncoprotein constitutively expressed by
HPV-infected cells, and as such, a therapeutic vaccine target. Data obtained indicate that CPPs Pep-1,
Cady-2, p28, and hPP10 can mediate E7 antigen entry into tumoral cells and that immunization of
mice induces a long-term protection against tumor challenge, especially in the p28-E7 group [86].

Interestingly, p28 itself presents an anti-tumoral activity; p28 holds its penetrating properties
from a domain derived from the protein azurin (amino acids 50 to 67), called p18 [22]. The full-length
peptide prevents p53 ubiquitination in cancer cells, and thus induces a post-translational increase of
p53 [87]. This peptide is able to inhibit angiogenesis and cancer cell growth [42,87,88]. In addition,
P28 has been characterized as a tumor-homing peptide, meaning that it preferentially enters tumor
cells [22]. In fact, Noei and his team took advantage of this property to design a novel therapeutic
strategy, based on the fusion of p28 to apoptin [89]. Apoptin accumulates in the nucleus of tumoral
cells, where it induces apoptosis in a p53-dependent manner [90]. Noei et al. show that p28-mediated
targeted delivery of apoptin allows a selective cytotoxicity towards breast cancer cells, while sparing
normal cells.

In the development of therapeutic peptides, the modulation of protein-protein interactions (PPIs)
is also receiving a great deal of attention. PPls are involved in almost every cellular process and
tidily regulate signaling pathways. Thus, targeting deregulated PPIs in cancer could be an efficient
therapeutic strategy. Tian et al.’s work focuses on SET-PP2A interaction [91]. SET is an oncoprotein that
inhibits PP2A activity, a well-known tumor suppressor [92]. They engineered two peptides composed
of a CPP Mut3DPT, linked to either SET or PP2A interaction sites: Mut3DPT-SET and Mut3DPT-PP2A.
Data suggest that these peptides can both disrupt SET-PP2A interaction and have an anti-tumoral
effect in vitro and in vivo. The same research team generated a Ras/Raf interfering peptide linked to
Mut3DPT [93]. Ras/Raf activation is involved in the development of lymphoid cancers. The results
of the study indicate that their peptide can interfere with the Ras/Raf pathway and induce tumoral
cell death in vitro in chronic lymphocytic leukemia cell lines and primary cells. In vivo, treatment
with the peptide extends survival in mice xenograft models. Other groups have identified interesting
protein-protein interactions that could be potential targets in cancer [94-96]. 10 years ago, we reported
the great interest of targeting the anti-apoptosis clone-11 (AAC-11) protein activity [97]. AAC-111is
an anti-apoptotic protein overexpressed in many cancer cells and tissues [98]. Its interaction with
apoptosis-related proteins is known to be involved in different mechanisms leading to the development
and progression of cancer [89]. A particularly interesting protein is the nuclear factor Acinus, which
plays a role in the DNA fragmentation involved in the apoptotic process, and in which interaction
with AAC-11 abrogates this function [98]. Results obtained previously showed that AAC-11 also
has a critical role in the sensitivity to apoptosis induced by antitumor agents [99]. In particular, this
protein negatively controls E2F1-dependent apoptosis [98]. It was also demonstrated that AAC-11
increased the formation of metastases via the Erk pathway [100] and that it was involved in the
immune system escape through the FGF-2 cellular survival pathway [101]. Interestingly, inactivating
mutations within the LZ domain of AAC-11, which functions as a protein-protein interaction module,
repeals its pro-metastatic and anti-apoptotic properties, indicating the importance of this LZ domain
for the carcinogenic properties of AAC-11 [100,101]. Thus, blocking AAC-11 sites of interaction (an
alpha-helical leucine-zipper domain) could potentially inhibit the downstream pathways involved
in tumoral cell activity. Therefore, we designed RT53, a peptide composed of the CPP Penetratin
linked to the leucine zipper domain of AAC-11 as a competitive inhibitor of AAC-11 [89]. Our results
show that RT53 is a tumor-homing peptide, able to selectively induce cell death in cancer cells while
sparing normal cells [92,93]. In vivo, RT53 inhibits the growth of both BRAF wild-type and V600E
mutant melanoma xenograft tumors [93]. More recently, we demonstrated that RT53 can induce
immunogenic cell death via the emission of danger signals and in a fibrosarcoma tumor vaccination
model [102]. Hence, this peptide could represent a promising therapeutic approach for melanoma
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and other cancers patients, as it encompasses both anti-tumor and immunotherapeutic effects, while
presenting a tumor-homing property.

3. CPP-Based Anti-Cancer Therapy Optimization

As stated before, clinical applications of CPPs depend on the improvement of important
parameters: the delay of degradation of CPPs by enzymes circulating in the plasma, the endosomal
escape efficiency, and the improvement of cell/tissue-specificity.

3.1. Chemical Modifications to Enhance Therapeutic Delivery and Stability

Although the sequences of CPPs are rather variable, some structural features are commonly
retrieved. For example, CPPs are generally composed of positively charged amino acids, with an
advantage of arginine residues over lysines for internalization due to the presence of a guanidium
group [65,103-106]. They also often display x-helical regions which have been shown to enter cells
more effectively [107]. An optimal size and hydrophobicity are also important factors. Because of these
known elements, it is now easier to predict the ability of a short peptide to penetrate cell membranes,
using computational approaches, such as Héllbrink /Hansen et al., algorithm [108,109], or the AAN
modeling method [110].

Several research groups focus on the synthesis of novel CPP sequences or the optimization of
existing CPP sequences [104,111]. Their work consists of finding the shortest sequence necessary for
cell entrance with the best delivery efficiency (cellular uptake and endosomal escape) and the best
stability. This can be done by replacing some residues. For instance, in order to decrease sensitivity to
cellular degradation, lysines can be replaced with unnatural orithines [112], and L-amino acids can be
replaced by D-amino acids [47]. It is possible to design protease-resistant CPP by the use of a shielding
strategy. Indeed, positively charged CPPs can interact with negatively charged polymers, such as
polyethylene glycol (PEG). Addition of PEG protects CPPs against degradation, bringing metabolic
stability in the bloodstream and a longer biological half-time [113]. It is important to find the right
balance between a good stability, insuring the delivery of the CPP-conjugated drug to the targeted
cellular component, and its necessary elimination that prevents unwanted toxicity.

Another approach is to modify the structure of the CPP. For example, it is possible to enhance
cellular uptake by changing peptides into cyclic peptides [51,114,115], dendrimers [116], or transform
their side chains [117-119]. Furthermore, the addition of trifluoromethylquinoline moieties [120]
or replacement of certain residues with histidines are common strategies to make endosomolytic
CPPs [121,122]. As another option, Oskolkov et al. engineered stearylated TP10 analogs, named
NickFects, with enhanced endosomal escape efficiency [123]. It is important to ensure that none of the
peptides” modifications alter their solubility, ease of synthesis, or toxicity.

Of note, the conditions and biochemical/structural modifications should be optimized
individually according to the transduction task, due to a strong relationship between cell types,
cargoes, and CPPs. Indeed, non-covalent cargo/CPP complexes are stabilized by common interactions
between molecules, including polar, ionic, or hydrophobic interactions. Thus, different cargoes show
different rank orders for “best” carrier. Moreover, it has been shown that the CPP’s mechanism of
entry into cells is strongly influenced by the properties of the cargo. For instance, CPP TAT cellular
uptake varies depending on the size of the cargo: for short peptides (less than 50 amino acids), a rapid
and direct penetration occurs, while for bigger proteins (more than 50 amino acids), CPP-cargo are
internalized via endosomal vesicles with slow rates [124].

3.2. Tumor-Homing CPPs

The most straightforward way to obtain specificity towards cancer cells is to develop
tumor-homing CPPs. Biopanning of phage displayed peptide libraries on cells or tissues is one
of the most common methods to identify such peptides. In this technique, the target cell type is
exposed to a large combinatorial library of phages, which are modified in a way that their envelope
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can carry peptides of different lengths and structures. It is then possible to discriminate which
phages associated to which peptides can bind or be internalized by tumoral cells and their normal
counterparts. The strength of this method is that cell-specific peptides can be isolated without the
prerequisite of knowing a surface biomarker [125,126]. In recent years, it allowed for identification of
some tumor-homing peptides. For example, it has been found that the tripeptide motif Arg-Gly-Asp
(RGD) was able to recognize specific integrins present at the surface of cancer cells [127]. Shortly after,
it has been shown that coupling RGD-motif integrin ligands to chemotherapeutic agent doxorubicin
allows for improvement of its efficiency towards humans breast cancer cells in vivo with limited
toxicity [128]. Using the same technique, Zhou et al. found a novel CPP called MT23 with mouse
melanoma cell specificity. MT23 can only enter B16 melanoma cancer cells and MT23-apoptin can
significantly inhibit tumor growth and induce the cell apoptosis in B16 tumor-bearing mice [129].

The preference of some peptides for cancer cells has been discovered more randomly. For instance,
BR2, which was initially designed as a shorter derivative of the anti-tumoral peptide buforin IIb,
showed unexpected tumor-homing ability through interaction with ganglioside, via lipid-mediated
macropinocytosis [130]. For its part, KRP is a basic polypeptide, which tends to accumulate in the
acidic microenvironment of tumors. Then, cationic KRP is apt to adsorb to the negative charges of
heparin D sulfate in the membrane of tumor cells through electrostatic interaction [67], while p28
and RT53 have also been shown to specifically target tumor cells [22,89]. The factor(s) responsible for
this favorable property still remain to be investigated. It could be due to intrinsic features of tumoral
tissues and cells or to the expression of a specific surface biomarker.

In addition, some groups have tried to engineer more complex delivery systems, conjugating a
third molecule that confers specificity to the CPP-cargo composite. For example, Xiang et al. designed
a novel tumor targeting drug delivery system by attaching a CPP called dNP2 to HPMA, a copolymer
known to specifically target tumor tissues via the passive-targeting process (EPR effect) [131]. Results
show that HPMA-dNP2-doxorubicine conjugates display higher and more specific uptake in cancer
cells with enhanced activity compared to the drug alone.

3.3. CPP-Antibody Conjugates

Another strategy to improve specificity is based on tumor targeting using monoclonal antibodies
(mAD). For example, Shin and colleagues designed a complex system composed on one side of a
conjugate of heparin and a murine anti-CEA (anti-carcinoembryonic antigen) monoclonal antibody,
and on the other side of a TAT-gelonin fusion protein [132]. CEA stands for anti-carcinoembryonic
antigen, a receptor overexpressed at the surface of colorectal cancer cells. Gelonin is an inhibitor of
protein synthesis with a strong cytotoxic effect. The two conjugates are able to associate through
an electrostatic interaction between the cationic TAT and anionic heparin. The antibody specifically
binds to CEA antigens overexpressed in the cancer cells. Once targeted, slowly released TAT-gelonin
from the anti-CEA-heparin conjugate counterpart internalizes into tumor cells via TAT-mediated
transduction, which results in apoptosis of the tumor cells. In vivo, treatment with the CPP-antibody
conjugate induces a significant inhibition of tumor growth. This system, called “ATTEMPTS” (antibody
targeted triggered electrically modified prodrug type strategy) has been declined in several other
CPP-conjugated drugs and enables the drug to efficiently address potential specificity issues [133].

3.4. Activatable CPPs

Activatable cell-penetrating peptides (ACPP) are systems in which the CPP’s cell-penetrating
function is masked with an anionic peptide by a cleavable linker. Once in the tumor tissue, proteolysis
of the linker activates the cell-penetrating function of CPP [26]. Ingeniously, Tsien and his team took
advantage of ACPP cleavable by matrix metalloproteinase-2 (MMP-2), known to be upregulated
in most solid tumors, and to promote tumorigenesis. These ACPPs can target many xenograft
tumor models from different cancer sites [134]. Similar strategies have been successfully used in
several studies. For instance, in Cheng et al.’s experiments, the shielding group of 2,3-dimethylmaleic
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anhydride (DMA) is used to inhibit the cell-penetrating ability of the CPP (R8) at physiological pH
7.4. At tumor extracellular pH 6.8, the hydrolysis of DMA leads to charge reversal, activating the
function of CPP to lead the cargo (doxorubicine) inside cells. Data showed that the ACPP exhibited
significant tumor growth inhibition in vivo [135]. In another study, the ACPP is composed of a CPP
(R8), an acid-labile linker (hydrazone), and a polyanionic domain. At pH 7.4, the positive charges of
R8 are shielded by electrostatic interactions with the polyanionic domain. At pH 6.8, however, the
inhibitory peptide detaches due to interaction breakage. Then, the unshielded CPP enters tumoral cells
where it delivers its cargo, a polo-like kinase 1 siRNA that favors apoptosis [136]. There are numerous
application examples of this novel ACPP system that take advantage of the tumoral microenvironment
properties, in particular pH [26].

3.5. Passive Targeting with Intracellular Specificity

Finally, an interesting lead could be to rely on cellular mechanisms (deregulated pathways or
conditions) unique to tumoral cells. In this strategy, there is no need for a cell-specific CPP. In practice,
one example could be to take advantage of hypoxia, a phenomenon common to the majority of cancer
cells. Hypoxia-inducible factors (HIFs) are the main effectors of cell response to hypoxia, by which they
promote cancer cell survival and progression. Overexpression of ETD (ERK Targeted Domain) variants
cause HIF-1 inactivation [137]. Thus, Karagiota and co-workers designed TAT-EDT peptides to target
cancer cells under hypoxia in hepatocarcinoma models. Their data show a specific cytotoxic effect
towards those tumoral cells, while producing no effects in normoxic cells [138]. In another strategy,
Darwish and his team have designed a cyclic CPP conjugated with doxorubicine via disulfide bridge
to construct a smart drug delivery system Dox-SS-CPP. The disulfide bridge is expected to increase
the activity of the conjugate inside cancer cells because it can be cleaved with intracellular thiol, such
as glutathione, which is more active in cancer cells compared to normal cells. Indeed, their results
demonstrate an enhance cytotoxic effect of the conjugate towards cancer cells compared to the drug
alone, with a limited toxicity [139].

4. Summary and Concluding Remarks

In the past 30 years, much effort has been dedicated to finding novel therapies against cancer.

CPPs are receiving more attention thanks to their ability to deliver large cargoes of various nature inside
cells. However, there is still no FDA (Food and Drug Administration) approved CPP-conjugated drug,

although p28 is listed in two phase I trials (clinicaltrials.gov) for the treatment of solid p53 tumor [42].

The issues to address before translating CPPs into clinics are the following: the route of administration
(oral administration is the best option for pharmaceutical industries); the stability in vivo and the
non-specific intracellular uptake. Great progress has been made to improve those parameters. Indeed,
many novel CPP-based delivery systems have been developed, introducing chemical and structural
modifications or anti-proteases shielding for example. In the search for enhanced specificity, incredible
advance has been made. Two main strategies have received particular attention: engineering peptides
with a preference for tumoral cells or targeting cancer cell intracellular properties (summarized in
Figure 2).
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Figure 2. Strategies for tumor-specific CPP-conjugate delivery. To further enhance CCP-mediated
intracellular uptake of conjugates, cargos can be linked to either tumor-homing CPPs (A),
tumor-homing moiety (B) or membrane receptor specific antibody (C). Moreover, CPP-based drugs can
be designed so they are only activated in the close neighborhood of tumor, where the microenvironment
is different (D) or inside the transformed cell (E).

For the first strategy, the easiest way is to develop tumor-homing CPPs (Figure 2A). These peptides
have a particular affinity for cancer cells or tissues because of physicochemical features of the tumor,
or because of the expression of a specific biomarker. CPPs can also be coupled to a moiety that
brings specificity towards tumoral cells (Figure 2B) or to an antibody that recognizes a specific marker
expressed at the membrane of cancer cells (Figure 2C). Finally, it is possible to use ACPP—that is to
say, shielding strategies, in which the CPP function is inactive in physiological conditions but activated
in the close neighborhood of tumor, where the microenvironment is different (Figure 2D). For the
second approach, CPP can enter any kind of cell but the cargo is only active inside tumoral cells, where
molecular pathways are deregulated (Figure 2E). In terms of clinical applications, many factors need
to be considered: cost, ease of synthesis, elimination, and immunogenicity, among others. Taking
these elements into account, tumor-homing CPPs seems to be the most promising approach. Indeed,
they are short and quickly eliminated, with a negligible toxicity. They are less expensive to produce
than CPP-antibody conjugates. Moreover, the addition of complex molecules, such as antibodies,
liposomes, nanoparticles, or biopolymers, increases the risk of immunogenicity. The same evaluation
should be made concerning the cargo. Although coupling with a tumor-homing CPP appears to be
a useful tool to reduce the chemotherapeutic agent’s toxicity, the risk of off-target effects, as well
as development of resistance mechanisms, remain substantial. Application of gene therapy, while
very promising in the case of inherited monogenic disorders, seems to be much more complicated
in the context of cancer. The abnormalities are polygenic and there is high genetic heterogeneity, not
only between tumors in different patients, but also between tumors at different sites within the same
individual. On the contrary, targeting protein-protein interactions with CPP-protein conjugates allows
for interference with many different pathways which are common to all tumors, with a limited risk
of resistance-mechanism development. Stimulating the immune system with vaccine peptides also
holds great promise. This technology allows the immune system cells to recognize tumor antigens
more effectively and specifically attack and destroy cancer cells. Ultimately, peptides such as RT53 that
combine (1) a tumor-homing property to (2) a specific effect on protein-protein interactions involved
in cancer to (3) a specific immune response seem to be the most promising therapeutic strategy.
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DEVELOPPEMENT ET CARACTERISATION DE L'EFFET THERAPEUTIQUE DE PEPTIDES PENETRANTS DERIVES DE
LA PROTEINE AAC-11 DANS LE CONTEXTE DE CANCERS CUTANES ET/OU HEMATOLOGIQUES

L’équipe du Dr. Poyet s’intéresse a I'étude des interactions protéine-protéine (PPls) dans le contrble de
I'apoptose et leur modulation dans le cadre de nouvelles stratégies médicamenteuses et a démontré le role
important de la protéine AAC-11 pour le développement et la progression tumorale. AAC-11 est une protéine
anti-apoptotique, surexprimée dans de nombreux tissus et cellules néoplasiques. Elle possede un réle crucial
dans la survie de ces cellules et leur sensibilité aux agents anti-cancéreux, di a des PPIs impliquant son domaine
Leucin-Zipper (LZ).

Notre équipe a donc eu I'idée de concevoir des peptides pénétrants (CPPs) dérivés du domaine LZ d’AAC-11 et
agissant comme inhibiteurs compétitifs de son activité. Les CPPs sont de petites séquences d’acides aminés
capables de traverser la membrane plasmique des cellules pour y délivrer un cargo. lls ont 'avantage d’étre
faciles a synthétiser et a modifier et surtout d’étre généralement non-toxiques in vivo. Nos peptides sont
constitués de deux domaines : la pénétratine (séquence de pénétration cellulaire), couplée a des portions du
domaine LZ d’AAC-11. Ces peptides appelés LZDPs ont été brevetés (PCT/EP2015/053307) sur la base de la
démonstration de leur activité anti-tumorale dans divers modéles de cancers, parmi lesquels le mélanome.

Mon projet de thése visait a évaluer les propriétés anti-tumorales de ces peptides dans d’autres types de cancers,
en particulier le Syndrome de Sézary (SS) et les Leucémies Aiglies Myéloides (LAMs). Les résultats obtenus dans
ces pathologies ont mis en évidence un fort effet cytotoxique des peptides LZDPs vis-a-vis des cellules malignes,
mais pas des cellules saines environnantes. Cette activité anti-tumorale spécifique est non seulement observée
in vitro sur des lignées cellulaires, mais aussi ex vivo sur des prélevements de patients et in vivo dans des modeles
murins pré-cliniques.

J'avais également pour objectif d’approfondir nos connaissances concernant le mécanisme d’action des peptides
LZDPs. Les données obtenues au cours de ma thése ont montré qu’ils agissaient en induisant une rupture de la
membrane des cellules cancéreuses qui semble due a linteraction avec un ou des partenaires exprimés
uniquement a la membrane des cellules tumorales. Un de ces partenaires est la protéine PAK1, exprimée a la
membrane des cellules de Sézary et des cellules leucémiques et dont la présence est nécessaire a I'activité
membranolytique des peptides. PAK1 est particulierement intéressante car elle est connue pour étre impliquée
dans plusieurs étapes de la tumorigénése, et son interaction avec AAC-11 pourrait potentiellement expliquer le
développement de certains cancers.

Fait intéressant, nos résultats indiquent que les peptides LZDPs induisent une mort cellulaire immunogene des
cellules cancéreuses. Dans des modeles murins immunocompétents, nous avons mis en évidence que cela
permettait I'activation du systeme immunitaire. Ainsi, dans ces modeles, il est possible d’utiliser les lysats
cellulaires obtenus aprés exposition de cellules cancéreuses aux peptides en tant que vaccins prophylactiques ou
thérapeutiques.

Enfin, un autre axe de ma thése consistait a optimiser la séquence de pénétration et la séquence active des
peptides dérivés d’AAC-11. D’une part, nous avons amélioré la portion LZ du peptide, en concevant des peptides
plus courts, conservant les propriétés anti-tumorales du peptide original. D’autre part, nous avons construit une
séquence de pénétration plus courte et plus efficace en termes de pénétration cellulaire que la pénétratine. Les
peptides « seconde génération » constitués de cette séquence associée a celle du LZ d’AAC-11 possédent des
propriétés anti-tumorales comparables a celles des peptides de premiére génération.

Forts de ces résultats, nous espérons désormais débuter un ou plusieurs essai(s) clinique(s) dans les contextes
du SS et de la LAM, en collaboration avec les équipes médicales de I’hopital St-Louis.

Mots clés : apoptose, cancer, AAC-11, Cell-Penetrating-Peptides, Leucin-Zipper, PAK1, Syndrome de Sézary,
Leucémie Aiglie Myélocytaire, vaccin anti-cancéreux



