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Introduction


Partie I : Cancer et systéme immunitaire :

1. Importance du systéeme immunitaire dans le contréle du développement

des tumeurs

1.1. Prémices de I’'immunosurveillance et premiers obstacles

En 1909, Paul Erlich soumet I’hypothése que le systéme immunitaire (SI) pourrait con-
troler le développement des tumeurs (Blair and Cook, 2008; Block and Markovic, 2009). Puis,
en 1957, Thomas et Burnet approfondissent cette hypothése d’immunosurveillance dont 1’idée
principale est que les lymphocytes agissent comme des gardiens capables de reconnaitre et de
détruire des cellules néoplasiques (Dunn, Old and Schreiber, 2004; Blair and Cook, 2008). Ce-
pendant, le manque de technologies a I’époque a empéché ces auteurs de le démontrer expéri-
mentalement. Toutefois, des études cliniques se penchant sur le lien entre I’immunosuppression
a long terme, liée a une maladie (syndrome de I’immunodéficience acquise ou SIDA) ou médi-
camenteuse (patients ayant subi une greffe allogénique), et le développement de tumeurs ont
proposé des arguments en faveur de I’existence et I’importance de I’immunosurveillance
(Block and Markovic, 2009). Ceci n’a cependant pas pu étre démontré chez les souris nude
immunodéficientes en systeme immunitaire adaptatif, le seul modele murin immunodéficient
de I’époque. Effectivement, I’absence de cellules immunitaires n’a pas augmenté I’incidence
d’apparition de Iésions néoplasiques dans cette lignée comparée aux souris sauvages apres uti-
lisation du methylcholantrene (MCA), un puissant carcinogéne (Rygaard and Povlsen, 1974;
Stutman, 1974, 1979). A I’époque, ces expériences tendaient donc a réfuter ce principe d’im-
munosurveillance. Cependant, avec du recul, plusieurs éléments manquaient pour interpréter
correctement ces résultats. Premi¢rement, les souris nude ne sont pas totalement dépourvues de
cellules immunitaires puisqu’elles possédent une quantité détectable de lymphocytes T (LyT)
o/B mais aussi un SI inné¢ fonctionnel (Hunig, 1983; Ikehara et al., 1984; Maleckar and
Sherman, 1987). Deuxiémement, ces souris possedent les cellules naturelles tueuses (NK), une
sous population de cellules immunitaires jusqu’alors inconnues, sous-estimant de ce fait leur
impact dans la mise en place des réponses immunitaires (RI) antitumorales. De méme, le rdle
de 'immunité innée était totalement sous-estimé notamment dans le développement des ré-
ponses immunitaires (RI) adaptatives (Janeway, 1989). De surcroit, les souris nude expriment
a haut niveau une isoforme de 1°‘enzyme qui est impliquée dans la métabolisation du MCA, le

rendant hyper-actif et augmentant son pouvoir carcinogéne (Heidelberger, 2003). Ainsi, la
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transformation cellulaire induite par cette molécule est si efficace qu’il est impossible de mettre
en exergue un éventuel réle du SI dans le développement tumoral. Méme si ces réserves peuvent
désormais €tre appréciées, ces expériences ont grandement mis a mal le principe d’immunosur-

veillance dans les années 1970.

1.2. Renaissance du principe de I’immunosurveillance

Dans les années 1990, toute une série d’expériences s’est avérée étre en faveur du con-
cept d’immunosurveillance. De fait, une premicre série d’études a montré que 1’interféron
gamma (IFN-vy), un acteur majeur de la réponse immunitaire, protége contre le développement
de tumeurs transplantées ou chimio-induites et contre ’apparition spontanée de tumeurs
(Kaplan et al., 1998; Street, Cretney and Smyth, 2001; Street et al., 2002). Les tumeurs crois-
sent plus rapidement et avec une plus grande incidence lorsqu’un anticorps bloquant cette mo-
lécule est utilisé, confirmant les résultats précédents (Dighe et al., 1994). En outre, I'utilisation
de souris « knock-out » (KO) pour le récepteur IFNGR1 (sous unité du récepteur de I’'TFN-y) et
de STATI (une protéine responsable des effets biologiques de I’'IFN-y) a montré que ces souris
étaient 10 a 20 fois plus sensibles a 1’apparition de tumeurs que les souris sauvages dans un
modele tumoral chimio-induit par le MCA. Ces souris développaient plus de tumeurs, poussant
plus vite et a des doses plus faibles de MCA (Kaplan et al., 1998). Ceci fit confirmé dans des
expériences indépendantes avec des souris déficientes pour le géne codant de I’'IFN-y (Street,
Cretney and Smyth, 2001). Dans un second temps, des travaux se focalisant sur les effets de la
perforine, une protéase exprimée par les LyT et les cellules NK et impliquée dans la cytotoxicité
induite par les lymphocytes, dans le contexte tumoral ont apporté¢ de nouveaux ¢léments en
faveur du principe d’immunosurveillance. En effet, les souris déficientes pour la perforine sont
plus sensibles aux tumeurs chimio-induites par le MCA (Van Den Broek ef al., 1996; Smyth et
al., 2000; Street, Cretney and Smyth, 2001; Street et al., 2002). De surcroit, elles développent
plus de tumeurs spontanées et 1’incidence de lymphome est méme augmentée dans un fond
génétique déficient pour p53. Ces expériences montrent donc que le développement de tumeurs
est controlé par des acteurs du SI remettant ainsi au gotit du jour le concept d’immunosurveil-
lance. Finalement, le travail démontrant définitivement ce principe médié par les lymphocytes
et 'IFN-y est venu avec la génération de souris déficientes pour les enzymes recombinases
RAGI1 et RAG2 (souris RAG17- et RAG27"), impliquées dans le réarrangement V(D)J du ré-
cepteur a ’antigéne des LyT (TCR pour « T-cell Receptor ») et générant donc des souris ne
possédant pas de cellules T, B et NK-T (Shinkai et al., 1992). Les souris 129/SVEV RAG2™-

développent d’ailleurs plus de tumeurs et plus rapidement que les animaux non génétiquement
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modifiés apres challenge avec le MCA. Ces résultats ont aussi ét¢ confirmés dans les souris
RAG1"- mettant en exergue le role proéminent du SI dans la lutte contre la mise en place de
tumeurs (Smyth, Crowe and Godfrey, 2001). Le recoupement entre les voies suppressives du
développement de tumeurs liées a I’'IFN-y et celles liées aux lymphocytes a été investigué en
réalisant une étude comparative sur la formation de tumeurs entre les souris déficientes pour le
récepteur 4 'IFN-y (IFNGR17- ou STAT1"”~ ou déficientes pour les deux voies IFNGR1” et
STAT1”) et des souris RAG2” ou des souris doublement déficientes RAG2”- et IFN-y”-
(Shankaran et al., 2001). Toutes les lignées de souris KO suscitées engendrent trois fois plus
de tumeurs comparées aux souris de type sauvage (WT) apres une seule injection de MCA
démontrant d’autant plus le réle du SI dans le développement de tumeurs. D’ailleurs, le terme
« immunoediting » selon lequel le SI permet la sélection de clones tumoraux et la formation de

tumeurs moins immunogenes est apparu pour la premicére fois dans cette étude.

1.3.  Principe du Cancer immunoediting

I1 est maintenant acté que le SI peut empécher la mise en place de tumeurs mais il peut
aussi promouvoir la croissance tumorale dans d’autres contextes. Ce processus est appelé « im-
munoediting » et se compose de trois phases distinctes : 1) la phase d’élimination ii) la phase
d’équilibre et iii) la phase d’échappement (Dunn et al., 2002; Dunn, Old and Schreiber, 2004).
Pendant la premicre phase, la coopération du SI inné et adaptatif permet la détection et I’¢limi-
nation des cellules ayant échappé aux mécanismes cellulaires empéchant le développement de
tumeurs. Trés peu de clones tumoraux sont capables d’outrepasser cette phase d’élimination
pour entrer dans la phase d’équilibre dans laquelle la croissance tumorale est limitée due a un
équilibre entre la pression du SI et les processus néoplasiques cellulaires favorables. Cependant,
la pression constante du SI et I’instabilité génétique des cellules tumorales conduisent a la sé-
lection de clones de plus faible immunogénicité entrainant I’échappement de ces cellules a la
reconnaissance et a leur destruction par le SI. La perte de 1’expression antigénique des cellules
tumorales et la baisse d’expression de I’'IFN-y par les LyT sont deux procédés majoritaires,
mais non exhaustifs, entrainant la mise en place de ces phénomenes. Cette tumeur remaniée par
le SI peut ensuite rentrer dans une phase d’échappement ou sa croissance n’est plus limitée

entrainant une maladie cliniquement détectable.
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2. Importance et role des cytokines dans le cancer

Les cytokines sont des protéines importantes pour la régulation de processus biologiques
notamment pour les cellules du SI. Leur production et leur réle biologique ont été historique-
ment reliés aux cellules du SI méme s’il est maintenant connu que certaines cellules épithéliales
ou mésenchymateuses peuvent également en produire. La grande famille des cytokines re-
groupe les interleukines (IL), les IFNs, certains membres des facteurs de nécrose tumoraux
(TNF pour tumor necrosis factor), des facteurs de croissance mais aussi des chimiokines
(Propper and Balkwill, 2022). Ces molécules ont un effet le plus souvent paracrine mais peu-
vent aussi avoir une fonction autocrine. A ce jour, une quarantaine de cytokines ont été identi-

fiées et certaines peuvent étre regroupées en famille voire en superfamille.
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Figure 1 - Le role des cytokines dans le microenvironnement tumoral.

Dans le microenvironnement tumoral (MET), de nombreuses cytokines sont produites que ce soit par les cellules
immunitaires mais aussi par les cellules tumorales. Ces cytokines peuvent posséder des effets positifs sur la RI
mais aussi des effets négatifs en fonction du contexte cellulaire dans lequel ces molécules sont sécrétées. Certaines
de ces cytokines posseédent des effets anti-tumoraux (boites vertes) notamment en inhibant directement la crois-
sance tumorale, en activant fortement les lymphocytes ou les cellules myéloides. Cependant, on retrouve aussi des
effets pro-tumoraux comme la stimulation de la survie cellulaire, de I’immunosuppression, un environnement pro-
inflammatoire favorable a la tumeur et des phénomeénes d’angiogenese. Figure issue et modifiée de (Propper and
Balkwill, 2022).
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2.1. Roles des cytokines dans le cancer

Les cytokines sont des actrices majeures de la communication cellulaire dans le contexte
tumoral. Bien que certaines cytokines soient importantes pour la mise en place de RI antitumo-
rales (comme I’IL-2 et 'IFN-y), la dérégulation de leur production participe a la carcinogenese
(voir figure 1) et influe sur la réponse aux traitements. Ces cytokines peuvent avoir un effet
direct sur les cellules tumorales comme la promotion de la transition épithélio-mésenchyma-
teuse, 1’induction de modifications épigénétiques, la régulation positive d’autres cytokines pro-
tumorales ou anti-inflammatoires et la production de certaines protéases facilitant I’invasivité
et les métastases (Propper and Balkwill, 2022). On retrouve aussi des effets sur les cellules
stromales avec la stimulation de 1’angiogenése ainsi que la production de molécules de la ma-
trice extracellulaire toutes deux bénéfiques a la tumeur. Concernant ’action des cytokines sur
le SI, elles participent au recrutement et a la polarisation des cellules immunitaires en cellules
immunosuppressives, a I’inhibition de la mise en place de RI ainsi que celle de 1’action cyto-
toxique des lymphocytes. Bien qu’on estime que 20-25% des cancers soient des séquelles de
pathologies fortement inflammatoires comme une infection ou une maladie auto-immune, le
développement de tumeurs peut induire des modifications inflammatoires du MET notamment
via la production de cytokines. Effectivement, des souris déficientes pour des cytokines ou des
voies inflammatoires médiées par des cytokines sont moins susceptibles de développer des tu-
meurs ainsi que des métastases (Moore et al., 1999; Greten et al., 2004). Toutes ces données
nous amenent a penser que modifier I’environnement inflammatoire des cancers en utilisant
directement des cytokines ou des antagonistes pourrait permettre de « rééduquer » le MET afin
qu’il soit favorable a une RI antitumorale. De surcroit, une méta-analyse a partir de la base de
données « The Cancer Genome Atlas » étudiant le profil d’expression d’acides ribonucléiques
messagers (ARNm) de 10 000 tumeurs a révélé six signatures basées sur I’expression de cyto-
kines et de molécules associées au SI. Celles-ci permettent de différencier six sous classes im-
munitaires : 1) dominée par ’IFN-y, ii) inflammatoires, iii) absence de lymphocytes, iv) silen-
cieuse immunitairement, v) dominée par le TGF-f et vi) cicatricielle (signature moléculaire
dominée par des geénes impliqués dans la réparation tissulaire) (Thorsson et al., 2018). Cette
classification est basée sur le profil d’expression d’ARNm de cytokines, chimiokines, de récep-
teurs aux chimiokines et cytokines stratifi¢ sur I’amplification, la délétion ou la méthylation de
geénes impliqués dans la fonction de ces cytokines (Thorsson et al., 2018). Cette classification
pourrait justifier ’utilisation de certaines cytokines ou antagonistes des récepteurs aux cyto-

kines dans certaines sous-populations de tumeurs. Elle pourrait aussi permettre de les utiliser
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en combinaison avec certaines immunothérapies spécifiquement dans certains sous-types de

tumeurs.

2.2. Utilisation des cytokines en clinique :

Bien que des modeles précliniques aient montré I’intérét de I’administration de cyto-
kines, seules ou en combinaison, de nombreux essais cliniques tentent également de I’appliquer
chez ’homme. Cependant, plusieurs limites freinent grandement 1’utilisation de ces molé-
cules en clinique : i) une faible durée de vie dans la circulation, ii) une faible biodistribution
dans les tissus cancéreux, iii) une action non spécifique, iv) une fenétre thérapeutique trés courte
avec une toxicité importante, v) des effets immunosuppresseurs et iv) des effets dépendants du
contexte d’utilisation (Propper and Balkwill, 2022). Afin de palier a ces difficultés, un axe im-
portant est la modification de ces cytokines dans le but d’augmenter la durée de vie et I’affinité
pour leur récepteur afin de réduire la toxicité mais aussi d’éviter ’accumulation de cellules
immunosuppressives, telles que les LyT régulateurs (Tregs) ou les cellules myéloides immu-
nosuppressives dans le MET. D’autres stratégies visent a délivrer ces cytokines directement
dans le lit de la tumeur via I’utilisation de virus oncolytiques. Par exemple, le Talimogene la-
herparepvec codant le facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages
(GM-CSF) ou codant I’'IL-12 a montré une régression de la tumeur primaire mais aussi des
tumeurs secondaires chez des patients atteints de mélanome dans un essai clinique de phase 1
(Daud et al., 2008). Méme si ces molécules possédent un role important dans le MET, il sem-
blerait que la modulation d’une seule voie via 1’administration de cytokines ne soit pas suffi-
sante et nécessiterait 1’utilisation de plusieurs cytokines en méme temps, d’étre combinée a
d’autres thérapies ou d’employer un mode d’administration plus efficace. D’ailleurs, une ré-
cente étude basée sur I’injection intratumorale d’une combinaison d’ARNm codant pour I’IL-
12sc, I'IL-15 sushi, 'IFN-a4 et le GM-CSF associé a des inhibiteurs de points de contrdle im-
munitaire (ICI) a permis un ralentissement de la croissance tumorale et une augmentation de la
survie (Hotz et al., 2021). Ces nouveaux ¢éléments montrent qu’il faut utiliser des méthodes
combinées afin d’obtenir un fort effet antitumoral. Egalement, ’utilisation de certaines chimio-
thérapies dans le cancer de I’ovaire active la voie de ’'IL-1B et I’'inflammasome « NOD-like
receptor family, pyrin domain containing 3 » (NLRP3) conduisant in fine a une mort immuno-
génique importante pour la réponse au traitement ce qui montre que ’inhibition de I’action de
certaines cytokines dans le contexte tumoral pourrait étre contre-productif et expose la difficulté
de trouver des voies ayant de réels bénéfices thérapeutiques. Finalement, la complexité et la

dérégulation du MET, I’activation chronique de voies moléculaires parfois redondantes, mais
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aussi la dérégulation de voies différentes dans des sites métastatiques et la diversité intra ou
inter-patients des RI sont des limites importantes au développement de thérapies efficaces.
Alors que I'utilisation seule des cytokines n’ait pas montré d’effets bénéfiques dans différents

cancers (voir tableau 1), leur combinaison a différentes immunothérapies - comme les ICIs -

reste I’axe de recherche majoritaire dans ce domaine.

Tableau 1 - Les différentes cytokines évaluées en clinique.

Cytokine Action dans le MET Limites et effets secondaires
Favorise la réponse des Lyt, des cellules o
) ) Courte demie-vie, syndrome de
IL-2 NK, la prolifération des LyT CD4 et la ) ) ) o
) ) fuite vasculaire et cardiotoxicité
production d’anticorps par les cellules B
Cytokine anti-inflammatoire et immuno-
IL-10 suppressive mais peut activer les LyT | Courte demie-vie
CD8
Stimule la prolifération et la cytotoxicité | Courte demie-vie, inflammation
des LyT et des cellules NK. Induit la dif- | systémique, hépatotoxicité et
IL-12
férenciation des LyT en THI et la pro- | myélotoxicité (qui peuvent étre
duction d’IFN-y fatals)
Favorise la génération, la persistance et o
IL-15 . Courte demie-vie
Pactivité des cellules NK et LyT CDS§
) . o ) Courte demie-vie et faible bio-
Action antivirale, anti-angiogénique, cy- | =~ )
IFN-a. ) ) ) distribution, fatigue et dépres-
tostatique et immunostimulante )
sion
Principale cytokine régulant I’immunité
innée et adaptative ainsi que la réponse o
IFN-y ) ) Courte demie-vie
antitumorale médiée par les LyT CD4 et
CD8

Tableau issu et modifi¢ de (Propper and Balkwill, 2022)
3. Les immunothérapies

Un autre argument en faveur de I’importance du SI dans le contexte tumoral est I’avéne-
ment, ces 10 derniéres années, des immunothérapies comme les cellules T possédant un TCR
chimérique (CAR-T-cells pour « Chimeric Antigen Receptor T cells »), les virus oncolytiques
mais aussi les ICIs (voir figure 2). Ces molécules ont grandement révolutionné I’approche thé-
rapeutique et la survie des patients dans certains types de cancer et font partie actuellement de

I’armement thérapeutique en oncologie. Comparées aux thérapies classiques, ces stratégies
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présentent des avantages importants : i) elles ne dépendent pas de voies oncogéniques des cel-
lules tumorales (Huang ef al., 2016) et ii) elles ont des effets supérieurs par rapport aux théra-
pies classiques et sont trés bien tolérées par les patients (Lebbé et al., 2014; Schadendorf et al.,

2015).

Virus oncolytiques Anti-CTLA4 Anti-PD1 . Transfert adoptif

w& Yr Y

Progeniteur CD8
exprimant PD1 a faible niveau

Cellule tumorale CDS cytotoxique

CD
lysée ’\/k \ '
(.. Mécanimes :
Périphérie d’action a 3
F= Cla o
Initie I’activation de LyT Améliore les réponses Améliore la différenciation * Contourne aflivaliop ’des LyT
antitumoraux immunes des LyT ® Augmente I'immunité
*
fars i 3 *
MET Mécanimes > CTLA4 T cell —= 32:;’ 2
d’action i \
Lyse les cellules tumorales et Infiltre et lyse les cellules
inflamme le MET Inhibe les Tregs Induit la différenciation tumorales

Figure 2 - Les différentes classes d'immunothérapies

Les immunothérapies regroupent différentes sous-catégories de molécules et de stratégies. Parmi ces derniers, les
virus oncolytiques se caractérisent par leur capacité a se répliquer dans le MET et d’induire une lyse des cellules
de celui-ci. Cette lyse cellulaire induit une inflammation capable d’initier des RI en faveur d’une RI antitumorale.
Les ICIs sont une autre classe d’mmunothérapies. Les plus utilisés en clinique sont les anticorps dirigés contre
CTLA-4 et PD-1 mais il existe d’autres cibles thérapeutiques intéressantes dans le cancer comme TIM-3 et LAG-
3. Ces molécules vont soit inhiber des voies importantes pour les Tregs avec les anti-CTLA-4 (défavorables dans
le cadre du cancer) mais aussi de réveiller des RI en bloquant 1’action de freins moléculaires comme PD-1 et
CTLA-4. Une autre révolution dans le traitement des cancers est I’avénement des CAR-T cell. Ces LyT modifiés
ex vivo pour exprimer un TCR chimérique (CAR pour « chimeric antigen receptor ») sont capables de reconnaitre
un antigéne spécifiquement exprimé par la tumeur et d’induire la lyse directe des cellules tumorales. Figure issue
et modifiée de (DePeaux and Delgoffe, 2021).

Comme précédemment introduit, le SI joue un role dans la détection et la lutte contre le
développement de tumeurs méme si ces derniéres peuvent néanmoins se développer grace a
différents processus. En ce sens, I’activation des points de contrdle de la RI est un des méca-
nismes mis en place par les tumeurs pour contrer I’action du SI. En effet, ces molécules sont
principalement exprimées par les cellules immunitaires (principalement les LyT régulateurs)
pour freiner la RI limitant ainsi ’emballement de ce dernier et le développement de maladies
auto-immunes (DePeaux and Delgoffe, 2021). Les tumeurs utilisent en partie ce levier pour
freiner et limiter la RI aboutissant a un environnement favorable au développement tumoral.

Bien qu’il existe une multitude de points de controles immunitaires, nous allons dans ce
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manuscrit nous focaliser sur les plus détaillés et les plus utilisés en clinique c’est-a-dire CTLA-

4 et I’axe PD-1/PD-L1.

3.1. Inhibition de CTLA-4

Le premier anticorps monoclonal dirigé contre un point de contréle immunitaire ap-
prouvé par la « food drug administration » (FDA) aux Etats-Unis fut I’ipilimumab en 2011
pour traiter des patients souffrant d’un mélanome de stade avancé (Lipson and Drake, 2011).
En 2012, il fut utilis¢ en Europe et au Canada pour des patients souffrant de mélanome (Hanaizi
etal.,2012). CTLA-4 est une protéine membranaire caractérisée dans les années 80 (Dariavach
et al., 1988). Cette molécule fut premiérement décrite par le Dr James Allison pour son effet
inhibiteur de ’attaque des LyT sur les cellules cancéreuses (Leach, Krummel and Allison,
1996). Cette découverte a d’ailleurs abouti a 1’obtention du prix Nobel de médecine et de phy-
siologie en 2018. Pour que les LyT puissent attaquer et détruire les cellules cancéreuses, ils ont
besoin de s’activer correctement pour devenir des cellules effectrices. Ce processus nécessite
une stimulation spécifique de I’antigéne médié par le TCR et une stimulation supplémentaire
via I’action de récepteurs dits de co-stimulation (Lenschow, Walunas and Bluestone, 1996).
Durant les premiéres phases de mise en place de la RI, les récepteurs de co-stimulation CD28
et les récepteurs inhibiteurs CTLA-4 (tous les deux font partie de la famille des récepteurs B7)
envoient des signaux d’activation et d’inhibition (Harris and Ronchese, 1999). Dans les gan-
glions drainants, les LyT surpassent ce signal inhibiteur li¢ a CTLA-4 et CD28 se fixe a
CD80/CD86 sur les cellules dendritiques (CD) permettant I’activation de ces dernicres et la
mise en place d’une RI spécifique de I’antigéne (Linsley et al., 1994; Egen and Allison, 2002;
Riley et al., 2002; Schneider et al., 2002, 2006; Parry et al., 2005). Donc, le blocage de CTLA-
4 (comme elle intervient dans les processus d’activation des LyT) dans le contexte tumoral

permet la régulation de la RI dans les phases précoces de la maturation des LyT.

Cependant, méme si 1’on constate un taux de réponse thérapeutique de 10-20% chez les
patients, il existe des effets secondaires importants de 1’utilisation de cette stratégie pour les
patients comme des colites et des dermatoses. Ces effets sont dus directement a 1’inhibition de
cette voie en participant a I’augmentation des pathologies inflammatoires. Précisément, le fait
d’amplifier ’activation des lymphocytes en surpassant des mécanismes inhibiteurs participe a
I’augmentation des risques de développer des maladies auto-immunes. De plus, ’action de ces

molécules joue un réle sur I’activation du SI plutét qu’une action directe sur les cellules
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tumorales. Mais toutes ces limites n’empéchent pas le développement de nombreux anticorps

monoclonaux en cours d’évaluation par plusieurs agences du médicament dans le monde.

3.2. Inhibition de la voie PD-1/PD-L1

Bien que I’implication du SI soit suspecté depuis plus de 100 ans, les travaux d’Allison
et Honjo ont permis de valider ce concept allant jusqu’au développement de thérapies. La pro-
téine PD-1 est un inhibiteur de la RI innée et adaptative et est exprimée sur les cellules T (in-
filtrantes ou non la tumeur), les lymphocytes B, les CDs, les macrophages et les cellules NK.
PD-L1 appartient a la famille des protéines B7 (comme CD80 et CD86) et est le ligand de PD-
1. Cette molécule est exprimée sur les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) et certaines
cellules du MET et notamment les cellules tumorales elles-mémes. La fixation de PD-L1 sur
PD-1 entraine le recrutement de deux phosphatases (SHP1 et SHP2) inhibant des voies biolo-
giques importantes a la fonction du LyT comme les voies prolifératives, la sécrétion de cyto-
kines et leur activité cytotoxique. Les cellules tumorales peuvent exprimer fortement PD-L1
induisant des phénomeénes d’épuisement et d’apoptose des LyT ce qui participe a 1’échappe-
ment des cellules tumorales a I’'immunosurveillance. 11 a d’ailleurs ét¢ démontré que la liaison
de PD-1 sur PD-L1 participe a la perte de fonction des lymphocytes directement dans la tumeur

(Freeman et al., 2000; Zou and Chen, 2008).

Ces ICIs de nouvelle génération (ciblant ’axe PD-1/PD-L1) ont montré des réponses
importantes dans différents cancers (comme 70% de patients répondeurs dans le lymphome de
Hogkin) qui ne répondaient pas aux thérapies classiques. Des données d’études cliniques ont
d’ailleurs souligné que 1’utilisation des anti-PD-1 est plus efficace que les anti-CTLA-4 dans
un mod¢le de mélanome et possedent aussi une meilleure tolérance biologique. De fait, CTLA-
4 joue un role important sur I’initiation des RI entrainant une augmentation des phénomenes
d’auto-immunité comparé¢ a ce que 1’on observe chez des patients ayant recu des anti-PD-1. Il
semblerait donc que 1’utilisation des anti-PD-1 soit plus efficace car CTLA-4 joue également
un rdle important dans la régulation des RI dirigés contre les auto-antigénes (Walker, 2013;
Rosenberg, 2014; Redman, Gibney and Atkins, 2016). Le ciblage de CTLA-4 pourrait entrainer
I’infiltration des lymphocytes dans les tissus comme retrouvée chez les souris CTLA-4-KO
(McCoy and Le Gros, 1999; Sansom, 2000). Cela aurait comme conséquence 1’activation des
RI contre des auto-antigénes menagant I’ intégrité des organes et la vie des patients. L’inhibition
de I’axe PD-1/PD-L1 entraine des effets secondaires moins importants comme ce que ’on re-

trouve avec les souris PD-1 KO. Ces effets secondaires vont de la fatigue a des pneumopathies
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(ayant d’ailleurs entrainé la mort de certains patients dans un essai clinique évaluant le nivolu-

mab) ainsi que des colites.

3.3. Mécanismes de résistances aux ICI

Quoique le développement de ces immunothérapies ait permis de proposer des thérapies
efficaces dans certains cancers métastatiques, il s’avere qu’une résistance a ces traitements peut
apparaitre, limitant le nombre de patients répondeurs a ces thérapies. Pour que ces thérapies
soient efficaces, 3 conditions importantes sont nécessaires : 1) la présence de LyT activés contre
la tumeur ii) des lymphocytes infiltrant la tumeur et iii) des LyT activés tuant les cellules tu-
morales. Il est donc possible qu’une de ces trois étapes soit enrayée par des mécanismes intrin-
séques de la tumeur comme certaines mutations ou la présence de cellules myéloides immuno-
suppressives (MDSC). 11 a d’ailleurs été rapporté chez des patients traités, atteints d’un méla-
nome métastatique, la perte de la 32 microglobuline (partie importante pour la stabilité du CMH
de classe 1) entravant la présentation antigénique et donc 1’activation des LyT CDS8" contre la
tumeur (Restifo ef al., 1996). 11 a aussi été montré que 1’utilisation d’anticorps dirigés contre
PD-1 entrainait la régulation positive d’autres molécules immunorégulatrices telle que TIM-3
(Koyama et al., 2016; Romero, 2016). Dans ces cas particuliers, il semblerait que ’utilisation
combinée de plusieurs ICIs puisse étre une solution pour outrepasser les phénomenes de résis-
tances.

Actuellement, on estime que seulement 30% des patients peuvent bénéficier de ces théra-
pies et il est donc nécessaire de trouver de nouvelles stratégies combinées afin de répondre a
cette problématique. La découverte d’un nouveau type de mort cellulaire dite immunogénique

ouvre de nouvelles perspectives afin de rendre éligibles plus de patients a ces immunothérapies.
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Partie II : Les morts cellulaires

En 1972, Kerr et al. proposent le terme “apoptose” pour caractériser un phénomene de
délétion cellulaire controlé (Kerr, Wyllie and Currie, 1972). L’apoptose a ensuite été reconnue
comme une forme cellulaire associée a la condensation du cytoplasme et le fractionnement de
la cellule. Plus tard, I’apoptose a été caractérisée comme une mort cellulaire programmée im-
pliquée dans la plupart des processus physiologiques comme le développement embryonnaire,
la morphogéneése et le renouvellement cellulaire (Nagata and Tanaka, 2017). L’apoptose est
maintenant largement décrite et les mécanismes moléculaires et cellulaires sont désormais bien
compris. Cela implique I’activation des caspases initiatrices (caspase 8 et 9) qui sont respon-
sables de I’activation secondaire des caspases effectrices (caspase 3, 6 et 7) qui propagent le
signal de mort cellulaire en clivant une multitude de substrats cellulaires. Les caractéristiques
morphologiques apres I’induction de I’apoptose sont : 1) la contraction de la cellule ii) le bour-
geonnement cellulaire iii) la formation de corps apoptotiques et iv) la prise en charge rapide par
les cellules phagocytaires environnantes. L’apoptose a été largement considérée comme un pro-
cessus controlé qui empéche I’initiation d’une inflammation restante silencieuse d’un point de
vue du SI. Cela va a Iopposé au phénomene de nécrose - considérée comme un événement
non-programmé qui conduit a la libération non controlée du contenu intracellulaire - associée
a des molécules pro-inflammatoires pouvant initier des RI. L’apoptose comme mort cellulaire
tolérogeéne opposée a la nécrose a longtemps été considérée comme le seul dogme de la mort
cellulaire méme si des formes de morts cellulaires non conventionnelles ont été décrites. C’est
seulement récemment que le spectre des morts cellulaires a pris un nouveau tournant avec la
découverte de morts cellulaires inflammatoires programmées, appelées morts cellulaires im-
munogéniques (MCI), comme la pyroptose et la nécroptose. Comme ’apoptose, ces MCI sont
contrélées par des acteurs moléculaires maintenant bien décrits. D’autres MCI ont aussi été
nouvellement décrites comme la ferroptose, la parthanatose, la mort cellulaire dépendante de
I’autophagie, la mort cellulaire dépendante du lysosome, NETose (voir figure 3). De récents
travaux ont d’ailleurs montré que la MCI pouvait étre directement induite par des traitements
mécaniques (par exemple 1’utilisation de particules magnétiques détruisant les cellules tumo-
rales par vibration déclenché par un champ magnétique) ou médicamenteux ouvrant la voie au

ciblage de ces voies spécifiques dans le traitement du cancer.
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La premiere génération de chimiothérapies interfére avec la progression du cycle cellu-
laire et la plupart d’entre-elles induisent 1’apoptose dans un large panel de cellules (Wong,
2011). Par conséquent, les cellules non-cancéreuses qui se divisent rapidement comme les cel-
lules hématopoiétiques et les cellules immunitaires sont en méme temps détruites, inhibant la
mise en place d’une RI contre la tumeur ce qui représente un facteur important de rechute. Avec
I’avénement du concept des MCI, beaucoup d’efforts se portent sur 1’élaboration de thérapies
qui induisent des formes de mort cellulaire non-apoptotiques comme des molécules de seconde
génération, I’irradiation ou d’autres stratégies antitumorales. Plus spécifiquement, le concept
émergeant est que la libération de molécules pro-inflammatoires (DAMPS pour motifs molé-
culaires associées au dégats ou « damage-associated molecular pattern ») lors de la MCI induit
des RI antitumorales trés fortes (Kroemer ef al., 2022). Récemment, avec la découverte de ces
voies moléculaires, de nouvelles études ont permis de montrer que des médicaments utilisés
(par exemple le mitoxantrone, 1’oxaliplatine ou le paclitaxel) de fagon classique dans le traite-
ment de certains cancers induisaient des MCI (Kepp, Senovilla and Kroemer, 2014; Y. Wang
et al., 2017a; Yu and He, 2017; Zhang et al., 2019). Ces nouvelles données renforcent I’idée
que le relais du SI est important et primordial pour lutter contre 1I’émergence de cellules tumo-
rales et la lutte antitumorale. I est donc important de développer de nouvelles stratégies antitu-

morales capables de stimuler le SI.

Dans un premier temps, nous allons parler des caractéristiques de la MCI pour nous fo-
caliser ensuite sur les processus de la mort cellulaire la mieux caractérisée qu’est 1’apoptose.
Les procédés d’induction et de régulation seront abordés ainsi que les éléments rendant cette
mort incapable de stimuler fortement le systéme immunitaire. Dans un second temps nous étu-
dierons les mécanismes associés a la pyroptose et la nécroptose, deux morts cellulaires inflam-
matoires et pourquoi ces dernicres stimulent le SI. Nous terminerons sur I’intérét des différentes

morts cellulaires dans le cancer.
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Figure 3 - Les différentes morts cellulaires programmeées

Les cellules en situation de stress extérieur ou intérieur peuvent activer différentes voies de mortalité cellu-
laire. Toutes ces morts cellulaires programmeées (avec des voies cellulaires dédi¢es) possédent des caracté-
ristiques et des morphologies particulieres. Ces voies seront plutot anti-inflammatoires ou tolérogenes (de la
case verte a la case bleue) et pro-inflammatoire ou immunogeniques (de la case violette a la case jaune).
Figure issue et modifiée de (Galluzzi et al., 2018).

1. Lamort cellulaire immunogénique
1.1. Principe de la mort cellulaire immunogénique

1.1.1.  Adjuvanticité et antigénicité

L’ immunogénicité repose sur la capacité de certains mécanismes a stimuler le SI et, est
dépendante de deux sous phénomenes distincts : 1’adjuvanticité et I’antigénicité. Effectivement,
la RI adaptative induite par les MCI peut seulement se mettre en place dans certains contextes
spécifiques. Le répertoire des lymphocytes conventionnels o/ B reconnait uniquement les pep-
tides présentés par le CMH de classe I et de classe II et la structure de ces peptides est différente
des peptides présentés par les cellules non-tumorales (Klein et al., 2014). Par conséquent, la RI
adaptative induite par les MCI est seulement possible si I’immunopeptidome des cellules mou-

rantes posséde une assez forte antigénicité. C’est le cas, par exemple, des cellules infectées par

23



un pathogene ou les peptides encodés par le génome du pathogeéne sont capables d’induire une
RI (Georgieva, Buckee and Lipsitch, 2019). Les cellules malignes, quant a elles, peuvent ex-
primer ou réexprimer des protéines qui ne sont pas couvertes par les mécanismes de tolérance
centrale ou périphérique. C’est notamment le cas des mutations somatiques induisant 1I’expres-
sion de nouveaux antigenes (néoantigénes tumoraux) ou pour la réexpression de genes inactifs
feetaux a 1’age adulte (Zitvogel et al., 2021). Egalement, la modification post-traductionnelle
(MPT) des protéines dans les cellules tumorales par phosphorylation, oxydation ou citrullina-
tion peuvent créer de nouveaux néoantigénes tumoraux (Engelhard ef al., 2020; Katayama et
al., 2021). Cependant, I’antigénicité n’est pas suffisante pour induire une RI adaptative car la
présentation de peptides aux lymphocytes sans signaux additionnels de co-stimulation entraine
des mécanismes d’anergie (Jhunjhunwala, Hammer and Delamarre, 2021). En outre, la faculté
des CPA astimuler les LyT par expression des molécules de stimulation (CD80, CD86 et CMH)
provient de leur capacité a sonder le microenvironnement aux signaux de danger via 1’expres-
sion notamment de récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR pour « Pattern
recognition receptor ») (voir tableau 2) (Paludan et al., 2021). Dans le contexte infectieux, ces
signaux de danger sont formés par des motifs bactériens comme le lipopolysaccharide (LPS) et
les ARNs double brins (Wolf and Underhill, 2018; Rehwinkel and Gack, 2020). Dans le cadre
du cancer, les cellules cancéreuses sous I’effet d’un stress peuvent libérer des molécules endo-
genes (DAMPS) activant les CPA du MET (Gong et al., 2020; Kroemer et al., 2022). Les
DAMPs (mais aussi certains motifs associés aux pathogenes) sont reconnus par les PRR, des
molécules conservées exprimées fortement par les cellules myéloides (voir tableau 2) (Gong
et al., 2020). Ces deux ¢éléments distincts, I’antigénicité et 1’adjuvanticité, sont donc complé-

mentaires et nécessaires afin d’induire une stimulation efficace du SI.
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Tableau 2 - Le systéme immunitaire est capable de sonder I'environnement via I'expression de récepteurs parti-
culiers appelés PRR

Ligands (DAMPS) Localisations cellulaires Récepteurs
Heat shock proteins Cytoplasme TLR2 et TLR4
mtDNA Mitochondrie TLR3
HMGBI1 Noyau et cytoplasme TLR4
Histones Noyau TLR4
ADN Noyau TLR3
ATP extracellulaire (eATP) Autophagosomes et cytoplasme P2X7-NLRP3
Especes réactives de 1’oxy- . .
géne (ERO) Mitochondries NLRP3
Protéines S100 Cytoplasme TLR2 et TLR4
Acide urique Cytoplasme NLRP3

1.1.2. Stress cellulaire et mort cellulaire immunogénique

Une multitude d’agents connus induisent un stress cellulaire pouvant aboutir a la libé-
ration de DAMPs par les cellules tumorales. Bien qu’initialement, Kepp et al. aient démontré
que seulement 9 agents utilisés en cancérologie sur pres de 2 000 testés étaient capables d’in-
duire des stigmates de la MCI, de nouvelles études ont étayé ces ¢léments par de nouveaux
criteres d’évaluation (voir tableau 3) (Kepp, Senovilla and Kroemer, 2014). En effet, certaines
chimiothérapies utilisées couramment en clinique comme 1’oxaliplatine, les anthracyclines, le
cyclophosphamide, les dérivés des platines mais aussi la radiothérapie, les traitements photo-
dynamiques et les virus oncolytiques induisent la libération de DAMPs favorables a la stimu-
lation du SI (Kroemer ef al., 2022). De fagon générale, I’induction de la MCI dans les cellules
tumorales induit : 1) I’altération de la membrane plasmique permettant I’exposition de certaines
protéines intracellulaires a la surface, ii) des changements dans le MET par libération de pro-
téines ou métabolites inflammatoires normalement séquestrés a I’intérieur de la cellule. Ces
¢léments sont capables de stimuler le SI par des voies moléculaires particuliéres qui seront

détaillées dans le sous-chapitre suivant.
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Tableau 3 - Exemples des stratégies utilisées en clinique induisant la MCI

Classe

Molécules

Observations

Chimiothérapies

Actinomycine D

Inhibiteur transcriptionnel utilisé pour le traitement des tu-
meurs de Wilms, du rhabdomyosarcome pédiatrique, du
sarcome d'Ewing et des tumeurs germinales métastatiques
non séminomateuses

Anthracyclines

La doxorubicine et la mitoxantrone sont des inducteurs de
la MCI largement utilisés pour le traitement du cancer du
sein et des malignités hématologiques

Bléomycine

Agent endommageant 'ADN couramment utilisé pour le
traitement du cancer des testicules et du carcinome ovarien

Cyclophospha-
mide

Agent alkylant autorisé pour une utilisation chez les per-
sonnes atteintes de cancer du sein, de tumeurs cérébrales et
de néoplasmes hématologiques

Lurbinectédine

Inhibiteur transcriptionnel actuellement approuvé pour le
traitement du cancer du poumon a petites cellules métasta-
tique

Oxaliplatine

Dérivé du platine couramment utilisé dans la thérapie du
cancer colorectal ; supérieur au cisplatine pour induire un
stress cellulaire, l'exposition de la calréticuline et 1’induc-
tion de la MCI

PT-112

Conjugaison novatrice de platine-pyrophosphate en déve-
loppement clinique pour la thérapie du cancer

Taxanes

La docétaxel et le paclitaxel sont des inducteurs de la MCI
largement utilisés dans la prise en charge du cancer du sein

Téniposide

Inhibiteur de la topoisomérase Il couramment utilisé pour
le traitement de la leucémie lymphoblastique aigué€ pédia-
trique réfractaire

Thérapie endocri-
nienne

Mifépristone

Antagoniste des récepteurs de la progestérone (et des glu-
cocorticoides) avec un potentiel induisant la MCI des cel-
lules du cancer du sein

Photochimiothéra-
pie extracorporelle

8-MOP

Photosensibilisateur inducteur de la MCI couramment uti-
lisé pour le traitement extracorporel du lymphome cutané a
cellules T

Virothérapie onco-
lytique

Rotarix/RotaTeg

Vaccins contre le rotavirus cliniquement approuvés qui in-
duisent la MCI et la synergie avec les ICIs dans des mo-
deles de tumeurs de souris syngéniques

Talimogéne
lahérpépvec

Variant génétiquement modifiée de I'HSV1 exprimant le
GM-CSF actuellement utilisée pour le traitement du méla-
nome

Thérapie photody-
namique

Hypericine

Photosensibilisateur inducteur de la MCI pour le traitement
du lymphome cutané a cellules T

Redaporfine

Photosensibilisateur inducteur de la MCI pour la thérapie
du cholangiocarcinome

Vertéporfine

Photosensibilisateur inducteur de la MCI approuvé pour le
traitement de la dégénérescence maculaire et en développe-
ment clinique pour une utilisation chez les personnes at-
teintes de diverses tumeurs solides

Radiothérapie

Irradiation y

Puissant inducteur de la MCI largement utilisé dans la prise
en charge des personnes atteintes de cancer

Thérapie ciblée

Belantamab

mafodotin

Conjugaison anticorps-médicament congue pour délivrer
une charge cytotoxique aux cellules exprimant le BCMA,
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actuellement approuvé pour la prise en charge du myélome
multiple récurrent/réfractaire

Bortézomib Inhibiteur du protéasome induisant la MCI couramment
utilisé pour le traitement du myélome multiple réfractaire

Inhibiteurs de Inhibiteurs du cycle cellulaire avec de puissants effets im-

CDK4/CDK6 munostimulants induisant une forte induction d’IFN de

type I et 111, actuellement approuvés en tant que traitement
de premiére intention pour le cancer du sein hormono-dé-
pendant avancé/métastatique

Cétuximab Anticorps monoclonal ciblant 'EGFR largement utilisé
chez les patients atteints de carcinome colorectal et de car-
cinome épidermoide de la téte et du cou

Crizotinib Inhibiteur de la tyrosine kinase a large spectre utilisé pour
la prise en charge du carcinome pulmonaire non a petites
cellules favorisant la MCI

Tableau issu et modifié de (Humeau, Sauvat, et al., 2020)

Seulement quelques stress cellulaires bien particuliers peuvent induire une authentique
MCI et peuvent étre provoqués par certains agents ou stratégies utilisées actuellement en cli-
nique (voir tableau 3). Au niveau mécanistique, les molécules induisant une MCI vont induire
un arrét de la transcription par des effets encore peu détaillés (Humeau, Sauvat, et al., 2020).
Un autre mécanisme commun de ces agents est leur capacité a induire une dérégulation du
cytosquelette notamment des microtubules (de Oca et al., 2021; Senovilla et al., 2012). 11 est
possible que ces processus soient induits par des mécanismes totalement différents, ciblant des
composants et des protéines distinctes de la voie de la transcription ou de la formation du cy-
tosquelette. Les événements reliant les réponses au stress dans les cellules malignes a une anti-
génicité accrue ont été peu caractérisés, bien que les stress transcriptionnel et traductionnel
semblent étre particuliérement efficaces pour générer des néoantigenes potentiels (Zitvogel et
al., 2021). La réponse au stress est un phénomene conservé chez les eucaryotes et induit une
baisse de la synthése protéique et une augmentation de I’expression des certains geénes spéci-
fiques en réponse a un stress cellulaire ou environnemental afin de réguler ’homéostasie
(Pakos-Zebrucka et al., 2016). Cela conduit a la phosphorylation du facteur d’initiation de la
traduction eucaryote 2 (elF2a) par un des quatre membres de la famille des kinases elF2a
(elF2a1-4) et la production de la protéine ATF4 qui conduit a des mécanismes de survie cellu-
laire. L activation de ce programme cellulaire dépend du contexte mais aussi de I’intensité du
stimulus. Méme si cette voie cellulaire est une voie de survie, elle peut conduire a la mort
cellulaire a la suite d’un stress cellulaire trop important. L activité de elF2aK2 et elF2aK3
semble étre particulierement importante pour I’induction de la MCI (Humeau, Leduc, et al.,
2020; Humeau, Sauvat, et al., 2020). Au contraire d’agents cytotoxiques n’induisant pas la

phosphorylation d’elF2a, les molécules ou stratégies induisant une MCI entrainent la
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phosphorylation de cette protéine qui est, en outre, un biomarqueur spécifique de la MCI (Bezu
et al., 2018; Humeau, Sauvat, et al., 2020). Dans des échantillons de tumeurs humaines, la
phosphorylation de elF2a est corrélée avec 1’exposition de la calréticuline (CRT) a la mem-
brane des cellules mourantes de MCI mais aussi avec Iinfiltration des CDs et des LyT cyto-
toxiques (Fucikova et al., 2021). Ces ¢éléments sont donc de bons pronostics pour les patients
présentant ces marqueurs spécifiques. D’autres études ont aussi mis en lumiére le role prépon-
dérant de cette molécule dans les MCI. Précisément, 1’expression d’une version non phospho-
rylable de eIF20 (eIF205!4) abolit totalement I’expression membranaire de la CRT mais aussi
I’autophagie (importante notamment pour la libération d’eATP) lorsque les cellules tumorales
sont traitées par des anthracyclines (Humeau, Sauvat, et al., 2020). Ces ¢léments mettent donc
en exergue le role central de la réponse au stress dans les phénomenes d’exposition membra-
naires de la CRT et de libération d’eATP importants dans les MCI. D’ailleurs cette réponse au
stress est un mécanisme mis en place par le réticulum endoplasmique (RE) important pour dé-
tecter les protéines mal conformées. Il existe une multitude de protéines impliquées dans la
réponse au stress du RE, notamment la protéine IRE1 qui contribue a I’épissage de I’ARN
codant pour XBP1 participant elle aussi dans la réponse au stress cellulaire (Hetz et al., 2020).
Des expériences ont permis de montrer que I’inhibition de la voie IRE1-XBP1 entraine la perte
d’exposition de la CRT aprés traitement par cetuximab suggerant que ce mécanisme est associé
a la réponse au stress (Pozzi et al., 2016).

La réponse au stress est aussi nécessaire a I’autophagie cellulaire, processus grandement
impliqué dans la libération d’eATP lors de la MCI (Klionsky et al., 2021). Cependant, le role
précis de I’autophagie dans la MCI reste a déterminer et semble dépendant du contexte dans
lequel elle prend place. En effet, certaines études ont montré que I’induction de I’autophagie
par traitement photodynamique entraine la baisse d’expression du CMH de classe I (diminuant
de ce fait I’antigénicité) sur des cellules tumorales pancréatiques (Yamamoto et al., 2020), la
baisse d’exposition membranaire de la CRT par les cellules tumorales (Garg et al., 2013) mais
aussi la sécrétion d’IFN de type 1 par des cellules tumorales du sein aprés traitement par irra-
diation (Yamazaki et al., 2020). Dans des biopsies de patients atteints de cancer du sein, la
signature génique d’une autophagie efficace est corrélée avec ’inhibition de la signalisation de
I’IFN de type 1 et de 'IFN-y ce qui est de mauvais pronostic dans ce cancer (Yamazaki et al.,
2020). Cependant, comme expliqué précédemment, les processus d’autophagie sont associés a
la libération d’eATP lors de la MCI, molécule importante pour I’activation du SI (Michaud et
al., 2011a; Pietrocola et al., 2016). Chez des patients avec un cancer triple négatif du sein, une

autophagie est corrélée a un meilleur pronostic ainsi qu’a un meilleur ratio LyT
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cytotoxiques/Tregs. Il semblerait donc que les mécanismes d’autophagie soient importants pour
la MCI et la RI mais dépendrait du type de cancer dans lequel ils prennent place.

L’ensemble de ces ¢léments montrent que la réponse au stress cellulaire joue un role
important dans I’adjuvanticité lors de la MCI notamment par la libération d’eATP, I’exposition

membranaire de la CRT et peut étre dans d’autres mécanismes encore peu ou pas compris.

1.2. MCI et stimulation du SI

De nombreuses études ont 1i¢ I’émission de DAMPs par les cellules tumorales succom-
bant & une MCI a la mise en place de RI adaptatives (Galluzzi et al., 2017). La sécrétion de
I’eATP dépendante de la Pannexin-1 (PANX1) ou dépendante du lysosome par les cellules
mourantes et sa libération passive apres la rupture de la membrane cellulaire augmentent la
concentration extracellulaire en eATP aboutissant au recrutement des CPA via le récepteur
P2Y2 dans le MET (Kepp et al., 2021; Michaud et al., 2011b). De plus, la libération passive de
ANXAI1 (protein annexin AI) va guider les CPA (surtout les CDs) vers les cellules mourantes
ce qui facilite les interactions entre ces différentes cellules (Vacchelli et al., 2015). Les cellules
succombant a une MCI vont exposer activement la CRT ainsi que d’autres molécules chape-
ronnes du RE comme PDIA3 (pour « disulfide isomerase family A member 3 ») a la surface
cellulaire (Obeid et al., 2007; Sprooten & Garg, 2020). L’exposition de la CRT va agir comme
un signal « eat-me » permettant la phagocytose des cellules tumorales par les CDs via le récep-
teur CD91 (ou LRP1 pour LDL receptor related protein 1).

L’activation de P2X7 par ’eATP et la stimulation du TLR4 par la libération ’HMGB1
lors de la MCI par les cellules tumorales va induire la maturation des CDs (voir figure 4)
(Apetoh et al., 2007). En outre, la maturation des CDs est aussi possible via la stimulation du
récepteur CLEC9A (pour « c-type lectine domain containing 94 ») par la fixation de la F-lec-
tine libérée des cellules mourantes (ahrens etal, 2012). Ce récepteur principalement exprimé par les
CDs de type 1 permet le réacheminement des peptides exogeénes vers la voie du CMH de classe
I en perturbant le phagosome (Canton et al., 2021). Ce procédé¢ pourrait expliquer la plus haute
capacité de ces cellules a induire des mécanismes de cross-présentation des antigénes comparés
aux autres cellules (Hildner et al., 2008a). Un autre effet immunostimulant important est 1’ac-
cumulation de DAMPS intracellulaires dans les cellules tumorales comme des ARN aberrants
(détectés par le TLR3) (Sistigu et al., 2014), de ’ADN mitochondrial (mtDNA) activant de par
leur structure la voie CGAS-STING (Hildner et al., 2008b; Yamazaki et al., 2020). Cette voie
moléculaire culmine par 1’activation de la voie NF-kB et la sécrétion de plusieurs cytokines

dépendantes de la IRF3 (IFN responsive factor 3) dont les IFNs de type 1 permettant la mise
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en place d’une réponse adaptative aprés I’induction des morts cellulaires programmeées

(Zitvogel et al., 2015).

Cependant, toutes les DAMPs n’aboutissent pas a une activation du SI et cela participe
dans la faculté qu’ont certaines voies a induire des mécanismes de tolérance. Par exemple, la
libération de la prostanglandine E2 (PGE2) aprés I’activation de la caspase 3 induit des méca-
nismes immunosuppresseurs (Zelenay et al., 2015). Dans la méme lignée, I’activation de la
caspase 3 engendre aussi la libération de lysophosphatidylcholine et 1’exposition des phospa-
tidylsérines (Ptdser) permettant le recrutement de macrophages immunosuppresseurs (MDSC)
ce qui conduit a la prise en charge tolérogénique des cellules mourantes (Lauber et al., 2003;
Segawa et al., 2014; Suzuki et al., 2013). De surcroit, les cellules tumorales libérent - par des
procédés encore mal compris - la molécule TPT1 ce qui attire les MDSC participant a la pro-

gression tumorale par la mise en place d’'un MET immunosuppresseur (Hangai et al., 2021).
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" Activation
R P2X7
e ’
HSF’70/90 L )
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Tumeur de DAMPs Cellule dendritique immature
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™ circulation des cellules immunitaires

effector T cells Cellule dendritique mature

Ganglions drainants

Figure 4 - La MCI dans le contexte tumoral et ses conséquences sur l'activation du SI

La MCI peut étre induite par diverses stratégies telles que la chimiothérapie, la radiothérapie, les virus oncoly-
tiques, la nécroptose et la pyroptose. Cela entraine la libération de DAMPs et de signaux « eat-me » tels que
I'eATP, HMGBI1, HSP70, HSP90, la calréticuline (CRT) et I'ERp57. L'interaction de ces signaux avec des récep-
teurs exprimés sur les cellules phagocytaires facilite 1'englobement des cellules tumorales et des antigenes,
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augmentant la présentation des antigénes tumoraux et le recrutement des CDs. La MCI déclenche également la
libération de cytokines, notamment de l'interféron de type I (IFNo/B), qui stimule la maturation des CDs, leur
migration vers les ganglions lymphatiques et la présentation des antigénes tumoraux aux LyT CD4" et CDS§",
conduisant finalement a l'activation et a la prolifération des LyT effecteurs anti-tumoraux. Figure issue de
(Scarpitta et al., 2021).

2. L’apoptose

L’apoptose, découverte en 1972 (Kerr et al., 1972) est la mort cellulaire la plus étudiée
et donc la mieux caractérisée. Elle intervient lors du développement, dans I’homéostasie tissu-
laire et cellulaire, dans la maturation thymique des LyT mais est aussi impliquée dans diffé-
rentes maladies. L’apoptose se caractérise par des changements morphologiques tels que la
compaction cellulaire, le bourgeonnement membranaire appelés aussi « corps apoptotiques »,
la condensation nucléaire ainsi que la fragmentation de I’ADN. Des changements biochimiques
sont aussi observés comme la perméabilisation de la membrane extérieure de la mitochondrie,
’activation de protéases appelées caspases et 1’externalisation des phosphatidylsérines (PtdSer)
qui pourront entrainer la phagocytose des corps apoptotiques par les cellules phagocytaires sans
induire de réponse inflammatoire (D’Arcy, 2019). L’ implication des cellules phagocytaires
dans la prise en charge des corps apoptotiques permet de limiter la propagation du contenu
intracellulaire aux cellules voisines, restreignant de ce fait I’inflammation. C’est pour cela que
I’apoptose est considérée comme une mort silencieuse ne stimulant pas le SI contrairement a
d’autres morts cellulaires programmeées au pouvoir inflammatoire plus important.

Cette mort cellulaire programmeée survient aprés 1’induction de signaux pro-morts ou la
perte de signaux de survie. L apoptose est activée quand les signaux pro-morts surpassent les
signaux de survie. Ces signaux de mort cellulaire se finalisent par I’activation des caspases
initiatrices 8 et 9 activant a leur tour les caspases exécutrices 3, 6 et 7 qui cliveront une centaine
de substrats intracellulaires aboutissant a I’apoptose (D’ Arcy, 2019; Gudipaty et al., 2018). Ce
mécanisme d’apoptose est conservé chez les organismes multicellulaires mais des mécanismes
similaires se retrouvent chez certaines bactéries (Kaczanowski, 2016). L’apoptose peut étre
initiée par la cellule elle-méme en cas de stress génotoxique (par exemple, une exposition pro-
longée aux ERO), d’hypoxie et de radiations (voie intrins€que) mais aussi a la suite de I’inte-
raction d’une cellule du SI avec une cellule endommagée (voie extrinséque). Tous les jours,
1x10° cellules meurent par apoptose (Elliott & Ravichandran, 2010) et les deux voies (intrin-
séque et extrinséque) agissent en synergie pour assurer I’homéostasie tissulaire et cellulaire.
Une division cellulaire incontrdlée peut résulter dans le développement de pathologies comme

le cancer alors qu’un taux excessif de mort cellulaire peut entrainer des maladies comme
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Alzheimer, Parkinson ou la polyarthrite rhumatoide. Bien qu’associé¢ au développement des
cancers, la dérégulation de 1’apoptose est aussi impliquée dans la résistance aux thérapies anti-
cancéreuses (Plati et al., 2008). Pour ces raisons, la dérégulation de 1’apoptose est considérée

comme une caractéristique principale du cancer (Fulda, 2009).

2.1. Voie d’activation intrinséque de 1’apoptose

Cette voie est aussi connue sous le nom de la voie mitochondriale de 1’apoptose (Igney
& Krammer, 2002) et implique une multitude de stimuli actionnant différentes cibles cellu-
laires. Elle est sous la dépendance de facteurs libérés par la mitochondrie et peut étre initiée par
des signaux positifs ou négatifs. Les signaux négatifs sont associés a la perte de différents fac-
teurs importants dans I’environnement immédiat de la cellule comme la perte de cytokines, de
facteurs de croissance ou d’hormones (D’Arcy, 2019; Plati et al., 2008). Sans ces facteurs de
« survie », d’autres molécules pro-apoptotiques intracellulaires (comme PUMA, Noxa et Bak)
normalement inhibées deviennent actives et induisent 1’apoptose. D’autre part, les facteurs po-
sitifs se caractérisent par différents stress comme 1’hypoxie, une hyperthermie, la présence de
toxines, les radiations ionisantes, la libération d’ERO, un stress du RE ou une infection par un
agent pathogéne. La caspase initiatrice responsable de ’activation de la voie intrinseque est la
caspase 9, capable de se fixer 8 APAF1 (pour « adapter protein apoptotic protease activating
factor 1 ») apres la libération du cytochrome C (Cyt C) par la mitochondrie (voir figure 5).
L’apoptose s’initie apreés un changement de charge dans la membrane mitochondriale externe
permettant I’ouverture du pore mitochondrial transitoire (PMT). Dans un premier temps, la cel-
lule tente de réparer le stress via les protéines de la famille BCL-2. Si ce stress n’est pas répa-
rable, alors une sous classe de cette famille - Bax et Bak - entraine la formation du PMT. L’ou-
verture de ce pore entraine la libération de diverses molécules normalement séquestrées dans
I’espace inter-membranaire de la mitochondrie comme smac/DIABLO, HTRA2/OMI, AIF,
I’endonucléase G (ENDOG) et notamment le Cyt C qui permet I’activation de la voie intrin-
séque de I’apoptose. Une fois libéré, le Cyt C va subir un changement conformationnel en se
fixant sur APAF1 permettant I’exposition de deux domaines importants : i) le domaine de fixa-
tion a I’ATP ii) un domaine d’oligomérisation. Une fois I’ATP fixé, se met en place la formation
d’un complexe composé de plusieurs molécules d’APAF1 et pro-caspase 9 appelé 1’apopto-
some. Ce complexe protéique posséde en son centre plusieurs domaines d’activation CARD
(pour « caspase activation et recruitment domain ») des caspases permettant le recrutement et
’activation d’une multitude de pro-caspase 9 (possédant aussi un domaine CARD). Une fois

activée, la caspase 9 actionne a son tour la caspase 3 permettant le clivage de différents substrats
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intracellulaires comme des protéines de I’appareil de Golgi, des lamines nucléaires permettant
la perméabilisation du noyau facilitant I’acces au noyau par différentes DNAse et des protéines

permettant I’exposition de signaux spécifiques a la cellule endommagée pour la prise en charge

par le SI.
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Figure 5 - Voie intrinséque et extrinséque de 'activation de 'apoptose

Lors de dégats cellulaires causés par différents stimuli (chimiothérapies, dégats de I’ADN, irradiations...) la voie
intrinséque de I’apoptose s’initie par I’insertion des protéines Bax et Bak (de la famille BCL-2) dans la membrane
mitochondriale formant ainsi le pore mitochondrial transitoire (PMT) au travers duquel certaines protéines mito-
chondriales sont libérées (Cyt C, smac/DIABLO, HtrA2/Omi). Une fois dans le cytoplasme cellulaire, le Cyt C se
lie a8 APAF-1 et la caspase 9 pour former 1’apoptosome. Dé¢s lors, ce dernier active les caspases 3 et 7 effectrices
par clivage ce qui conduira, apres le clivage de multiples cibles intracellulaires, a la mort cellulaire par apoptose.
La voie extrinséque de I’apoptose est initiée par I’activation de certains récepteurs membranaires de mort cellulaire
(TNFR1, FAS, DRS). En fonction du récepteur activé, les protéines adaptatrices TRADD ou FADD seront recru-
tées sur le récepteur formant le complexe DISC aboutissant a 1’activation de la caspase 8. La caspase 8 possede
deux actions différentes dans le processus d’apoptose : i) elle conduit a I’amplification de la voie intrinséque de
I’apoptose en clivant la protéine Bid (bid en c-bid) qui une fois clivée se lie a Bax et initie la formation du pore
mitochondriale transitoire ii) en activant directement les caspase effectrices 3 et 7 conduisant in fine a la mort
cellulaire par apoptose. La voie apoptotique est finement régulée a différents niveaux. Pour éviter la formation du
PMT, les protéines de la famille BCL-2 se font compétition pour la membrane mitochondriale. De la méme ma-
niere, les protéines de la famille XIAP inhibent I’apoptosome et les caspases effectrices 3 et 7 pour éviter une
activation incontrolée de I’apoptose. Lors de I’induction de la voie intrinséque, la mitochondrie libére les molé-
cules HtrA2/Omi et smac/DIABLO qui vont inhiber les protéines XIAP, ce qui permet de lever ce frein molécu-
laire a la mise en place de 1’apoptose.

Egalement, la libération de SMAC, AIF et ENDOG aprés la formation du PMT va am-
plifier le clivage de substrats intracellulaires par différents mécanismes. AIF et ENDOG iront

dans le noyau préalablement perméabilisé pour participer a la fragmentation de I’ADN alors
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que SMAC est important pour amplifier ’activation des caspases en inhibant la famille des
protéines AP (pour « inhibitor of apoptosis ») d’ubiquitine ligases — des molécules connus
pour inhiber I’action des caspases effectrices de 1’apoptose - et notamment cIAP1 et 2. Cette
famille d’ubiquitine ligases se caractérise par la présence d’un domaine répété BIR (pour « Ba-
culoviral IAP Repeat »). Outre leur action sur 1’activation des caspases, ces molécules régulent
la signalisation des PRR (pattern recognition receptor) en ubiquitinylant diverses protéines
nécessaires pour I’activation de la voie inflammatoire NF-kB ce qui induit une réponse inflam-
matoire via la voie des MAP kinases. Ces protéines IAP participent aussi a la survie cellulaire
en se fixant sur les caspases - via I’interaction de leur domaine IBM (pour « IAP binding mo-
tif ») sur le motif BIR des caspases — et inhibent de ce fait I’activité catalytique de ces dernicres.
Les IAP peuvent aussi étre bloquées par SMAC ou des molécules spécialement congues pour
mimer 1’action de SMAC (les « SMAC mimetics » utilisés en cancérologie) et est une stratégie
actuellement utilisée dans le cadre du traitement des cancers pour initier 1’apoptose dans ces

cellules tumorales initialement résistantes a ces phénomenes.

2.1.1. Reégulation de la voie intrinséque par les protéines de la famille BCL-2

La famille des protéines BCL-2 (pour « B-cell lymphoma 2 ») régule la perméabilisation
de la membrane mitochondriale externe (MME) induisant un relargage irréversible de protéines
de I’espace inter-membranaire mitochondrial. Ce processus permet in fine la cascade d’activa-
tion protéolytique des caspases aboutissant a I’apoptose (Kale et al., 2018). Les protéines de la
famille BCL-2 se compose de protéines pro-apoptotiques et anti-apoptotiques et le destin des
cellules est régit par des interactions entre ces différents membres. Ces interactions sont dépen-
dantes de I’abondance et I’affinité des partenaires dans I’environnement immédiat de la MME.
La perméabilisation de MME par le PMT a pour but de libérer le Cyt C. La libération de cette
molécule est un phénomene trés rapide car deux études ont montré que la plupart des mitochon-
dries libéraient le Cyt C dans les 5 minutes apres 1’induction d’un stress (Green et al., 2000) et
I’activation compléte des caspases s’obtient dans les 15 minutes résultant une mort cellulaire

inévitable (Rehm et al., 2002).

Les protéines de la famille BCL-2 se décompose en 3 familles ayant des fonctions distinctes :
e Les protéines anti-apoptotiques composées de BCL-2, BCL-Xi , BCL-CDS, MCL-1 et
BFL-1/A1

e Les protéines pro-apoptotiques capables de former le PMT tels que BAX , BAK et BOK
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e Les protéines pro-apoptotiques possédant uniquement un site BH3 comme BAD, BID,

BIK, BIM, BMF, HRK, NOXA, PUMA.

Toutes les interactions entre ces protéines sont réversibles et sont régies par des affinités
locales dépendantes de la présence de ces protéines dans I’environnement immédiat de la mi-
tochondrie. Effectivement, ces molécules se trouvent a différents endroits de la cellule dans des
compartiments physiologiques tels que le réticulum endoplasmique, le cytosol, I’appareil de
golgi, I’enveloppe nucléaire, dans le noyau ou a la membrane plasmique. La fixation de ces

protéines a la MME modifie I’affinité des protéines et joue un role actif dans leurs fonctions.

Différents scénarios peuvent expliquer les interactions entre les protéines de la famille
BCL-2 et la possible formation du PMT permettant la mise en place de I’apoptose. En fonction
du contexte physiologique et de la présence d’un stress, la diffusion des différents partenaires
se retrouve bouleversée dans la cellule créant des conditions favorables pour la mise en place

de I’apoptose.

2.2. Voie d’activation extrinseque de 1’apoptose

La voie extrinséque de I’apoptose est aussi connue sous le nom de mort cellulaire asso-
ciée aux récepteurs de mort (Igney & Krammer, 2002). Elle est initiée par certaines cellules
immunitaires via I’expression des ligands de récepteurs de morts cellulaires. La fixation des
ligands sur ces récepteurs de la cellule cible entraine 1’activation de la voie extrinséque de
I’apoptose apres le clivage de la pro-caspase 8 en caspase 8. Les récepteurs de mort cellulaires
font partie de la superfamille des récepteurs du TNF et possedent leurs propres ligands (voir
tableau 4). La fixation du ligand sur le récepteur de mort cellulaire permet le recrutement d’un
monomere de pro-caspase 8 par le domaine DED (pour « death-inducing domain ») sur le com-
plexe DISC (pour « Death inducing signal complex ») associé au récepteur de mort cellulaire
du coté cytoplasmique (voir figure 5). Ce complexe DISC s’associe a la protéine adaptatrice
FADD (pour « Fas associated death domain ») ou a une autre protéine appelée TRADD (pour
« TNF-receptor associated death domain ») facilitant ainsi I’interaction entre la pro-caspase 8
et le complexe DISC (J. H. Kim et al., 2004). Une autre molécule, cFLIP (pour « cellular
FLICE-like inhibitory protein ») peut étre recrutée sur le complexe DISC et est importante pour
définir le destin de la cellule. De fait, en fonction de la concentration de ses différentes iso-
formes (Short : cFLIPs, Long : cFLIPL ou Raji : ¢cFLIPr), cFLIP peut induire soit des signaux

pro-apoptotiques soit des signaux anti-apoptotiques (Oztiirk et al,, 2012). Des études
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mathématiques ont montré que I’induction d’un signal pro- ou anti-apoptotique induit par
cFLIP dépend de (i) la force du stimulus au travers du récepteur FAS (ii) la concentration de
cFLIPL et (iii) la présence soit de cFLIPs ou cFLIPr. En outre, ces données supportent le fait
que les variants cFLIPsr sont plutdt des modulateurs de la signalisation via FAS plutdt qu’étre

un inhibiteur de I’activation de la caspase 8 aprés son clivage (Fricker et al., 2010).

Tableau 4 - Les récepteurs de mort cellulaires humains et leurs ligands

Récepteurs de mort cellulaire Ligands
Récepteur du TNF de type 1 TNF
CD95 (FAS ou APO-1) CD95-Ligand (FAS-L)
DR3 TL1A

TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1

TRAIL (Apo-L2)
(TRAIL-R1 ou DR4)

TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1

TRAIL (Apo-L2)
(TRAIL-R2 ou DR5)

L’association entre la caspase 8 et le complexe DISC permet le clivage et ’activation
de la caspase 8 et sa dimérisation autorise 1I’induction de 1’apoptose soit par la voie intrinséque
ou extrinséque en fonction du contexte cellulaire. Précisément, la caspase 8 clivera directement
les caspases exécutrices (3, 6 et 7) et activera donc directement I’apoptose. Cependant, les pro-
téines inhibitrices de I’apoptose (IAP) inhibent directement 1’activation des caspases exécu-
trices 3, 7 et effectrice 9 a moins que ces protéines soient inhibées par des molécules libérées
de la mitochondrie (SMAC/DIABLO, HtrA2/Omi) (Spencer et al., 2009). Des études ont ainsi
montré I’importance de la caspases 8 dans des modeles de souris KO pour cette derniére ou
I’inhibition de cette protéine annihile I’induction de I’apoptose aprées la fixation des ligands aux

récepteurs de morts cellulaires (Varfolomeev et al., 1998).
2.3. Mécanismes tolérogeénes associ€s a I’apoptose

2.3.1. Role des LyT CD4" et CD8" dans la RI induite par I’apoptose

Les antigénes associés aux cellules apoptotiques sont cross-présentés via le CMH de
classe I aux LyT CDS8" induisant de ce fait, des CD8" cytotoxiques (Albert et al., 1998). Plu-
sieurs ¢tudes ont ainsi démontré que le phénomene de tolérance est dépendant du CMH de

classe I et implique une immunosuppression médiée par les LyT CD8" (Ferguson et al., 2002;
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Heath & Carbone, 2001; Steinman et al., 2003). Apres la reconnaissance des antigeénes par les
CDB8" et leur conversion en lymphocytes cytotoxiques, le devenir de ces cellules dépend de
signaux supplémentaires des CDs. Ces derniéres sont capables d’induire des RI apres 1’interac-
tion avec les LyT préalablement activés notamment via I’interaction entre CD40 et CD40L
(Hecht et al., 1998). Dans certains contextes infectieux, les LyT CD8" sont capables d’exprimer
le CMH de classe II par trogocytose (arrachement d’une partie de la membrane d’une autre
cellule possédant le CMH-II) permettant une interaction directe entre les LyT CD4" et CD8" ce
qui initie des RI (Romagnoli et al., 2013). D’autres travaux ont aussi démontré que la stimula-
tion des TLR3 et des molécules de co-stimulation CD40 sur les CDs permettaient d’induire des
RI sans I’aide des LyT CD4" (Hervas-Stubbs et al., 2007). Cependant, cette stimulation n’est
possible que dans un autre contexte que 1’apoptose, car cette mort cellulaire se caractérise par
une faible libération de molécules capables de stimuler activement le SI. Sans ces signaux ad-
ditionnels, les LyT CD8"* deviennent des LyT a courte durée de vie (J. C. Sun & Bevan, 2003)
ou meurent aprés une réexposition a I’antigéne par une mort cellulaire induite par activation
(Janssen et al., 2003, 2005). Ce type de mort cellulaire est médié par la molécule TRAIL et
provoque 1’auto-délétion des cellules CD8" ou CD4" (Griffith et al., 2007; Janssen et al., 2003).
La mort cellulaire induite par TRAIL semble étre spécifique du contexte apoptotique car la
déficience de TRAIL chez les CD8* ne change pas leur phénotype et leur fonction lors d’infec-
tions a Listeria monocytogenes (Sacks & Bevan, 2008). En outre, certaines expériences ont
ainsi montré que les CDs ayant phagocyté des cellules nécrotiques présentent les antigénes aux
CD4" et CD8" alors que les CDs ayant phagocyté des cellules apoptotiques ne présentaient les
antigénes seulement aux CD8" (Griffith et al., 2007). Ce type d’activation entraine la formation
de LyT CD8" a courte durée de vie menant a I’expression de TRAIL qui va induire une auto-
délétion et en méme temps la suppression des LyT CD4". En paralléle, ce processus va endiguer
la mise en place de RI et induire une tolérance. Cependant, ces phénomenes ne se retrouvent
pas dans des modéles infectieux ou certaines réponses peuvent étre médiées sans I’activation

paralléle des CD4" et semble donc étre spécifiques a 1’apoptose.

2.3.2. Récepteurs engagés

Les récepteurs cellulaires impliqués dans la prise en charge des cellules apoptotiques
peuvent déterminer le devenir de la RI. Le processus de phagocytose nécessite la reconnais-
sance des cellules apoptotiques par les cellules phagocytaires et la formation d’une synapse.
Cette synapse est régulée par un réseau de signaux appelés « eat me » et « find me ». Lors de la

mort cellulaire des neutrophiles apres activation, ces derniers libérent certains signaux « eat
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me » comme 1’eATP ou I’eUTP qui interagissent avec le récepteur P2Y2 (Kourtzelis et al.,
2020). Les neutrophiles liberent aussi des lysophosphatidylcholine (LPC) et des sphingosine-
I-phosphate (S1P) qui se fixent sur les récepteurs couplés a des protéines G comme G2A et
S1P1-5 respectivement exprimés par les macrophages (Kourtzelis et al., 2020). De surcroit, la
prise en charge des cellules apoptotiques est médiée par 1’expression des molécules appelés
« eat me ». Dans cette catégorie, les PtdSer qui sont habituellement intégrées dans la membrane
cellulaire du coté intracellulaire se retrouvent exprimées a la surface des cellules apoptotiques
jouant le role de signal « eat-me » pour les macrophages. La CRT est aussi une molécule faisant
partie de cette catégorie qui se fixe sur les récepteurs LRP1 ou CD91 (pour « LDL-receptor-
related protein 1 ») (Kourtzelis et al., 2020). 11 existe aussi certaines molécules dans I’environ-
nement qui peuvent agir comme des adaptateurs moléculaires entre les récepteurs sur les ma-
crophages et les molécules « eat-me » sur les cellules apoptotiques. Par exemple, la lactadhérine

promeut I’efferocytose (phagocytose des cellules apoptotiques par les phagocytes) en se fixant

sur les PtdSer et sur les récepteurs a VB3 et a vB5 des macrophages (Kourtzelis et al., 2020).

Le processus d’efferocytose est important pour 1’homéostasie et sa dérégulation peut
entrainer la mise en place de maladies inflammatoires ou auto-immunes. En effet, le lupus éry-
thémateux systémique peut survenir dans certains cas par un défaut de prise en charge des cel-
lules apoptotiques (Gaipl et al., 2007; Yamaguchi et al., 2008). La perte d’expression de cer-
tains récepteurs impliqués dans la phagocytose (TIM4, MFG-E8, MER...) peut compromettre
la tolérance au soi et induire des maladies auto-immunes (Gaipl et al., 2006; Hanayama et al.,
2004; Miyanishi et al., 2007). Ce n’est pas forcément le cas pour toutes les molécules impli-
quées dans ces processus car la perte d’expression de CD14, CD26, de I’intégrines 3, de I’in-
tégrines B5 n’induit pas forcément des phénoménes d’auto-immunité (Ravichandran & Lorenz,
2007). D’autres études ont montré que des macrophages déficients pour CD26 n’étaient pas
capables de prendre en charge les cellules apoptotiques mais continuaient de produire des cy-

tokines immunosuppressives tel que le TGF-f (Lucas et al., 2006).

2.3.3. Modification des DAMPS
La majorité des protéines qui sont libérées par les cellules passent par la voie classique
de sécrétion des molécules composée du réticulum et de I’appareil de Golgi (Murray & Stow,
2014). Cependant quelques protéines nucléaires ou dénuées de peptides signaux peuvent étre
libérées par des voies non-conventionnelles qui ne sont toutefois pas encore bien comprises.

Les cellules qui meurent libérent des molécules appelées DAMPS (Murao et al., 2021). Ces
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molécules habituellement invisibles pour le SI en conditions physiologiques peuvent stimuler
le SI lorsqu’elles sont exposées a la membrane ou libérées dans I’espace extracellulaire lors
d’une infection, d’un stress ou lors de la rupture de la membrane cellulaire quand les cellules
meurent (Matzinger, 1994). Les MPTs des protéines est un processus important qui permet la
vérification rapide de la fonction d’une protéine contrdlant sa relocalisation cellulaire, la régu-
lation des interactions protéines/protéines et son activation/inactivation (Rider et al., 2017). Les
MPTs possibles sont : 1) I’acétylation ii) la phosphorylation iii) I’ADP ribosylation iv) la mé-
thylation v) la glycosylation et, vi) I’oxydation. Ces MPTs vont étre différentes si les cellules
meurent d’apoptose, de nécrose secondaire, de nécroptose ou de pyroptose ce qui influence

I’activation secondaire du SI.

2.3.3.1. HMGBI1 comme modéle des MPTs:

HMGBI est une des molécules les mieux caractérisées et servira ici d’exemple des
MPTs lors de I’apoptose. HMGBI est une protéine nucléaire et la premicre étape nécessaire a
sa libération est sa translocation du noyau vers le cytoplasme (Bonaldi et al., 2003; B. Lu et al.,
2014). Beaucoup de MPTs de cette protéine vont augmenter 1’interaction avec le récepteur nu-
cléaire CRM1, facilitant son export vers le cytoplasme de la cellule (Kwak et al., 2020). Le
mécanisme précis de libération d’HMGBI reste obscur mais elle pourrait €tre libérée passive-
ment lors de la perte de I’intégrité membranaire (Kwak et al., 2020). Certaines études ont mon-
tré que l’injection intraveineuse de cellules nécrotiques va induire une RI via 1’action
d’HMGBI. Cette méme ¢étude a montré I’importance de cette molécule pour induire une RI car
I’absence de HMGBJ1 dans les mémes conditions induit de la tolérance (Kazama et al., 2008).
D’autres études ont également démontré que lorsque cette protéine est libérée, lors de la pyrop-
tose (une mort cellulaire inflammatoire caractérisée par la perméabilisation de la membrane
plasmique associée a une libération du contenu intracellulaire), cette derniére est hyperacétylée
ce qui n’est pas le cas lors de la nécrose secondaire ou de I’apoptose (Yang et al., 2015). D’ail-
leurs, HMGBI1 est sous une forme particuliére appelée « disulfide bond form » apres la pyrop-
tose et la nécrose alors que I’apoptose induit une forme totalement oxydée. Cette conformation
particuliere peut modifier la capacit¢ de HMGBI a se fixer sur les récepteurs exprimés par le
SI et peut donc expliquer pourquoi cette molécule est capable de stimuler le SI dans le cas de
la pyroptose et de la nécroptose et pas de I’apoptose. Tous les événements ayant lieu durant le
processus de mort cellulaire peuvent modifier le devenir des RI via les différentes voies que ces

morts cellulaires programmées sont capables d’activer ou non. Effectivement, la formation
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d’ERO par les cellules mourantes d’apoptose va modifier certaines cystéines importantes

d’HMGB1 empéchant ainsi le développement de RI (Kazama et al., 2008).

En conclusion, un des facteurs importants pour savoir si la mort cellulaire va induire
plutot de la tolérance ou des RI est de savoir si les cellules mourantes vont étre capables de
modifier efficacement les DAMPs afin de se fixer sur des récepteurs spécifiques du SI et d’in-

duire secondairement la mise en place d’une stimulation de ce dernier.

2.3.4. Libération de médiateurs immunosuppresseurs lors de 1’apoptose

Cellule phagocytaire Cellule apoptotique

Etape 1

Recrutement et attraction via la
libération de signaux dits « eat-
me »

TGFB
IL10
PGE2

Etape 2
Reconnaissance des signaux « eat-
me » exposés a la membrane

Etape 3
Phagocytose et dégradation de la
cellule apoptotique

Etape 4

La phagocytose de cellules
apoptotiques induit la libération de
cytokines immunosuppressives

Figure 6 - Les différentes étapes conduisant a la prise en charge des cellules apoptotiques par les phagocytes.

Lors de la mort cellulaire, les cellules apoptotiques libérent des signaux « eat-me » (par exemple ’eATP) ce
qui attire les cellules phagocytaires. Une fois attirées, les phagocytes reconnaissent les PtdSer exprimés a la
membrane (ce qui induit la transcription de cytokines immunosuppressives) des cellules en apoptose ce qui
permet d’initier le processus de phagocytose. Une fois les cellules endocytées, les cellules phagocytaires
libérent des molécules immunosuppressives (comme le TGF-f, I’IL-10 ou le PGE2) limitant grandement 1’in-
duction d’une RI. Figure issue et modifiée de (Ravichandran, 2010).

Lors de la mort cellulaire, les cellules mourantes mais aussi les cellules phagocytaires
vont libérer des molécules immunosuppressives possédant un role important sur la mise en
place des phénomenes de tolérance. Lors du contact des cellules apoptotiques avec les macro-

phages, ces derniers sécretent de molécules immunosuppressives telles que le TGF-$, I'IL-10,

la molécule PAF (pour « platetet activation factor »), de resolvines mais aussi la prostaglandine
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E2 (voir figure 6) (Chung et al., 2008; Fadok et al., 1998; Serhan & Levy, 2018; Voll et al.,
1997). En outre, les cellules apoptotiques vont produire des médiateurs lipidiques (comme le
15-lipoxygenase ou ’acide 15-hydroxyeicosatetraenoique) qui vont actionner la résolution de
I’inflammation (Serhan et al., 2015; Serhan & Savill, 2005). Certaines études ont souligné que
les cellules apoptotiques avaient un effet inhibiteur dans des mod¢les inflammatoires mais aussi
que I’apoptose induite par certains pathogénes permettait la survie de ce dernier via I’effet im-
munosuppresseur du TGF-f (Freire-De-Lima et al., 2000; Huynh et al., 2002). Cet effet immu-
nosuppresseur peut principalement étre médi€ par les signaux « eat me » présents a la surface
des cellules apoptotiques. Précisément, I’injection de vésicules exprimant des phosphatidylsé-
rines membranaires induit des phénomenes d’immunosuppressions dépendants de I’action du
TGF-B (Hoffmann et al., 2005). Les cellules apoptotiques peuvent produire elles aussi des mé-
diateurs immunosuppresseurs lors de I’engagement de la voie de mort cellulaire comme I’IL-
10 et du TGF- ce qui va inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires par les macro-
phages. De surcroit, Le TGF-f produit par les macrophages aprés phagocytose des cellules
apoptotiques va induire la production de Tregs participant de ce fait aux phénomeénes immuni-

taires tolérogenes associés a I’apoptose (Kleinclauss et al., 2006; Maeda et al., 2005).

2.3.5.  Echec de I’efferocytose et activation du SI

L’efferocytose peut parfois €tre dérégulée comme dans le lupus érythémateux disséminé
(LED). Le défaut d’efferocytose entraine une apoptose prolongée appelée nécrose secondaire
et la libération de DAMPS promouvant de ce fait le développement du LED (Miioz et al., 2010).
On sait que la molécule Clq - un composant du complément - intervient dans ce mécanisme
d’efferocytose et est le gene majeur de susceptibilité dans le LED (Botto & Walport, 2002).
D’autres études ont montré que C1q se fixe aux cellules en apoptose tardive mais pas au temps
précoce de ce processus. Ces ¢léments suggerent que cette fixation tardive permet de limiter la
mise en place de maladies auto-immunes secondairement a un défaut primaire d’efferocytose
(Nagata, 2018). Quand ces mécanismes ne fonctionnent pas correctement ou que trop de cel-
lules meurent au méme moment, les cellules apoptotiques atteignent le stade de nécrose secon-
daire. Dans un contexte physiologique, les cellules mourantes vont libérer de I’ADN qui sera
dégradé par des DNases dans I’environnement péricellulaire évitant donc d’activer des récep-
teurs pro-inflammatoires sur les cellules phagocytaires (comme le TLRY). (Colonna et al.,
2016; Elkon & Santer, 2012; Shichita et al., 2017). Cette fragmentation de I’ADN est donc un
second ¢lément de prévention contre la mise en place de maladies auto-immunes. D’une autre

part, si I’ADN n’est pas digéré par les DNases (ces enzymes sont parfois mutées dans le LED)
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cela aménera la formation de complexes immuns (Yang et al., 2016) activant les macrophages
et les CDs via le TLR9Y et le récepteur au fragment constant des anticorps. La fixation de ce
complexe immun sur les macrophages entraine la libération d’IFN de type 1 et du TNF-a en-
trainant I’amplification des RI pouvant aboutir a la mise en place de pathologies auto-immunes.
Donc la non prise en charge des cellules apoptotiques par les cellules phagocytaires peut aboutir

a la stimulation du systéme immunitaire par la libération passive des molécules intracellulaires.

3. Lanécroptose

La nécroptose est une mort cellulaire inflammatoire médiée par la protéine MLKL (pour
« mixed lineage kinase domain-like ») (Murphy et al., 2013a). La nécroptose peut étre déclen-
chée par les récepteurs de mort connus pour induire I'apoptose extrinseéque (par exemple, FAS,
TNFR1, DR4/DR5), mais elle ne se produit que lorsque l'initiateur, la caspase-8, est bloquée
comme dans les cellules tumorales ou lors d’infections (Tummers & Green, 2017). Elle est
considérée comme une voie suicidaire alternative qui déclenche la mort de la cellule lorsque

l'initiation de l'apoptose est inhibée et représente un
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Figure 7 - Les différents stimuli activant MLKL et mécanimes d’induction de la nécroptose.

La nécroptose peut étre initié¢ aprés la phosphorylation de RIPK3, ZBP1 ou TRF1 a la suite d’activation de diffé-
rents signaux (TLRs, les récepteurs de mort cellulaire, la présence de virus ou I’activation des récepteurs aux IFN
(IFNRs)). La caspase 8 peut inhiber 1’action du complexe RIPK 1 et RIPK3. Figure issue et modifi¢e de (Martens
etal., 2021).

mécanisme de secours supplémentaire (Frank & Vince, 2019). En aval des récepteurs de mort
cellulaire, la voie moléculaire implique la phosphorylation de MLKL par le complexe
RIPK1/RIPK3 entrainant son oligomérisation et son association au feuillet interne de la mem-

brane plasmique (voir figure 7). Contrairement a la pyroptose, MLKL est la seule protéine

42



effectrice connue pour étre capable de déclencher la nécroptose et se retrouve dans différentes
especes animales mais aussi chez les plantes montrant son importance dans la lutte contre les
pathogénes (Mahdi et al., 2020). La phosphorylation de MLKL aboutit, comme pour la pyrop-
tose, a la formation de pores membranaires. La perméabilisation de la membrane induit en outre
un gonflement cellulaire et une osmolyse (X. Chen et al., 2016a). Finalement, cela induit la
rupture de la membrane et la libération de DAMPs pro-inflammatoires dans le milieu extracel-

lulaire, déclenchant une stimulation du SI (Kaczmarek et al., 2013).

3.1. Mcécanismes moléculaires de la nécroptose :

Dans les années 2000, Holler et al. découvrent RIPK1 comme étant ’acteur d’une mort cel-
lulaire qui n’est pas 1’apoptose (N. et al., 2000). 5 ans plus tard, c’est la premiere fois que le
nom de nécroptose est donné apres avoir découvert que la necrostatin inhibe I’action de RIPK1
et empéche des fibroblastes de mourir aprés un traitement au TNF (Degterev et al., 2005). S’en
suit la découverte des deux derniers acteurs de cette voie cellulaire que sont RIPK3 et MLKL,
les composants de la machinerie nécroptotique (Weinlich et al., 2017).

Le role du TNF a aidé a micux caractériser cette voie. De fait, la fixation du TNF sur le
récepteur TNFR1 entraine la formation d’un complexe 1 sur la face cytoplasmique de ce récep-
teur (voir figure 8). La nécroptose peut aussi étre induite par des récepteurs de mort cellulaire
connus pour induire I’apoptose extrinséque comme FAS, TNFR1, DR4/DRS5 (Tummers &
Green, 2017). Le complexe 1 est composé de TRADD, FADD, TRAF (TNFR associated fac-
tors), LUBAC, RIPK1 et cIAP 1 et 2 (pour « cellular inhibitor of apoptosis protein ») (voir
figure 8). Dans ce complexe I, cIAP1/2 vont poly-ubiquitinilé la lysine 63 de RIPK1 (J. Chen
etal., 2019). Cette chaine va servir d’échafaudage moléculaire pour le recrutement du complexe
formé de IKKa, IKK et de NEMO ainsi que du complexe formé de TAK1, TAB1 et 2. L agré-
gation de ces deux complexes conduisent a 1’activation de la voie NF-«B ainsi que la survie
cellulaire.

La déubiquitination de RIPK1 (par CYLD ou A20) conduit a la formation d’un com-
plexe II avec deux variantes possibles : le complexe Ila ou IIb. FADD et la pro-caspase 8 sont
recrutés sur TRADD et RIPK1 pour former le complexe Ila ce qui permet 1’activation de la
caspase 8 (J. Chen et al., 2019). En cas d'absence de cIAP1/2, de TAK1 ou du complexe IKK,
le complexe IIb se constitue, de RIPK1, FADD et la pro-caspase-8 a I'exception de TRADD, et
active la caspase-8 (J. Chen et al., 2019). Cette derniére induit alors 'apoptose. Toutefois, lors-
que l'activité de la caspase-8 est inhibée, par exemple par cFLIP, par l'inhibiteur pan-caspase

zVAD-fmk ou lors d’infections, la nécroptose dépendante de RIPK3 est déclenchée.
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Figure 8 - Voies moléculaires de I’activation de la nécroptose.

La nécroptose est induite par des récepteurs de mort tels que FAS, TNFR1 et DR4/DRS5. Le complexe I comprend
TRADD, FADD, TRAF, LUBAC, RIPK1 et cIAP 1 et 2. Dans ce complexe I, cIAP1/2 polyubiquitine RIPK1 sur
la lysine 63. Cette chaine sert d'échafaudage moléculaire pour recruter des complexes formés par IKKa, IKKb et
NEMO, ainsi que ceux formés par TAK1, TABI et 2. L'agrégation de ces deux complexes conduit a l'activation
de la voie de signalisation NF-kB et a la survie cellulaire. La déubiquitination de RIPK1 (par CYLD ou A20)
forme le complexe II avec deux variantes possibles (complexe Ila ou IIb). FADD et pro-caspase-8 sont recrutés
dans TRADD et RIPK1 pour former le complexe Ila, permettant 1'activation de la caspase-8. En 1'absence de
complexes cIAP1/2, TAK1 ou IKK, le complexe IIb (qui contient RIPK1, FADD, la pro-caspase-8) est formé. Ce
dernier induit I'apoptose. Figure issue et modifiée de (J. Chen et al., 2019).

La source du stimulus détermine si la nécroptose sera initiée par la formation de 1’hé-
téro-dimere RIPK1/RIPK3 ou par I’homo-dimére RIPK3/RIPK3 (Orozco et al., 2014; X. N.
Wu et al., 2014). RIPK1 se fixe a RIPK3 apres ’activation des récepteurs de mort cellulaires
et peut induire aussi bien 1’apoptose que la nécroptose en fonction du contexte cellulaire. Ce-
pendant, la fixation de RIPK1 sur RIPK3 n’est pas indispensable pour I’activation de cette der-
niere par les TLR3, TLR4 et ZBP1/DAI (axe reconnaissant la présence d’ADN dans le cyto-
plasme et impliqué dans les processus antiviraux) (Grootjans et al., 2017; Pasparakis &

Vandenabeele, 2015).
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Figure 9 - Pattern d'expression de MLKL et RIPK3 dans les différents tissus

Pattern d’expression de la protéine MLKL dans les différents tissus humains. Réalisé a partir de « Human protein
Atlas ». Figure issue et modifiée de (De Schutter, 2021).

Le niveau d’expression de RIPK3 est déterminant pour induire la nécroptose (Y. S. Cho
et al., 2009; S. He et al., 2009; D.-W. Zhang et al., 2009) et son expression est différente en
fonction des tissus (voir figure 9). Précisément, le complexe RIPK1/RIPK3 recrute de plus en
plus de RIPK3 aboutissant a 1’activation de cette dernic¢re par autophosphorylation (W. Chen et
al., 2013). Une fois phosphorylée, RIPK3 va a son tour phosphoryler MLKL (L. Sun et al.,
2012a; J. Zhao et al., 2012) conduisant a son oligomérisation et son activation (Grootjans et al.,

2017; L. Sun et al., 2012a). Une fois insérés dans la membrane, les oligomeres de MLKL
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forment un pore qui induit des perturbations cellulaires conduisant a la mort de la cellule. Ce
pore membranaire permet, comme pour la pyroptose, la libération du contenu intracellulaire.
De¢s que ces molécules sont libérées dans le compartiment extracellulaire, elles deviennent des
molécules d’alertes permettant I’activation du SI via la fixation sur des récepteurs spécifiques

a la surface des cellules immunitaires notamment les CDs.

3.2. MLKL:

MLKL est I’acteur majeur de la nécroptose car son activation est nécessaire pour désta-
biliser la membrane plasmique et induire la libération de molécules immunostimulantes. Cette
protéine possede une structure particulicre et ses voies d’activation propres qui seront détaillées

dans les paragraphes suivants.

3.2.1. Structure de MLKL

RIPKI est une protéine qui possede une multitude de fonctions comme la régulation de
la survie, de I’inflammation mais aussi de la mort cellulaire (Tao et al., 2022). Elle possede 3
domaines importants : i) le domaine kinase N-terminal qui posse¢de des sites de phosphoryla-
tions, i) un domaine avec un motif particulier appelé RHIM (pour « RIP homotypic interaction
motif ») important pour 1’interaction avec RIPK3 et iii) un domaine C-terminal de mort (DD
pour « death domain ») indispensable pour le recrutement sur le récepteur TNFR1 et TRADD
dans le méme complexe (voir figure 10) (W.J. Wang et al., 2019). RIPK3, quant a elle, posséde
aussi un domaine kinase N-terminal et RHIM mais est dénuée du domaine de mort cellulaire.
La structure 3D de MLKL permet de déterminer la présence d’un domaine N-terminal 4HB
(pour « four helix bundle domain ») et d’un domaine C-terminal PsKD (pour « pseudokinase
domain ») reliés par une région « brace » (Murphy et al., 2013b; Su et al., 2014). Le domaine
4HB permet I’interaction avec la membrane plasmique et est responsable de la mortalité induite
par MLKL. Le domaine « brace », composé de deux hélices, est impliqué dans 1’oligomérisa-
tion de MLKL et le domaine pseudokinase (PsKD) est important pour I’interaction avec RIPK3
sous sa forme phosphorylée (Murphy et al., 2013a; Quarato et al., 2016a). Le domaine 4HB
agit comme un domaine induisant une mortalité cellulaire alors que le domaine PsKD et la
région charniere sont essentiels pour controler la fonction du domaine 4HB (Arnez et al., 2016;

Hildebrand et al., 2020; Su et al., 2014; Tanzer et al., 2016).
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Figure 10 - Structures des protéines impliquées dans la nécroptose

RIPK1 et RIPK3 posseédent un domaine N-terminal kinase (KD) qui sert de région de phosphorylation important
a la fonction de la protéine et un domaine intermédiaire contenant un motif RHIM (important pour I’interaction
entre ces deux protéines). Seule RIPK1 posséde un domaine de mort DD (pour « death domain ») qui permet le
recrutement de cette dernicre sur les récepteurs de mort cellulaires. MLKL quant a elle est divisée en 3 sous-
domaines. Elle posséde un domaine 4HB responsable de 1’insertion dans la membrane et la mortalité induite par
MLKL, un domaine « brace » important pour les mécanismes d’oligomérisation et un domaine « PsKD » respon-
sable de I’interaction avec RIPK3 phosphorylée. Figure issue et modifiée de (Tao et al., 2022).

3.2.2. Activation de MLKL :

L’activation de MLKL par phosphorylation entraine la formation d’une boucle du do-
maine psKD et libére le domaine 4HB responsable de ’activité cytolytique. L’ activation de
MLKL dépend de la phosphorylation de la sérine 227 (S227) chez I’homme et 232 (S232) pour
la souris de RIPK3 (L. Sun et al., 2012a). Le co-cristal de RIPK3 (résidus 182 a 464) et MLKL
(résidus 1 a 318) ont permis de mieux comprendre les interfaces de fixation entre ces deux
molécules. Effectivement, ces auteurs ont ainsi montré que la S232 de RIPK3 forme un pont
disulfure avec le groupe hydroxyle de la S204 de MLKL (Xie et al., 2013). Deux autres résidus
phosphorylés de RIPK3 (la sérine 184 et la thréonine 231) interviennent dans les interactions
entre RIPK3 et MLKL. Au centre de cette interface de fixation, la phénylalanine 27 (Phe27) de
RIPK3 interagit avec la Phe234 de MLKL par des interactions - m (liaisons non-covalentes)
donnant la force majoritaire a la formation de ce complexe (Xie et al., 2013). Cependant, la
formation du complexe RIPK3/MLKL n’est pas suffisante a elle seule pour induire la nécrop-
tose et nécessite d’autres co-partenaires. Une étude a récemment mis a jour le réle du complexe
HSP90-CDC37 dans ces mécanismes (D. Li et al., 2015). Ces mémes auteurs ont souligné que
I’utilisation d’inhibiteurs ou le KO de HSP90 prévient 1’induction de la nécroptose en empé-
chant la phosphorylation de RIPK3 sur la S227. En outre, la déphosphorylation de RIPK3 sup-
prime 1’induction de la nécroptose (W. Chen et al., 2015). Ensemble, ces données permettent
de mettre en lumicre le réle primordial de 1’autophosphorylation de RIPK3 en S227 pour la
formation d’une interface de reconnaissance de MLKL. Une fois activée et fixée a MLKL,

RIPK3 active cette derniére par phosphorylation sur les résidus T357/S358 (S345 chez la
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souris) (L. Sun et al., 2012b). Apres activation, MLKL va changer de conformation ce qui fa-
cilitent les interactions avec les phosphatidylinositols (PIPs) membranaires via un cluster de
résidus chargés positivement localisés dans le domaine 4HB (Dondelinger et al., 2014). Ces
mécanismes forment un domaine de haute affinité aux PIPs stabilisant I’interaction de MLKL

avec la membrane plasmique (Quarato et al., 2016b).

3.2.3. Déstabilisation de la membrane plasmique :

De nos jours, la structure supramoléculaire des oligomeres de MLKL permettant la per-
méabilisation de la membrane plasmique reste encore incomprise. Les mécanismes induisant la
perméabilisation de la membrane cellulaire sont donc aussi inconnus mais I’hypothése générale
serait que MLKL perméabilise directement la membrane plasmique soit par une insertion par-
tielle (Su et al., 2014) dans la bicouche lipidique ou par une activité pore ou canal (Xia et al.,
2016). Toutefois, savoir si MLKL induit une mort cellulaire via une action directe ou indirecte,

seule ou avec d’autres partenaires protéiques reste encore a ¢lucider.

Une des principales caractéristiques des domaines capables d’induire des pores mem-
branaires est la présence d’une partie hautement hydrophobe permettant son incorporation au
sein du cceur hydrophobe de la membrane cellulaire. De surcroit, les hélices o amphiphiles que
I’on retrouve dans le domaine 4HB peuvent aussi agir comme un domaine capable d’induire
des pores et sont idéales pour se fixer a la membrane (Grage et al., 2016; Ros & Garcia-Saez,
2015). Cependant, la facon de déstabiliser la membrane cellulaire par MLKL reste inconnue et
des auteurs ont élabor¢ une étude bio-informatique afin de proposer 3 scénari pour répondre a
cette question (Flores-Romero et al., 2020). Le premier scénario est que le domaine 4HB agit
comme un surfactant et crée un tapis sur la membrane cellulaire jusqu’a atteindre une concen-
tration suffisante pour déstabiliser et perméabiliser la membrane cellulaire comme le font cer-
tains détergents et/ou les fibres amyloides (S. Liu et al., 2017). Le second serait que MLKL agit
comme une protéine possédant des hélices o amphiphiles capable d’induire des pores provo-
quant une courbure de la membrane et formant ainsi un pore compos¢ de protéines et de lipides.
Ce méme mécanisme a été proposé pour expliquer I’action des protéines ou lipides lytiques
comme la melittin, la megainin (Lee et al., 2011; Sengupta et al., 2008) ou les actinoporines
(Alvarez et al., 2003; Mesa-Galloso et al., 2019). Dans ce cas, ce mécanisme induirait un amin-
cissement de la membrane permettant sa courbure et la formation d’un pore toroidal (F. Y. Chen
et al., 2003; Grage et al., 2016; Woo & Lee, 2017). La derniére hypothése serait que MLKL

induit une courbure et une perméabilisation a cause d’une haute concentration locale avec les
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PIPs. Dans tous les cas, I’altération de la double couche lipidique pourrait faciliter le bascule-
ment des lipides membranaires sous 1’action de scramblases (enzyme répartissant aléatoirement
les phospholipides fraichement produits dans la membrane cellulaire). L’exposition des lipides
de la couche interne lipidique cellulaire expliqueraient 1’exposition des Ptdser lors de I’induc-
tion de la nécroptose (Y. N. Gong et al., 2017). A ce jour, les processus d’oligomérisation de
MLKL restent mal compris et leurs résolutions pourraient permettre de mieux comprendre de

quelle facon MLKL déstabilise la membrane plasmique.

4.  Lapyroptose

Lors de I’infection de I’organisme par des pathogenes, la surveillance immunitaire se fait
principalement par les cellules circulantes telles que les macrophages ou les neutrophiles. Une
multitude de pathogenes sont intracellulaires et la seule solution pour les éliminer est d’induire
la mort cellulaire de la cellule infectée. La mort cellulaire peut étre induite de fagcon extrinseque
ou intrinseéque a la cellule. Si la cellule est capable de détecter une perturbation ou la présence
d’un pathogene alors elle active une mort cellulaire intrinséque qui peut-étre la voie intrinséque
de I’apoptose, la nécroptose ou la pyroptose. Certains pathogénes sont capables de détourner
ces voies pour limiter leur élimination et favoriser leur persistance dans 1’organisme. A la suite
d’une multitude de découvertes, la pyroptose est actuellement la mort programmeée inflamma-
toire la mieux caractérisée et se définit par sa capacité d’éliminer les pathogénes et d’induire

une réponse inflammatoire forte.

4.1. Les Gasdermines

Récemment, certains travaux ont ainsi pu démontrer la capacité de la Gasdermine D a
former des pores membranaires. Cette protéine est I’un des acteurs moléculaires majeur de la
pyroptose - appartenant a la famille des Gasdermines - protéines exclusivement responsable de
cette mort cellulaire inflammatoire (J. Shi et al., 2015a). La Gasdermine D fait partie d’une
famille de protéines hyper-conservées que sont les Gasdermines comprenant les Gasdermines
A, B, C, D, E et PJVK (voir tableau 5) (Kovacs & Miao, 2017a). Elles possedent une structure
semblable avec la présence d’une partie N-terminale responsable de la formation du pore mem-
branaire et une partie C-terminale répressive reliées entre elles par un linker protéique (voir
figure 11) (J. Shi et al., 2015a). PJVK est la seule a posséder un domaine en doigt de zinc sur
sa partie C-terminale au lieu d’un domaine inhibiteur. Une fois clivée, la partie N terminale de

la protéine va se lier aux phospholipides membranaires internes de la cellule permettant
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I’oligomérisation et la formation d’un pore membranaire responsable de la pyroptose. La partie
N-terminale de toutes les protéines de cette famille est capable d’induire la mort cellulaire py-
roptotique sauf celle de PJVK (Kovacs & Miao, 2017b). Des études in vitro ont aussi montré
que I’insertion dans la membrane bactérienne provoque la lyse de ces derniéres étayant de ce
fait le role des Gasdermines dans la clairance de différents pathogénes en cas d’infection. Ega-
lement, 1’analyse d’expression a permis de montrer qu’au moins une des protéines de la famille
des Gasdermines, la GSDME, est exprimé de fagon ubiquitaire ce qui tend a renforcer le role

que peuvent avoir ces protéines dans la clairance des pathogenes.
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Figure 11 - Structure et mécanismes de régulation des Gasdermines

Les protéines de la famille des Gasdermines possedent une partie N-terminale (bleue) capable de perméabiliser la
membrane plasmique et une partie auto-inhibitrice (verte) - sauf pour PJVK qui est remplacée par une structure en
doigt de zinc (orange) - reliés par un linker protéique (trait noir). La GSDME possédent un résidu thréonine 6 (T6)
qui apres phosphorylation entraine 1’inhibition de la fonction de la partie N-terminale. Ces résidus conservés d’in-
hibition se retrouve dans les Gasdermines A, B, et PJVK mais ’action inhibitrice de cette phosphorylation n’a pas
¢été confirmée dans toutes les protéines ou ce résidu est présent (présence d’un « ? »). Certains clivages activateurs
(+ noir) et inhibiteurs (- rouge) sont représentés par des ciseaux. Par exemple, le clivage de la GSDMD par la
Caspase 1/4/5/8, la Cathepsin G ou ELANE sur le résidu D275 entraine 1’activation et la perméabilisation mem-
branaire de la cellule alors que le clivage du résidu D87 ou Q193 par la caspase 3 ou la protéase 3C entraine
I’inhibition de la perméabilisation membranaire. Sur la droite de la figure se trouve une synthése des protéines
activatrices (en noir) ou inhibitrices (en rouge) par clivage de la fonction des protéines de la famille des gasder-
mines. Figure issue de (De Schutter et al., 2021).

4.1.1. Pattern d’expression des différentes Gasdermines :

La localisation des différentes Gasdermines varie en fonction des tissus, des sous-types cellu-
laires mais aussi dans la localisation intracellulaire ce qui montre que ces protéines posseédent
des fonctions différentes. La GSDMD et la GSDME sont toutes les deux exprimées dans une
grande majorité de tissus alors que ce n’est pas forcément le cas des autres Gasdermines (voir

figure 12). Cependant, la génération de souris KO pour ces deux protéines n’entraine pas
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I’apparition d’un phénotype particulier suggérant que ces protéines sont impliquées dans des
phénomenes particuliers comme le cancer ou les infections. En effet, I’expression de ces pro-
téines aux interfaces (comme les épithéliums, le tractus respiratoire, le systeéme digestif) se re-
trouve principalement aux endroits ou les pathogeénes sont le plus susceptibles de se trouver.
L’expression restreinte de la GSDMA et la GSDMC dans la peau (GSDMA) ou dans les pou-
mons, la muqueuse buccale, I’estomac et I’cesophage (pour la GSDMC) nous laisse penser que
ces protéines peuvent intervenir dans des conditions particuliéres comme les infections bacté-
riennes ou virales. Des changements d’expression de ces protéines peuvent aussi étre retrouvés
dans certains contextes cellulaires ou physiopathologiques. En effet, un traitement au dexa-
methasone entraine une régulation positive de la GSDMD (Webb et al., 2007) alors que des
conditions hypoxiques permettent la régulation positive de la GSDMC médiée par le point de
contréle immunitaire PD-L1 (Hou et al., 2020). Pour le moment, ces modifications d’expression
des Gasdermines est incompris méme si nous savons de facon générale comment ces protéines
sont exprimées dans différents tissus, nous manquons de connaissances sur I’expression de ces

protéines dans certains sous-types cellulaires.
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Figure 12 - Profil d’expression des protéines de la famille des gasdermines

Pattern d’expression de la famille des Gasdermines réalis¢ par immunohistochimie a partir de « Human protein
Atlas ». Figure issue et modifiée de (De Schutter et al., 2021).
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Tableau 5 - Récapitulatif des propriétés et des fonctions des protéines de la famille des gasdermines

Géne humain

Noms alternatifs

Géne murin

Activé par

Maladies associées

Formation du pore

. Gsdmal
Gasdermin (GSDM), ) )
GSDMA Gsdma?2 ? Alopécie, asthme oul
gasderminl (GSDM1)
Gsdma3
PRO2521
GSDMB gasdermin-like Non présent Caspase-1/3/6/7 Asthme et maladies immunitaires oui
(GSDML)
Gsdmcl
Gsdmc2
GSDMC MLZE ? ? oui
Gsdmc3
Gsdmc4
GSDMDC1 . _
GSDMD Gsdmd Caspase-1/8/11/4/5 Choc septique oui
DFNASL
DFNAS DFNA5 Dfna5 Caspase-3 Surdité congénitale autosomique dominante oui
Pejvakin ) ) ) ) )
DFNB59 . Dfnb59 ? Surdité congénitale autosomique récessive inconnu
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4.1.2. Meécanismes moléculaires de la pyroptose médiée par la Gasdermine D et

la Gasdermine E

Dans cette partie, nous nous focaliserons sur la pyroptose induite par la Gasdermine D
et la Gasdermine E car ce sont les voies moléculaires les mieux décrites et les mieux comprises.
L’activation des autres Gasdermines reste un sujet en développement avec des incertitudes
quant a leurs roles, le contexte de leurs activations, et les éléments de régulation associée. La
pyroptose médiée par la Gasdermine D est régulée par des mécanismes dépendants ou indépen-
dants de la caspase 1 (voir figure 13) (Stowe et al., 2015) alors que la pyroptose médiée par la
GSDME dépend principalement de 1’activité de la caspase 3. Les processus indépendants de la
caspase | sont régulées par la caspase 4 et 5 chez ’humain et la caspase 11 chez la souris. Peu
importe la voie moléculaire activée, que ce soit avec la GSDMD ou la GSDME les caractéris-
tiques morphologiques seront les mémes, c’est-a-dire (i) le gonflement de la cellule (ii) une
perméabilité membranaire se caractérisant par un co-marquage pour I’Annexin V et TUNEL
(DAPI ou I’iodure de propidium) (iii) une condensation de la chromatine et (iv) une fragmen-
tation de I’ADN (Fernandes-Alnemri et al., 2007; Fink et al., 2008; Fink & Cookson, 2006).
De plus, les mitochondries des cellules tendent a perdre leur potentiel membranaire pendant la
pyroptose ce qui implique qu’elles induisent un stress cellulaire important modifiant I’activité
d’une majorité des organites cellulaires (Shimada et al., 2012). La libération du fragment N-
terminal permettra la fixation aux phospholipides membranaires internes, a la formation d’un
pore membranaire de 10-15 nm composé de 15 monomeres de Gasdermine D (Ding et al.,
2016a; Evavold et al., 2018; Y. Zhao et al., 2018). L’effet terminal de la pyroptose est la per-
méabilisation de la membrane cellulaire s’accompagnant de la diffusion dans le milieu extra-
cellulaire du contenu de la cellule, incluant des cytokines pro-inflammatoires, de ligands endo-
genes, d’alarmines et autres DAMPs (C. J. Chen et al., 2007; Dombrowski et al., 2011; England
et al., 2014; Kuida et al., 1995; Lamkanfi et al., 2010; P. Li et al., 1995; Mariathasan et al.,
2004). Cependant, méme si la membrane est perméabilisée, cette derni¢re garde une intégrité
suffisante pour piéger les bactéries intracellulaires. De fait, des études réalisées par immuno-
histochimie ont permis de montrer que contrairement a I’apoptose ou les corps apoptotiques
sont phagocytés principalement par des macrophages, lors de la pyroptose les bactéries piégées

se retrouvent phagocytées majoritairement par les neutrophiles (Kovacs & Miao, 2017a).
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Figure 13 - Voies d’activation de la pyroptose

La pyroptose dépendante de la caspase 1 repose sur 1’activation de différents inflammasomes (NLRP1b, NLRP3,
NLRC4, AIM2, Pyrin) sensibles a des stimuli différents. Contrairement a ses homologues, les inflammasome
NLRP3 et NLRC4 ont besoin de protéines complémentaires pour s’activer, NEK7 et NAIP respectivement. L’ac-
tivation de I’inflammasome permet le recrutement de la protéine ASC et de la caspase 1 entrainant la formation
d’un complexe protéique. La caspase 1 ainsi activée entraine d’une part le clivage de la Gasdermine D mais aussi
celui des cytokines pro-inflammatoires IL-18 et IL-18. Le clivage de la Gasdermine D libére le fragment N-termi-
nal qui - apres oligomérisation - formera un pore membranaire entrainant la libération du contenu intracellulaire
et des cytokines actives IL-18 et IL-18. D’autre part, la détection du LPS intracellulaire entraine 1’activation de la
caspase 4 et 5 chez I’humain ou 11 chez la souris qui aboutira au clivage de la Gasdermine D. La formation du
pore membranaire entraine un efflux potassique qui active I’inflammasome NLRP3. L’IL-1f et I'IL-18 seront
clivées apres la formation du complexe ASC-NLRP3-Caspase. Par conséquent, que ce soit par des mécanismes
dépendants ou non de la caspase 1, la pyroptose s’accompagne de la libération de cytokines pro-inflammatoires
ainsi que du contenu intracellulaire aprés rupture de la membrane cellulaire. Figure issue et modifiée de (Man et
al., 2017).

4.2. Libération du contenu intracellulaire :

Peu importe la voie utilisée par la cellule pour activer la pyroptose, cette dernicre s’ac-
compagne toujours de la libération de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-18, 'IL-1a
et I’'IL-18 dans les macrophages. L’IL-1f est une cytokine possédant un puissant effet inflam-
matoire, notamment en augmentant la vasodilatation, I’extravasation des cellules immunitaires

et induit une forte RI adaptative (Man et al., 2017). L’IL-18 induit la production d’INF-y par
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les cellules THI, par les NK et les CD8 et permet le développement d’une inflammation locale
(Dinarello et al., 2013). La pyroptose induit la libération d’autres alarmines comme I’'IL-1a,
I’eATP mais aussi HMGBI1 (C. J. Chen et al., 2007; Dombrowski et al., 2011; England et al.,
2014; Kuida et al., 1995; Lamkanfi et al., 2010; P. Li et al., 1995; Mariathasan et al., 2004). 11
semblerait que la formation du pore membranaire médié par la GSDMD permette le passage
uniquement des cytokines et des DAMPs de petites tailles mais la libération de molécules plus
grosses comme HMGB1 nécessiterait la présence d’une protéine appelée Ninjurin-1 (NINJ1)
impliquée dans la perte de I’intégrité membranaire apres 1’induction de la pyroptose médiée par
la GSDMD (Kayagaki et al., 2021). Effectivement, I’induction de la pyroptose dans des cellules
déficientes en NINJ1 fait que les cellules restent dilatées sans étre capables de libérer des pro-

téines de taille plus importantes.

HMGBI est une protéine impliquée dans la régulation de 1’autophagie et 1’expression
génique (car HMGBI participe a la courbure de I’ADN, favorable a la fixation d’éléments im-
pliqués dans I’expression géniques comme les facteurs de transcription). Une fois dans le milieu
extracellulaire, elle devient une molécule au puissant pouvoir inflammatoire. Sa fixation sur
différents récepteurs exprimés par les cellules immunitaires et les cellules endothéliales parti-
cipe a P’activation du SI. En effet, la liaison de HMGBI sur les récepteurs TLR2, TLR4 et
RAGE des macrophages entraine 1’activation de la voie NF-kB mais aussi la libération de cy-
tokines pro-inflammatoires telles que I’IL-6 et le TNF-a (Paudel et al., 2019). On sait d’ailleurs
que cette protéine est capable de se lier a ’IL-1p activée, au LPS, aux nucléosomes mais aussi
a I’ADN simple brin augmentant fortement son pouvoir inflammatoire. Il est clair que HMGB1
participe aux processus inflammatoires associés a la pyroptose, cependant il est difficile d’éva-
luer son rdle réel tant son statut post-traductionnel et la fixation a d’autres cofacteurs peuvent
en moduler ses effets (Paudel et al., 2019).

D’autres études ont d’ailleurs illustré que les cellules pyroptotiques libérent aussi la
protéine ASC - impliquée dans la formation de I’inflammasome - propageant de ce fait I’in-
flammation (Baroja-Mazo et al., 2014; Franklin et al., 2014). Tous ces éléments, ensembles,

perpétuent et amplifient I’inflammation générée par la pyroptose.
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4.3. Différentes voies d’activation de la pyroptose :

4.3.1. Voie d’activation canonique de la pyroptose médi¢e par les inflamma-

somes :

Dans la voie canonique de la pyroptose, la caspase 1 sera activée par différents inflam-
masomes (voir figure 13). Ces inflammasomes agissent comme des détecteurs intracellulaires
de plusieurs PAMPS ou DAMPS. L’inflammasome NLRP3 réagit aussi bien a différents évé-
nements cellulaires (flux ioniques, dysfonction mitochondriale, production de ROS, dommages
lysosomiales) qu’a certains DAMPS/PAMPS. L’inflammasome NLRC4 s’active par la fixation
a la flagelin ou a I’appareil bactérien de sécrétion de type III. L’inflammasome NLRP1b chez
la souris et NLRP1 chez le rat, est activé a la suite de son clivage par un facteur produit par les
bactéries Gram positives Bacillus anthracis. L’activation de I’inflammasome Pyrin est induite
par des modifications des GTPases RHO et nécessite 1’assemblage des microtubules pour son
activation. Quant a lui, 'inflammasome AIM2 est activé par la fixation d’ADN double brin
cytoplasmique. D’une fagon générale, peu importe 1’inflammasome activé, cela aboutira par
I’incorporation de la caspase 1 dans ce complexe. Une fois incorporée dans ce complexe, cette
protéine sera activée aboutissant a la maturation des cytokines pro-inflammatoires IL-1f et IL-
18 et in fine a la mise en place de la pyroptose par clivage de la Gasdermine D (Man et al.,

2017).
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Figure 14 - Mécanismes induisant 'activation de la pyroptose médié¢e par la GSDME

Lors de l’initiation de I’apoptose (par la voie intrinséque ou extrinséque), la caspase-3 sera clivée par une
succession d’événements moléculaires. Cette derniére peut soit induire I’apoptose si les cellules expriment
faiblement la GSDME. La caspase-3 est aussi capable de cliver la GSDME pour libérer sa partie N-terminale
exécutrice de la pyroptose. D’ailleurs, dans les cellules ou la GSDME est fortement exprimée, 1’apoptose
initialement enclenchée se change en pyroptose. Certains agents chimiothérapeutiques sont aussi capables
d’activer le clivage de la caspase-3 et secondairement ’activation de la pyroptose médiée par la GSDME
(dans le cas de cellules tumorales exprimant fortement la GSDME). Figure issue et modifiée de (Liao et al.,
2022).

4.3.2. Voie non canonique de I’activation de la pyroptose :

La reconnaissance du LPS intracellulaire présent dans les bactéries a gram négatif par
les caspases 4/5 chez ’homme et 11 chez la souris, entraine le clivage et I’activation de la
Gasdermine D (voir figure 13) (Man et al., 2017). Dans les macrophages, quand la pyroptose
est induite par la reconnaissance du LPS intracellulaire, il faut d’autres mécanismes afin de
permettre la maturation et la libération de I’IL-1 et de I’IL-18. Précisément, la formation du
pore membranaire entraine la déplétion du potassium intracellulaire directement par un efflux
potassique au travers de ce dernier. Cette déplétion potassique active directement 1’inflamma-
some NLRP3 entrainant donc la formation du complexe NLRP3/ASC/Caspase 1 qui procédera

a la maturation des cytokines pro-inflammatoires IL-1f et IL-18 (Mufioz-Planillo et al., 2013).
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Ces cytokines seront directement libérées de la cellule via le pore membranaire formé la Gas-

dermine D.

4.3.3. Voies cellulaires conduisant a la pyroptose médiée par la Gasdermine E :

La GSDME est clivée par la caspase 3, une protéase a cystéine impliquée dans la dégra-
dation d’une multitude de protéines pendant la phase finale de I’apoptose. Différents éveéne-
ments cellulaires comme le stress oxydatif, la voie intrinséque ou extrinséque de 1’apoptose, la
voie des MAP kinases ou le stress du réticulum endoplasmique peuvent conduire a I’activation
de la caspase 3 et par conséquent a I’activation de la pyroptose médiée par la GSDME (voir
figure 14) (Shangguan et al., 2021; Shen et al., 2021; M. Wu et al., 2019; X. Zhang et al., 2020,
Z. Zhang et al., 2021). On sait aussi que certaines drogues de chimiothérapies comme le topo-
técan, 1’étoposide ou le cisplatine sont capables d’activer la caspase 3 et par conséquent d’in-
duire la pyroptose dans les cellules cancéreuses exprimant la caspase 3 et la GSDME. Donc, le
niveau d’expression de la GSDME définit quel type de mort cellulaire la cellule va subir : une
faible expression conduit a ’apoptose alors qu’une forte expression induit la pyroptose (Y.
Wang et al., 2017a). Ce mode alternatif de mort cellulaire pourrait permettre aux cellules ex-
primant fortement la GSDME d’induire une mort catastrophique afin de préserver et alerter les
cellules environnantes lors d’épisodes infectieux. D’autres études ont aussi mis en lumiére que
les NK, en libérant la granzyme B cliveront la GSDME pour induire la pyroptose dans les cel-
lules exprimant cette protéine ce qui montre aussi le role qu’elle peut avoir dans la mort cellu-
laire induite par le SI (Z. Zhang et al., 2020). Il est important de noter que lorsque les cellules
succombent a 1’apoptose mais ne sont pas pris en charge par les cellules phagocytaires, les
cellules subissent un événement non régulé ce qu’on appelle la nécrose secondaire. Des travaux
ont ainsi montré que I’induction de la nécrose secondaire se produit apres 1’induction de la voie
apoptotique dans des cellules déficientes en GSDME démontrant ainsi le role de cette protéine
dans le choix de mort cellulaire subit par la cellule (Rogers et al., 2017). In fine, ’activation de
cette voie conduira aux mémes éveénements cellulaires que ceux médiées par la GSDMD, c’est-
a-dire la formation d’un pore membranaire, le gonflement de la cellule avec la perturbation de
I’homéostasie cellulaire aboutissant a la mort de la cellule accompagnée de la libération de

molécules inflammatoires.
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4.4. La Gasdermine D :

La Gasdermine D est la protéine la mieux caractérisée de la famille des Gasdermines et
a été récemment cristallisée (Z. Liu et al., 2019) révélant ses mécanismes d’auto-inhibition ainsi

que les domaines importants a sa fonction.

mGSDMD-NT - o
9 hGSDMD-NT

Figure 15 - Comparaison de la structure de la GSDMD murine et de la GSDMD humaine

Structure générale de la GSDMD murine (A) et humaine (B). Le domaine N-terminal de la protéine est
représenté en bleu et vert pour la mGSDMD et hGSDMD respectivement. Le domaine C-terminal de la
mGSDMD et le hGSDMD est ici figuré en rose et jaune. Le linker protéique entre ces deux domaines est
tracé a 1’aide d’une ligne grise en pointillée (15 résidus pour la protéine murine et 20 pour la GSDMD hu-
maine). Figure issue et modifiée de (Z. Liu et al., 2019).

4.4.1. Structure :

La Gasdermine D posséde un domaine N-terminal (NT) (aussi appelé P30) et un autre
domaine C-terminal (CT) (appelé aussi P20) séparés par un linker protéique (voir figure 15).
Le domaine CT sert de module d’auto-inhibition protéique, le clivage du linker protéique entre
le CT et le NT par différentes caspases (Caspase 1, 4 et 5 chez I’humain, 11 chez la souris)
libére le domaine NT qui s’auto-oligomérise et forme un pore membranaire responsable de la
pyroptose (voir figure 16). Lors de I’induction de la voie canonique de la pyroptose, la caspase
1 clive la GSDMD aprés la F275 chez ’homme et D276 chez la souris. Ces pores augmentent
la perméabilité membranaire et autorise la libération des cytokynes pro-inflammatoires respon-
sables d’une forte réponse inflammatoire (Man et al., 2017). Des études par cryo-électromi-
croscopie ont ainsi montré que le pore membranaire était composé de 16 sous-unités et mesurait

14-16 nm de diamétre. Le domaine NT posséde 3 hélices a (al, a2, a3) et 11 feuillets § (B1.a
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11). Le domaine CT possede une forme globulaire formée par 9 hélices a (04 a a13) capées par
3 feuillets B antiparalleles (12, B14, B13) (voir figure 15). Il n’existe aucune différence signi-

ficative entre I’homme et la souris sur la structure de ces différents domaines.

4.42. Meécanismes d’auto-inhibition

Les mouvements protéiques entre le NT et le CT sont autorisés par la présence d’un
linker protéique qui permet des mouvements de type charniére entre ces deux sous parties de la
protéine. Les résidus intervenant dans cette interaction sont conservés entre les membres de la
famille des Gasdermines, ce qui prouve leur importance. Dans le domaine NT, une boucle for-
mée par les feuillets B1/B2 (surtout deux résidus importants : F50 et W51 chez la souris, F49 et
W50 chez I’homme) participent a ’interaction avec une poche hydrophobique dans le domaine

CT formée par les résidus L.292, E295, Y376, A380, S470 et A474 des hélices a5, a7, a8 et
a 13 (voir figure 17 et 18) (Z. Liu et al., 2019). Ces mémes auteurs ont aussi montré que la

perturbation de ces domaines par des mutations ponctuelles entraine la perte d’auto-inhibition
protéique permettant la perméabilisation de la membrane plasmique. Ces domaines sont donc
importants pour 1’auto-inhibition protéique avant le clivage et 1’activation par différentes cas-

pases.
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A GSDMA3 dans sa GSDMA3-NT dans sa D Les protéines de la famille des

forme autoinhibée f""“:“ intégrée » ala Gasdermines dans leur forme Gasdermines dans leur
membrane autoinhibée forme « intégrée » i la
s membrane
Domaine C-

terminal des
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Domaine N-terminal
des Gasdermines
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Figure 16 - Modgele de la formation du pore membranaire par les Gasdermines

(A) Cristal de la forme inactive de la GSDMA. Le domaine N-terminal actif est en rose et la partie inhibitrice en
bleue. (B) Image de la formation des pores membranaires par la GSDMD obtenus par microscopie a force ato-
mique (C) La structure du pore membranaire formé par la GSDMA3 obtenue par cryo-microscopie ¢lectronique.
(D) Modg¢le théorique de la formation du pore membranaire formé par les protéines de la famille des Gasdermines.
Les monomeres, une fois clivés, vont se fixer a la membrane cellulaire et ensuite s’oligomériser dans la membrane
en forme d’arc de cercle ou en structure ouverte pour ensuite former un pore membranaire en forme de « B-barrel ».
Figure issue et modifi¢e de (Flores-Romero et al., 2020).
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Figure 17 - Représentation de l'interaction entre le domaine N-terminal et C-terminale de la GSDMD
g p

Domaine d’interface entre la GSDMD-NT (en bleue) et la GSDMD-CT (en rose) ainsi que les différents
résidus importants dans I’interface entre ces deux sous-domaines protéiques. Figure issue et modifiée de (Z.
Liu et al., 2019).

v AN A% 47 ©,
c(’\q 4’5'& % &5& «@Sf

Pore formé par
la GSDMD

Figure 18 - Structure et résidus importants de la GSDMD murine et humaine

Figure issue et modifiée de (Orning et al., 2019)
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4.4.3. Oligomérisation :

L’oligomérisation des Gasdermines est une étape importante pour transformer une cas-
cade d’événements cellulaires en bouleversement majeur pour ’homéostasie et la survie cellu-
laire. Le controle de la formation des ROS par la cellule semble étre une étape limitante dans
I’oligomérisation de la GSDMD ainsi que la formation du pore mais pas pour sa présence a la
membrane. Bien qu’on ne sache pas encore précisément si les monomeres de GSDMD s’as-
semblent dans le cytosol pour ensuite s’insérer dans la bicouche lipidique ou s’ils le font direc-
tement dans la membrane, des études ont récemment mis en évidence des éléments allant dans
le sens de la derniére hypothése (Evavold et al., 2021; Y. Wang et al., 2019). Une premicre
¢tude a permis de montrer que la production de ROS dans les macrophages induit des modifi-
cations oxydatives des résidus Cys58, Cys56, Cys268, Cys467 chez ’humain et Cys39, Cys57,
Cys265 et Cys487 chez la souris (Y. Wang et al., 2019). Ces MPT sont nécessaires pour la
modulation de la pyroptose par les ROS. Une seconde étude a ensuite permis de montrer que
ces mécanismes sont dépendant de la voie mMTORCI contrdlant la production d’ERO chez les
macrophages mais il ne nécessite pas d’interaction directe entre la GSDMD et ces molécules.
La capacité des ROS a induire une récupération de la formation d’un pore membranaire dans
des souris RAG™" indique que la principale fonction de cette voie dans I’induction de la pyrop-
tose est la production d’ERO indispensables a la formation d’un pore membranaire (Evavold et
al., 2021). Il existe d’ailleurs d’autres voies cellulaires activant la voie mTOR comme le glu-
cose, les facteurs de croissance, des récepteurs aux cytokines et d’autres PRR (G. Y. Liu &
Sabatini, 2020). L’activation de la voie mTORCI1 au travers de ces différents stimuli seraient
donc suffisants pour induire 1’oligomérisation de la GSDMD. En outre, I’activation de 1’inflam-
masome ou des infections microbiennes peuvent activer la voie mTOR participant de ce fait a
I’oligomérisation de GSDMD nécessaire pour 1’induction de la pyroptose dans le contexte in-
fectieux (West et al., 2011). Tout cela pris en compte, I’activation de la caspase 1 et le clivage
de la GSDMD ne semblent pas étre des éléments suffisants pour la mise en place de la pyroptose
et dévoilent de nouvelles étapes de régulation. Un contexte cellulaire particulier - favorable a
I’induction de la pyroptose - semble étre nécessaire pour que la GSDMD clivée puisse former

un pore membranaire tuant de ce fait la cellule de maniére immunogénique.

4.4.4. Fixation a la membrane cellulaire :

La partie N-terminale de la Gasdermine D et de la Gasdermine A3 se fixent aux lipides

membranaires et forment des pores responsables de la pyroptose (voir figure 16) (Aglietti et
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al., 2016; X. Chen et al., 2016a; Ding et al., 2016a; X. Liu et al., 2016a; Sborgi et al., 2016).
L’utilisation de liposomes et des mutations ponctuelles dans les structures al et f1-B2 ont per-
mis de montrer I’importance de ces structures dans la fixation de la partie N terminale de ces
protéines aux lipides membranaire et donc a I’induction de la pyroptose (Z. Liu et al., 2019).
En effet, des mutations dans les deux structures al et f1-B2 entravent la fixation de la protéine
a la membrane et donc I’induction de la pyroptose. Ces ¢léments suggerent que ces structures
participent a la fixation aux lipides membranaires et sont indispensables a I’initiation de la py-

roptose.

4.5. La Gasdermine E :

Le geéne de la GSDME a été découvert par le Professeur Guy Van Camp a ’université
d’Anvers pour étre responsable d’une surdité autosomale dominante en 1998 (Op De Beeck et
al., 2012). La méme équipe s’est apercu que toutes les mutations spécifiques retrouvées dans
des familles atteintes de ce syndrome entrainaient un saut de I’exon 8 au niveau de I’ARNm de
la GSDME. De surcroit, ’analyse de la méthylation de ce géne dans le cancer montre qu’il est
fréquemment hyperméthylée entrainant la perte d’expression de cette molécule dans différents
cancers ce qui confirme le role bénéfique que pourrait jouer la GSDME dans le cancer (Croes
et al.,, 2018). Bien qu’elle soit impliquée dans pathologies, les mécanismes précis liant la
GSDME aux conséquences physiopathologiques n’est pas encore bien compris. En parallele,
la découverte d’autres protéines partageant des caractéristiques similaires permet de les classi-
fier en famille appelée Gasdermines sans bien comprendre encore leurs fonctions. Le Pr. Guy
Van Camp découvre que la perte de I’exon 8 de la GSDME entraine une mortalité cellulaire
dans les cellules exprimant cette forme de la protéine. En outre, il expose qu’elle posseéde un
domaine N-terminal responsable de la mortalité et d’une partie C-terminale régulatrice permet-
tant le contrdle de la partie N-terminale reliés par une région charniére. Ces particularités sont
partagées avec les membres des autres Gasdermines. En 2015, la découverte que la GSDMD
est clivée par la Caspase 1 et 4/5 entraine un regain d’attention et de recherche sur la fonction
de ces protéines (J. Shi et al., 2015b). Bien que la GSDME ne soit pas actuellement cristallisée,
la forte homologie de séquences entre la partie N et C terminale de la GSDMD, de la GSDMA3

et la GSDME a permis d’aboutir aux mécanismes d’activation de la GSDME.
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4.5.1. Structure :

La structure de la GSDME ressemble fortement a ce que 1’on retrouve pour les autres
Gasdermines. Effectivement, au regard de la comparaison de séquences faites entre les diffé-
rentes protéines composant cette famille, elles possédent toutes (a 1’exception de PJVK) une
forte conservation de résidus dans des parties importantes et notamment dans les structures

tertiaires permettant la liaison entre la partie N effectrice et C-terminale inhibitrice.

Bien que la GSDME ne soit pas encore cristallisée, De schutter a réalisé dans ses travaux de
doctorat une analyse in silico sur la structure de la GSDME en utilisant une analyse bio-infor-
matique basée sur le cristal de la GSDMA3 murine (mGSDMA3) (De Schutter, 2021). Ces
analyses ont montré qu’il existe une forte homologie de séquence entre la mGSDMA3, la

GSDME humaine mais aussi la GSDMD humaine. En effet, on retrouve une organisation des

structures tertiaires comme les hélices a et les feuillets S quasi-identiques dans la partie N-

terminale entre les membres de cette famille de protéines. Cependant, dans la partie C-terminale

on retrouve plus de variabilités et notamment une perte d’une hélice @ pour la GSDME hu-

maine que 1’on ne retrouve pas pour les autres membres de cette famille. En outre, on retrouve
des différences dans la conformation de la région charniére et notamment pour la GSDMD
humaine ou cette région est située plus prés du cceur de la protéine. Ces différences dans la
partie charniére peuvent s’expliquer par un ciblage de cette région par différentes protéases
comme les caspases. Cependant, I’interaction entre la partie N-terminale et C-terminale fait

intervenir les mémes structures tertiaires entre les différentes protéines de cette famille.

4.5.2. Meécanismes d’auto-inhibition :

Comme I’interaction entre la partie C et N-terminale permet I’inhibition des GSDMs, De
Schutter et al. ont étudié les interactions entre ces deux parties en utilisant des outils bio-infor-
matiques (De Schutter, 2021). Cette étude in silico a permis de montrer que les mécanismes et
les résidus impliquées dans 1’auto-inhibition sont conservés entre la GSDMA3, la GSDMD et

la GSDME. En effet, dans la GSDME — de la méme maniére que la GSDMA et la GSDMD —

I’hélice a 1 et la boucle S 1/ 2 forment une plateforme de fixation nécessaire pour I’interac-

tion entre la partie NT et CT. D’autres études ont montré que la présence de résidus arginine

dans I’hélice a1 joue un rdle trés important dans la capacité de la GSDMA3 et de la GSDMD

a induire la rupture de la membrane cellulaire. L’analyse in silico réalisée par De Schutter et al.
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a mis en évidence la présence de ces résidus dans 'hélice a1 de la GSDME ce qui montre que

cette molécule se comporte de la méme maniére que les autres membres des GSDMs. Dans

’auto-inhibition, I'hélice a 1 (de la GSDMAZ3, de la GSDMD et GSDME) se retrouve dans le
centre de la protéine ce qui permet de cacher cette région et donc d’éviter les mécanismes con-

duisant a la rupture de la membrane cellulaire. Ces ¢léments semblent faciliter la fixation de

résidus hydrophobes dans la boucle S 1/ 2 de la partie N-terminale a des résidus hydrophobes

du domaine C-terminal. Les résidus impliqués sont les résidus 1313, F388 et A392 de la partie
C-terminale (Ding et al., 2016b) et la méme analyse in silico a permis de montrer que ces résidus
forment une structure hydrophobe dans la partie CT qui se fixent fortement au résidu W46

présent dans la boucle S 1/ 2 du domaine effecteur NT. Ces mécanismes d’auto-inhibition de

la GSDME sont donc similaires aux autres GSDMs.

4.5.3. Fixation a la membrane cellulaire :

Récemment, une étude a montré que la GSDMAS3 changeait drastiquement de forme
lors du clivage par les différentes protéases du linker entre la partie NT et CT afin d’adopter
une conformation plus ouverte et plus allongée (Ruan et al., 2018). Cette conformation permet
I’exposition d’une structure globulaire - formée par 4 feuillets B - servant de domaine de fixa-
tion a la membrane plasmique. Egalement, la superposition de la GSDMD, la GSDME et la
GSDMA3 dans un mod¢le bio-informatique a souligné que cette conformation particuliére mais
aussi que la présence du domaine globulaire sont conservés entre les différentes GSDMs. En

supplément, une analyse plus approfondie de la structure de I’hélice a 1 et des feuillets S de

la partie N terminale a été réalisée car c’est une structure importante pour la fixation du domaine

NT dans la membrane plasmique. L'hélice a 1 de la GSDME est positionnée au méme endroit

que celle de la GSDMA3 et de la GSDMD et cette position spécifique permet la formation
d’une structure chargée positivement au sommet d’une large région hydrophobe dans le NT de
la GSDMD et GSDME. Cela permet la fixation aux phospholipides négativement chargés
comme les cardiolipines et I’insertion dans la membrane de la GSDME afin d’aboutir a la per-
méabilisation membranaire. Ces analyses in silico permettent une fois de plus de montrer que

la structure et la fonction de la GSDME sont similaires aux autres membres de cette famille.
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4.5.4. Oligomérisation :

L’analyse in silico de la structure de la GSDME indique que la région transmembranaire
de N-GSDME est moins rigide que celle de N-GSDMA3 et N-GSDMD, ce qui pourrait affecter
la maniére de former des pores membranaires (De Schutter, 2021). Les auteurs de cette étude
ont examiné les potentiels de surface de la NT-GSDME et de NT-GSDMD par rapport a la NT-
GSDMAZ3 et ils ont observé que la surface hydrophobe de NT-GSDME contient des zones
chargées, perturbant le caractére hydrophobe formé par les 4 feuillets B de la structure globu-
laire. En outre, des résidus polaires, non chargés, ont été détectés dans les B1, B2 et B3 de la
NT-GSDME, indiquant un caractere plus amphipathique. En revanche, les domaine NT de la
GSDMAZ3, de la GSDMD et de la GSDME sont principalement composés de résidus hydro-
philes et chargés, suggérant un contact avec le milieu cellulaire aqueux. Le domaine globulaire
de NT-GSDME est légérement moins chargé et contient un niveau plus ¢élevé de résidus hydro-
phobes, ce qui est inattendu pour une surface en contact avec le cytoplasme. Ils ont également
identifié des interfaces faibles pour l'interaction des sous-unités dans N-GSDME, qui différent
de celles proposées pour la GSDMA3 et la GSDMD. Ces résultats suggerent que le domaine
NT de la GSDME pourrait utiliser un mécanisme de formation de pores différent de celui de
N-GSDMA3 et N-GSDMD mais cela nécessite la confirmation par des éléments plus probants

qu’une étude comparative in silico.

5. Différences et mécanismes communs entre la pyroptose/nécroptose

La pyroptose et la nécroptose sont toutes deux des formes de morts cellulaires inflamma-
toires. Cependant, ces deux voies cellulaires utilisent des voies cellulaires différentes avec des
mécanismes propres a chaque mort cellulaire (voir tableau 6). Par exemple, la nécroptose est
une mort cellulaire de secours activée quand I’apoptose est bloquée lors d’infections bacté-
riennes (Brault & Oberst, 2017; Naderer & Fulcher, 2018) et notamment lorsque que I’activité
de la caspase 8 est inhibé par des éléments bactériens ou par dans les cellules tumorales (Kaiser
et al., 2011; Oberst et al., 2011). D’autre part, la pyroptose est une mort cellulaire activée en
réponse a des dégats cellulaires, a certaines molécules comme les DAMPs. Quoique les événe-
ments finaux d’activation de ces voies semblent identiques, la cause d’activation de ces voies

est totalement différente.

Comme I’activité de la GSDMD a le plus été étudié et la mieux caractérisée, nous allons
nous focaliser dans cette partie sur les différences entre la GSDMD et MLKL sur les méca-

nismes différentiels de perméabilisation de la membrane plasmique. Les monomeres de
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GSDMD forment un pore membranaire d’un diametre de 10-20 nm (Ding et al., 2016a; Sborgi
et al., 2016) alors que les analyses de cryo-microscopie €électronique montrent que celui formé
par la GSDMA est composé de 26 a 28 monomeres de 18 nm de diamétre (Ruan et al., 2018).
Contrairement aux processus médiés par la GSDMD, comment MLKL déstabilise la membrane
cellulaire est bien moins compris. Certaines études mettent en avant la capacité de MLKL de
perméabiliser des liposomes ce qui suggere que MLKL peut directement induire des dommages
dans la membrane et que la taille de ces perforations ont été estimés aux alentours de 4 nm
(Dondelinger et al., 2014; Quarato et al., 2016b; H. Wang et al., 2014). De surcroit, des travaux
ont aussi montré que MLKL pouvait se fixer sur des canaux ioniques et induire des flux io-
niques ou qu’il pouvait former des canaux cationiques ce qui n’est pas le cas pour les Gasder-
mines.

La mortalité induite par MLKL ou GSDMD induit des différences de morphologie (X.
Chen et al., 2016a; de Vasconcelos et al., 2019a) qui peuvent étre en partie expliqués par une
variation dans la fixation des membranes cellulaires ou par la cinétique de la mortalité¢ induite
par D’activation de ces voies. Les cellules mourantes de pyroptose restent attachées et gonflent
modérément pendant que la membrane se perméabilise ce qui s’explique notamment par les
flux ioniques non spécifiques induit par le pore de la GSDMD (X. Chen et al., 2016a; de Vas-
concelos et al., 2019a). En comparaison, la nécroptose induit un détachement cellulaire et des
perturbations causés par des flux ioniques spécifiques entrainant un gonflement cellulaire im-
portant et une lyse osmotique. Outre la taille plus petite des pores médi¢s par MLKL, la forma-
tion de flux ioniques spécifiques entraine des perturbations cellulaires de plus fortes amplitudes

ce qui peut expliquer que 1’on retrouve une puissante lyse osmotique lors de la nécroptose.

Tableau 6 - Comparaison des marqueurs caractéristiques entre I'apoptose, la pyroptose et la nécroptose

Sujet Caractéristiques Pyroptose | Nécrop- Apoptose
tose

Propriétés Mort cellulaire programmée + + +
Inflammation + + -

Noyau Dommages de I’ADN + + +
Condensation de la chromatine + + +
Intégrité du noyau cellulaire + + -

Membrane Bourgeonnement cellulaire + + +
Formation d’un pore + + -
Exposition des phosphatidylserines + + +
Lyse osmotique 4 + -
Intégrité membranaire - - +
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Contraction cellulaire - - +
Gonflement cellulaire + + -
Médiateurs Clivage des gasdermines + - -
Clivage de PARP - - +
Clivage de MLKL = + -
Inflammasomes +/- +/- -
Activation de la caspase 1 < + -
Activation de la caspase 2 - - +
Activation de la caspase 3 + - &
Activation de la caspase 4 + - -
Activation de la caspase 5 + - -
Activation de la caspase 6 + - +
Activation de la caspase 7 - - i
Activation de la caspase 8 + + +
Activation de la caspase 9 + - &
Activation de la caspase 10 - - +
Activation de la caspase 11 + - -
Marquages Annexin V + + +
TUNEL I T +
7-AAD + + -
DAPI n I -
Réparation Systéeme ESCRT + + -

5.1. Localisation et fixation aux différentes membranes cellulaires

La partie N-terminale effectrice de la GSDMD se fixe sur des phosphoinositides (PIPs)
présents dans la partie interne de la membrane plasmique comme les PI(3, 4,5)P2 mais aussi
sur les cardiolipines (X. Chen et al., 2016b; Ding et al., 2016b; X. Liu et al., 2016b). Les car-
diolipines sont des composants exposés a la membrane bactérienne externe lors de stress cellu-
laires ce qui peut expliquer la lyse directe que peut exercer la partie NT de la GSDMD dans des
expériences in vitro (Ding et al., 2016b; X. Liu et al., 2016b). Les PIPs sont présents dans
différents organites de la cellule comme les lysosomes, les endosomes, la mitochondrie ce qui
suggere que I’induction de la pyroptose entraine la perforation de différentes organites cellu-
laires et non seulement 1’ouverture de la membrane plasmique (de Vasconcelos et al., 2019b;
Ding et al., 2016b). Il a aussi été montré que la partie NT de la GSDMA, de la GSDMD et de
la GSDME ciblait la mitochondrie facilitant la libération du Cyt C (Platnich et al., 2018; Rogers
et al., 2019). Lors de la NETose induite par le LPS, le domaine NT de la GSDMD est recruté
sur la membrane nucléaire suggérant qu’elle peut participer a la perméabilisation nucléaire et

la libération d’ADN (K. W. Chen et al., 2018). En outre, lors de la NETose induite par le
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phorbol myristate acétate (PMA), la GSDMD cible des granules proches de la membrane plas-
mique contenant la protéine ELANE libérant de 1’¢lastane dans le cytoplasme ce qui perméa-
bilise la membrane et la libération de piege extracellulaires neutrophiliques (NET pour Neuro-
phil extracellular traps) (Sollberger et al., 2018). De plus, la GSDME intervient dans des phé-
nomenes d’amplification de 1’apoptose en perméabilisant la membrane mitochondriale permet-
tant la libération du Cyt C et la formation de I’apoptosome (Rogers et al., 2019). D’autres études
ont aussi montré que dans des neutrophiles activés via I’inflammasome NLRP3, la GSDMD
permet la libération d’¢lastane en ciblant des granules intracellulaires ce qui induit la formation
d’autophagosomes sans induire de perméabilisation membranaire ni de mortalité cellulaire
(Karmakar et al., 2020). La N-GSDMD intervient donc également dans d’autres processus im-
portants de résolution du stress cellulaire tel que I’autophagie. Pour aller plus loin, I’expression
de la GSDMD et de la GSDMA3 dans des cellules HEK293T induit I’augmentation de mar-
queurs autophagiques (P. Shi et al., 2015). Tous ces différents éléments nous permettent de dire
que les Gasdermines participent non seulement a I’induction de MCI mais aussi dans la régu-
lation et la résolution de multiples stress cellulaires via le ciblage différentiel des différentes
organites intracellulaires.

Quant a MLKL, il se fixe sensiblement sur les mémes composants que la GSDMD et
notamment les cardiolipines et les PIPs chargés négativement. Il semblerait que la fixation du
domaine 4HB sur les PIPs de faible affinité entrainent I’exposition d’un domaine 4HB de haute
affinité pour les PIPs et principalement les interactions avec les PI(4,5)P2 (Quarato et al.,
2016b). De facon similaire a la GSDMD, MLKL se fixe sur différents organites intracellulaires
comme les lysosomes, la mitochondrie, le réticulum endoplasmique et le noyau. De maniere
semblable a ce que I’on retrouve pour la GSDMD, MLKL intervient dans des mécanismes cel-

lulaires autres que 1’induction de la mortalité.

5.2. Meécanismes de réparation de la membrane cellulaire :

Méme si des différences existent entre ces morts cellulaires inflammatoires, il existe des
mécanismes communs de réparation de la membrane cellulaire aprés I’induction de ces diffé-
rentes voies. Dans les faits, I’induction de pores membranaires ainsi que les changements in-
tracellulaires associés n’aboutissent pas toujours a la mort de la cellule car il existe des acteurs
moléculaires communs participant aux réparations membranaires. L’intégrité de la membrane
plasmique est importante pour I’activité biologique de la cellule et la conservation de sa fonc-
tion est dictée par des processus actifs. La membrane est composée d’une double couche phos-

pholipidique avec une couche interne hydrophobe et une couche externe hydrophile permettant
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le passage de molécules avec une faible hydrophobicité. Ces dernieres vont passer passivement
au travers de la membrane alors que des molécules chargées ne passeront pas cette barriére.
Lors de I’induction de morts cellulaires programmées, des changements dans la membrane ap-
paraissent impactant 1’activité de la cellule. La destruction de 1’intégrité de cette double couche
lipidique entraine la libération incontrdlée du contenu intracellulaire augmentant 1’inflamma-
tion locale.

Ces dernieres années, la découverte d’un complexe moléculaire impliqué dans la répa-
ration de la membrane plasmique appelé¢ ESCRT-III (pour « endosomal sorting complexes re-
quired for transport ») a révolutionné notre compréhension des mécanismes permettant aux
cellules de surmonter des dégats cellulaires importants (J. Liu et al., 2020). Ce complexe est
impliqué en réponse a des stress chimiques et mécaniques et dans la réparation de la membrane
plasmique, de I’enveloppe nucléaire, de la réparation du lysosome et dans la formation des
microvésicules (voir figure 19) (Vietri et al., 2020). Il joue aussi un réle important dans la
régulation des différentes morts cellulaires programmeées comme la pyroptose, la nécroptose et
la ferroptose. La destruction de la membrane plasmique entraine un influx important de calcium
ce qui permet I’activation et le recrutement a la membrane de ce complexe. Ce dernier va répa-
rer la double couche lipidique en formant une boucle dans la membrane cellulaire afin de libérer
la partie abimée. Cette réparation active de la membrane permet la libération de DAMPs mais
aussi de cytokines afin d’alerter les cellules environnantes d’un danger sans induire la mortalité
de la cellule. Ces mécanismes sont aussi impliqués dans la résistance aux morts cellulaires in-
flammatoires et certaines études ont montré que la délétion de certains de ces acteurs augmen-
terait la susceptibilité des cellules a succomber a la pyroptose, la nécroptose ou a la ferroptose
(Dai et al., 2020; Y.-N. Gong et al., 2017; Riihl et al., 2018). Le complexe ESCRT-III est aussi
impliqué dans certains cancers pour induire une résistance a 1’induction de mort cellulaire in-

flammatoires mais aussi a I’action cytotoxique des LyT (J. Liu et al., 2020; Ritter et al., 2022).
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Figure 19 - Le complexe ESCRT-III régule 1'action des Gasdermines et de MLKL

Lors de dégats cellulaires induits par la pyroptose et la nécroptose mais aussi par des stress chimiques et méca-
niques, un influx massif de calcium se produit dans la cellule ce qui permet d’activer un complexe particulier
appelé ESCRT-IIIL. Ce complexe macromoléculaire est composé d’une douzaine d’acteurs permettant de réparer
les dégats de la membrane plasmique. Figure issue et modifiée de (J. Liu et al., 2020).

6. Influence des différentes MCI dans le cancer :

6.1. Role complexe de la nécroptose dans le cancer

Dans le contexte du cancer, la nécroptose peut €tre considérée comme une arme a double
tranchant car des effets positifs et négatifs sur la croissance et I'invasion/métastase des cellules

tumorales ont été observés dans différents modeles précliniques.

6.1.1. Effets négatifs de la nécroptose dans le cancer :

Dans l'ostéosarcome, des études ont montré que la surexpression de miR-155-5p inhi-
bait l'expression de RIPK1 et était associée a un mauvais pronostic et a une croissance tumorale
accrue (Bhattacharya et al., 2016). MLKL, I'exécuteur moléculaire de la nécroptose, est aussi
régulé a la baisse dans divers types de cancers, tels que les cancers gastriques, cervicaux squa-
meux et ovariens, et une faible expression de MLKL est souvent de mauvais pronostic (Ertao
et al., 2016; L. He et al., 2013; Ruan et al., 2015). Egalement, I'expression de MLKL a été
proposée comme un potentiel biomarqueur prédictif dans les cancers gastriques, les cancers

cervicaux squameux et I'adénocarcinome pancréatique a un stade précoce (Colbert et al., 2013;
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Ertao et al., 2016; Ruan et al., 2015). Dans I'ensemble, ces résultats suggerent que la régulation
a la baisse de RIPK 1, RIPK3 ou MLKL est associée a un pronostic plus défavorable et/ou a une
agressivité tumorale accrue, étayant I'idée que la nécroptose sert de suppresseur de tumeur et
que son inhibition représente un mécanisme permettant aux cellules cancéreuses d'échapper a
la mort cellulaire. Par exemple, des mécanismes épigénétiques, en particulier la méthylation de
la région entourant le site de départ de la transcription, peuvent réprimer I'expression de RIPK3,
l'un des principaux composants de la voie moléculaire en amont de MLKL. Cela a été observé
dans des lignées cellulaires tumorales, des cellules tumorales de patients atteints de leucémie
my¢loide aigué (LMA) ainsi que dans des cancers primaires du sein (Koo et al., 2015). L'ex-
pression de RIPK3 est réduite dans tous les sous-types analysés, y compris dans 73 % des
¢chantillons du groupe luminal A, 84 % du groupe luminal B, 90 % des échantillons triple
négatifs et dans 95 % des échantillons Her2-positifs. Cela suggere que 1'expression de RIPK3
est négativement sélectionnée au cours de la transformation oncogenique ou lors de la crois-
sance tumorale et que sa régulation a la baisse est corrélée a une résistance a la chimiothérapie.
Des agents hypométhylants tels que la 5-aza-2'-déoxycytidine (5-AZA) peuvent restaurer 1'ex-
pression de la protéine RIPK3 dans environ 70 % des lignées cellulaires tumorales testées et

pourraient sensibiliser les lignées cellulaires réfractaires a la nécroptose induite par le TNF- a

, ainsi qu'a plusieurs agents chimiothérapeutiques de maniere dépendante de I’action de RIPK3
(Koo et al., 2015). Dans un modéle de tumeur xénogreffe, la combinaison de 5-AZA et de
doxorubicine était plus efficace que chacun des traitements pris séparément. Bien que l'apop-
tose reste le principal type de mort cellulaire induit par les médicaments de chimiothérapie, des
preuves de plus en plus nombreuses indiquent que certains médicaments, comme le cisplatine,

peuvent également déclencher la nécroptose (D. Wang & Lippard, 2005).

Cependant, dans le paysage complexe du cancer, des preuves existent également pour
suggérer les conséquences négatives associées a l'expression des acteurs clés de la nécroptose.
Par exemple, dans le glioblastome (GBM), I'expression de RIPK1 a été liée a un pronostic plus
mauvais. Le mécanisme sous-jacent implique l'activation de NF-kB par RIPK1, qui inhibe 1'ac-
tivité de P53, favorisant ainsi la croissance tumorale (Park et al., 2009). Dans une autre étude,
les effets de la nécroptose dans I'adénocarcinome pancréatique canalaire se sont révélés contra-
dictoires lorsqu'ils ont ét¢ étudiés in vitro et in vivo. L'inhibition in vitro de la formation du
complexe nécrosome RIPK1/RIPK3 a favorisé la prolifération et I'agressivité des cellules can-

céreuses, ce qui est cohérent avec leur role de suppresseurs de tumeurs susmentionng.
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Cependant, ce n'était pas le cas in vivo, ou l'inhibition de la nécroptose était associée au rejet de
la tumeur (Seifert et al., 2016). Ces résultats apparemment contradictoires ont été attribués a
l'influence négative de la nécroptose sur la composition du MET. Dans le mod¢le de souris
utilisé pour cette étude, la signalisation RIPK1/RIPK3 intacte favorisait le recrutement d'un
MET immunosuppresseur (Seifert et al., 2016). Mécanistiquement, cela dépendrait de I’expres-
sion dépendante de la nécroptose de la chimiokine CXCLI, du recrutement de cellules my¢-
loides, et de leur conversion en cellules immunosuppressives et tumorigénes. Dans ce modele
d’adénocarcinome pancréatique canalaire, la suppression de RIPK3 ou I'inhibition pharmaco-
logique de RIPK1 ont favorisé le recrutement de cellules immunitaires activées et le rejet de la
tumeur (Seifert et al., 2016). Par conséquent, dans ce modele de souris in vivo, la nécroptose
semble favoriser une réponse pro-inflammatoire chronique de faible intensité qui encourage
I'établissement d'un MET immunosuppresseur. Conformément a cette é¢tude, une autre étude a
démontr¢ 1'effet positif in vivo d'un nouvel inhibiteur sélectif de RIPK1 - développé par la so-
ciét¢ GSK - dans le méme type de modele tumoral ainsi que dans des modeles d'organoides
humains (W. Wang et al., 2018). Dans cette méme étude, il a été constaté que RIPKI1 était
surexprim¢ dans les macrophages immunosuppressifs associ¢s aux tumeurs (MAT). Son inhi-
bition a reprogrammé les MAT vers un phénotype immunogénique induisant l'activation des
LyT et la différenciation des LyT helper en phénotypes Th1/Th17 anti-tumoraux, et a amélioré
I'immunité antitumorale. Ces études démontrent I'importance d'examiner les conséquences de
la nécroptose non seulement sur les cellules tumorales elles-mémes, mais également sur les

cellules du MET et la provocation de réponses anti-immunitaires.

6.1.2. Effets positifs de la nécroptose dans le cancer :

De maniere intrigante, I'induction de la nécroptose peut avoir un impact sur I'efficacité
de thérapies anticancéreuses dans certaines circonstances. Des études récentes ont révélé que
'expression de RIPK3 dans des lignées de cellules cancéreuses de I'cesophage contribue a la
sensibilité au cisplatine dans les cas ou la voie apoptotique est altérée ou absente (Xu et al.,
2014). Dans ce modgele in vitro, I'administration de cisplatine déclenche la production autocrine

de TNF- «, un inducteur bien connu de la voie apoptotique extrinséque via I’action de TNFR1.

Une fois de plus, cette situation illustre 1'idée que la nécroptose peut étre activée lorsque les
composants de cette voie sont présents en 'absence d'apoptose. Par conséquent, 1'expression

des protéines TNFR1 et RIPK1/RIPK3/MLKL par les cellules tumorales, couplée a la produc-

tion de TNF- o dans le MET, pourrait servir de nouveaux biomarqueurs de la sensibilité au
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cisplatine dans les tumeurs résistantes a I'apoptose. Cela ne se limite pas au cisplatine, car il a
été reporté que d'autres agents chimiothérapeutiques provoquent la nécroptose par différents
mécanismes, tels que la shinokin et la staurosporine dans la leucémie, ou la refisibufogenin et

le 5-FU dans le cancer colorectal (T. Gong et al., 2020; Y. Gong et al., 2019).

Comme mentionné précédemment, la nécroptose déclenche la libération de DAMPs et
la stimulation des cellules immunitaires via diverses voies moléculaires. Néanmoins, des re-
cherches récentes indiquent que la libération de DAMPs lors de I'induction de la nécroptose
seule est insuffisante pour une activation croisée efficace des LyT CD8" et une forte immunité
adaptative (Yatim et al., 2015). Au lieu de cela, des voies de signalisation moléculaire com-
plexes et coordonnées - impliquant 'activation RIPK1-dépendante de NF-kB - semblent étre
nécessaires malgré la progression rapide vers la mort cellulaire, ce qui entraine l'expression
simultanée de geénes et de cytokines pro-inflammatoires (Park et al., 2009). De maniére intri-
gante, I'induction directe de la nécroptose intratumorale a 1'aide d'un vecteur AAV codant une
forme constitutivement active de RIPK3 induit la nécroptose dans une partie des cellules tumo-
rales, améliore I'immunogénicité tumorale en synergie avec le blocage des points de controle
immunitaires pour encourager une ¢limination tumorale durable (Snyder et al., 2019). Dans une
approche similaire, I'administration intratumorale directe d'ARNm codant pour l'exécuteur de
nécroptose MLKL, accompagnée d'une électroporation in vivo sur le site d'injection, diminue
la croissance et les métastases tumorales, coopere avec le blocage des points de contrdle immu-
nitaires et améliore I'immunité antitumorale dans des modéles de mélanome murin et de carci-
nome colorectal (Van Hoecke et al., 2018). Dans cette étude, 1'électroporation d'ARNm de
MLKL in vivo a permis d’induire des réponses de cellules T CD4" et CD8" ciblant les antigénes
tumoraux responsables du contrdle tumoral. Dans I'ensemble, ces résultats sur des modéles mu-
rins suggerent que la promotion de la nécroptose directement dans les cellules tumorales pour-
rait étre une stratégie novatrice pour stimuler la libération d'antigénes tumoraux, leur présenta-

tion efficace et I'induction de RI contre les cellules tumorales.

6.2. Role complexe de la pyroptose dans le cancer

Les protéines GSDMD et GSDME exercent un role complexe dans le MET. En fonction
du type de tumeur et possiblement d’autres facteurs, leurs expressions et leurs fonctions peuvent

étre associées avec soit une régression ou une progression tumorale.
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6.2.1. GSDMD

6.2.1.1.  Effets négatifs associés a la pyroptose médiée par la GSDMD dans le can-

cer

Les protéines GSDMD et GSDME jouent un role complexe dans le MET. Selon le type
de tumeur et d'autres facteurs, leur expression et leur fonction peuvent étre liées a une régression
ou a une progression tumorale. Par exemple, dans le cas du carcinome pulmonaire non a petites
cellules, on a constaté que 1'expression de GSDMD était régulée a la hausse dans les cellules
malignes par rapport aux tissus adjacents (Gao et al., 2018). Cela a été observé dans les sous-
types d'adénocarcinome pulmonaire (LUAD) et de carcinome épidermoide pulmonaire
(LUSC). Les analyses ont montré que les patients atteints de LUAD et ayant la plus forte ex-
pression de GSDMD ont une survie globale plus faible, suggérant son rdle potentiel en tant que
facteur pronostique. Cependant, ce n'est pas le cas chez les patients atteints de LUSC, ce qui
met en évidence le role différentiel de GSDMD dans différents contextes tumoraux. En outre,
la suppression de GSDMD dans des lignées de cellules tumorales NSCLC a réduit la proliféra-
tion tumorale in vitro et in vivo chez des souris immunodéficientes greffées. Les données sug-
geérent que la libération chronique d'IL-1f dans le MET peut avoir un effet préjudiciable en
recrutant des cellules suppressives dérivées de la moelle osseuse (MDSC) et en favorisant la
néo-angiogenese. De plus, dans certains cancers, l'activation de l'inflammasome NLRP3 est
associée a un mauvais pronostic en raison du role défavorable de la libération chronique d'IL-

1B et d'IL-18 (Kang et al., 2009; Saijo et al., 2002; Terme et al., 2011).

6.2.1.2.  Effets positifs associés a la pyroptose médiée par la GSDMD dans le can-

cer:

En aval de l'activation de l'inflammasome et de GSDMD, I'IL-1B et I'lL-18 peuvent
¢galement avoir un effet bénéfique car ils jouent un role crucial dans l'activation des CDs et des
NK, respectivement, et peuvent ainsi favoriser les RI antitumorales. En accord avec cette idée,
la dérégulation de la signalisation de l'inflammasome et/ou la réduction consécutive de la pro-
duction d'IL-1 et d'IL-18 ont été associées a la croissance tumorale et a la métastase dans le
cancer colorectal (Allen et al., 2010; Daley et al., 2017; Zaki et al., 2010). Par conséquent,
GSDMD, exprimé par les cellules tumorales ou par les cellules du MET, pourrait aussi étre li¢
a des effets positifs dans certaines circonstances. En accord, I'expression de GSDMD dans le
cancer gastrique était plus faible dans les biopsies tumorales par rapport aux tissus adjacents,

et sa réexpression forcée par lentivirus dans des lignées de cellules tumorales correspondantes
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a été associée a une diminution de la prolifération in vitro ainsi qu’in vivo apres leur greffe chez
des souris immunodéficientes nude (W. J. Wang et al., 2018). Cela suggére que I'expression de
GSDMD pourrait limiter la prolifération cellulaire tumorale intrinseque dans ce type de tumeur
et sensibiliser les cellules a une mort cellulaire pyroptotique. Cependant, les conséquences que
cela pourrait avoir sur les RI antitumorales ne pouvaient évidemment pas étre évaluées dans ce
modele de souris immunodéficientes. L'induction directe de la pyroptose en utilisant des vec-
teurs viraux codant pour la N-GSDMD formant des pores présente une perspective intéressante
pour tuer les cellules tumorales et induire des RI antitumorales. Cependant, la production de
vecteurs viraux codant pour des protéines lytiques peut étre difficile et entraine généralement
la mort des cellules productrices et une faible production de vecteurs viraux. Néanmoins, une
¢tude de principe a utilis€¢ un promoteur spécifique pour contrdler I'expression du gene toxique.
Cette étude a rapporté 1'utilisation d'un vecteur d'adéno-associ¢ (AAV) codant pour la protéine
N-GSDMD formant des pores sous le contrdle du promoteur spécifique des cellules de
Schwann P0. L'injection des vecteurs AAV1 correspondants dans des modeles de souris ou de
tumeurs de Schwannome humain implantés, respectivement, dans des modéles de souris im-
munocompétentes et immunodéficientes, a entrainé une diminution significative de la crois-
sance tumorale sans signes apparents de toxicité (Ahmed et al., 2019). Cependant, les méca-
nismes précis conduisant a un meilleur contréle tumoral et aux éventuelles RI contre la tumeur

n'ont pas été évalués.

L'activation de la GSDMD est associée a la maturation et a la libération de I'IL-1p, qui
peut avoir des effets potentiellement néfastes. En revanche, GSDME est activé par la caspase
3 et ne libere pas d'IL-1P lors de la pyroptose. Cela suggére que la pyroptose induite par
GSDME peut étre associée a des effets anti-tumoraux améliorés. Cependant, une étude récente
a montré que dans des lignées de cellules de macrophages déficientes en GSDMD et exprimant
des niveaux faibles de GSDME, l'activation de l'inflammasome peut déclencher secondaire-
ment la GSDME pour former un conduit pour la libération de I'lL-1 sans induire la mort cel-
lulaire par pyroptose. Il reste a explorer si ce nouveau mécanisme a une pertinence pour les

cellules myéloides ou les cellules tumorales de I'environnement tumoral.
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6.2.2. GSDME:

6.2.2.1.  Effets négatifs de la pyroptose médiée par la GSDME

Les cellules qui expriment des niveaux suffisants de GSDME peuvent convertir 1'apop-
tose dépendante de la caspase 3 en pyroptose, ce qui a le potentiel de transformer n'importe
quel signal pro-apoptotique en pyroptose si GSDME est exprimée et fonctionnelle. Dans la
plupart des cellules tumorales, 1'expression de GSDME est inactive en raison de deux méca-
nismes complémentaires : une régulation négative de I'expression basée sur I'hyperméthylation
épigénétique du promoteur ou des mutations de perte de fonction conduisant a une protéine
inactive incapable de former un pore membranaire (Akino et al., 2007; Croes et al., 2018;
Ibrahim et al., 2019; M. S. Kim, Chang, et al., 2008; M. S. Kim, Lebron, et al., 2008). En outre,
la méthylation des motifs CpG en dehors de la région du promoteur et dans le géne GDME a
¢été décrite, et un ensemble croissant de preuves suggere que ces motifs de méthylation pour-
raient étre utiles en tant que biomarqueurs de diagnostiques du cancer. Cependant, les données
sur les niveaux d'expression de GSDME entre les échantillons de cancer et les échantillons
normaux sont controversées. Alors que la majorité des études translationnelles aient trouvé des
niveaux réduits de GDME dans le cancer par rapport au tissu normal, d'autres n'ont pas trouvé
de telles différences. De surcroit, il n'y avait aucune corrélation claire entre la méthylation de
GSDME et les niveaux d'expression de GSDME dans un certain nombre d'études (Z. Zhang et
al., 2020). Dans l'ensemble, GSDME semble &tre un géne suppresseur de tumeur puissant, ce
qui a été démontré dans le cancer du sein et le cancer colorectal primaire en utilisant des infor-

mations de la base de données « Cancer Genome Atlas ».

6.2.2.2.  Effets positifs de la pyroptose médiée par la GSDME

La régulation négative de GSDME a été associée a une diminution de la survie globale
des patients (Z. Zhang et al., 2020). Dans les lignées de cellules tumorales, le fait de supprimer
le géne correspondant dans les cellules EMT6 et CT26 qui expriment GSDME conduit a une
augmentation de la croissance tumorale. A I'inverse, l'expression de la version compléte de
GSDME par ['utilisation de lentivirus diminue la croissance tumorale des lignées de cellules
tumorales 4T1 et B16 lorsqu'elles sont greffées chez des souris immunocompétentes. L'analyse
des infiltrats de cellules immunitaires met en évidence I'importance de l'expression de GSDME
dans la promotion des RI antitumorales caractérisées notamment par les cellules NK infiltrant
la tumeur et les LyT cytotoxiques CD8". Il est intéressant de noter que la Granzyme B (GrzB),

présente dans les granules cytotoxiques des cellules NK et des LyT cytotoxiques et connue pour

79



étre un mécanisme de mortalité important employé par les cellules immunitaires, clive et active
directement la GSDME, indépendamment de l'activation de la caspase 3. Ainsi, cela pourrait
étre impliqué dans un mécanisme d'auto-amplification visant a augmenter la pyroptose dans le
contexte tumoral. Dans ce scénario, un premier signal pro-apoptotique induit, par exemple par
un agent chimiothérapeutique, servirait de déclencheur pour initier la pyroptose dans les cel-
lules exprimant GSDME, et le recrutement secondaire de cellules immunitaires cytotoxiques
amplifierait davantage la pyroptose par la libération de GrzB et, par conséquent, l'activation
directe de la GSDME. De fait, certaines chimiothérapies sont maintenant bien décrites pour
induire la pyroptose dépendante de la caspase 3 dans les tumeurs exprimant GSDME (Jiang et
al., 2020; Y. Wang et al., 2017b, 2018). Cela pourrait expliquer en partie la survie réduite des
patients ayant une faible expression de GSDME dans leur tumeur, qui pourrait étre plus résis-
tante a la mort cellulaire pyroptotique, ainsi qu’a I'amplification et la protection secondaires par

les RI.

7.  Signatures moléculaires liées aux MCI dans le cancer.

Avec ’augmentation de I’intérét des MCI dans le cancer, de nombreuses équipes se sont
focalisés sur ’intérét de ces voies moléculaires. Des analyses principalement fondées sur des
bases de données comme « The Cancer Genome Atlas » ou sur des cohortes de patients ont
permis de regarder précisément I’expression d’une multitude de génes impliqués dans les voies
moléculaires associées a la pyroptose et a la nécroptose et de faire des clusters a partir d’échan-
tillon de tumeurs de patients (J. Chen et al., 2022, 2023; A. Liu et al., 2022; C. Liu et al., 2022).
Des régressions mathématiques ont ensuite ét¢ utilisés pour identifier une signature génique a
partir de genes impliqués dans la pyroptose ou la nécroptose au sein de ces différents clusters.
Des analyses bio-informatiques plus poussées ont permis de stratifier les patients en utilisant
un score de risque basé sur la signature génique sélectionnée. Ce score permet de classer les
patients sur différents critéres comme la présence de genes de la nécroptose, 1’infiltrat immu-
nitaire, la présence de cellules immunosuppressive et I’expression de checkpoints immunitaires
(J. Chen et al., 2022, 2023; A. Liu et al., 2022; C. Liu et al., 2022). Ce score peut aussi servir a
mieux prédire la survie mais aussi la possible réponse aux traitements (immunothérapies, chi-
miothérapies) en fonction de I’expression d’une multitude de génes impliqués dans la pyroptose
ou la nécroptose. Ces nouvelles analyses offrent des perspectives supplémentaires dans la prise
en charge des patients en mieux stratifiant les patients et en proposant des thérapies plus effi-

caces en fonction de I’expression de génes impliqués dans la pyroptose ou la nécroptose.
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Partie 111 : Les virus adéno-associés (AAV)

1. Biologie des AAV

Les virus adéno-associés (ou adeno associated virus) sont les vecteurs de thérapie génique
les plus étudiés. Ils ont été premierement identifiés comme contaminant de culture d’adénovirus
expliquant de ce fait leur nom (Hastie & Samulski, 2015; Rose et al., 1966). Ces virus particu-
liers font partie de la famille des parvovirus et ont besoin d’une co-infection d’un adénovirus
pour se répliquer (car il a besoin de la présence de protéines produites par I’adénovirus pour se
répliquer). Ils possédent des caractéristiques intéressantes afin de les utiliser en thérapie comme
un pouvoir intégratif trés faible, un tropisme cellulaire particulier dépendant du sérotype viral
et une expression a long terme du transgeéne (Naso et al., 2017). Cependant, le génome viral est
de tres petite taille ce qui peut €tre un probléme pour 1’expression de protéines de grande taille
comme dans la myopathie de Duchenne. Le deuxiéme point limitant est que I’utilisation de ces
vecteurs peut induire une RI importante ne permettant pas des injections répétées. Cependant,
certaines stratégies ont montré qu’il était possible de surpasser en partie certains de ces incon-
vénients 1) recombinaison homologue entre deux transgénes pour produire des protéines de
grande taille i1) utilisation de certaines molécules immunomodulatrices pour limiter la RI contre
le virus (comme des inhibiteurs de la voie mTor ou de MyD88). Le premier AAV découvert est
I’AAV2 qui a montré des effets intéressants dans différentes maladies humaines comme
I’amaurose congénital de Leber, la choroidérémie, le déficit en décarboxylase des acides aminés
aromatiques (Bainbridge et al., 2008; Cideciyan et al., 2008; Hwu et al., 2012; MacLaren et al.,
2014). Ces dernicres années, une douzaine de sérotypes ont été¢ découverts ouvrant de nouvelles
possibilités dans le ciblage de cellules particuli¢res (Bantel-Schaal et al., 1999; Chiorini et al.,
1997; Mori et al., 2004; Muramatsu et al., 1996; Rutledge et al., 1998). Ces virus sont actuel-
lement les seuls vecteurs de thérapie génique autorisé€s en clinique notamment dans le traite-
ment des amyotrophies spinales avec le zolgensma® mais aussi dans le traitement de la dystro-
phie rétinienne héréditaire avec le luxturna®. Ces vecteurs font 1’objet de fortes investigations
pour le traitement des maladies monogéniques mais ils sont aussi, par exemple, un outil utilisé
en recherche pour décrypter I’implication de certains récepteurs dans le cancer et les maladies

inflammatoires (Demeules et al., 2020).
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1.1. Structure

Les AAV possedent une capside protéique icosaédrique protégeant un fragment d’ADN
double brin de petite taille (4,8 kilobase). Cet ADN code pour 3 genes différents : i) le gene
Rep pour replication codant pour 4 protéines (Rep78, Rep68, Rep 52 et Rep40) ii) le géne Cap
pour capside codant pour 3 protéines constitutives de la capside (VP1, VP2 et VP3) iii) le géne
Aap (pour « assembly-activating protein ») (Naso et al., 2017). Ces trois genes produisent 9
protéines différentes car ils sont régis par 3 promoteurs distincts, soumis a des phénomenes
d’épissage alternatifs et possedent des sites alternatifs d’initiation de la traduction. Ces sé-
quences codantes sont entourées par des séquences ITR (pour « inverted terminal repeats »)
importantes pour la réplication du génome mais aussi dans les phénomes de conditionnement
du génome viral au sein de la capside protéique. La capside virale est composée de 60 protéines
VP au total avec un ratio protéique VP1:VP2:VP3 de 1:1:10 avec une abondance de la protéine

VP3 par rapport aux deux autres (Samulski & Muzyczka, 2014).

1.2. Sérotypes

Chaque sérotype d’AAV possede une forme icosaédrique composé de 60 monomeres des
protéines VP : 50 monomeéres de VP1, 5 monomeéres de VP1 et 5 monomeres VP3 (Gurda et
al., 2013). Les structures topologiques saillantes de la surface de la capside sont des pores ou
des structures en forme de canal a chaque cinquiéme axe de symétrie, des dépressions a chaque
deuxiéme axe de symétrie, et trois protubérances entourant chaque troisieme axe de symétrie
(Bilining & Srivastava, 2019). Les pores permettent les échanges entre le milieu intérieur et
extérieur du virus et participent a la libération du génome lors des phénomenes infectieux. La
partie N-terminale de VP1 et VP2 est externalisée au travers du pore au stade précoce infectieux
ce qui permet d’échapper au compartiment endosomal et a la dégradation du virus. La protusion
autour du troisieme axe de symétrie possede 5 des 9 régions variables (VRs) (Tseng &
Agbandje-McKenna, 2014). Ces VRs fluctuent entre les différents sérotypes d’AAV et sont
responsables de la variation de fixation des récepteurs et des anticorps des nombreux sérotypes
d’AAV (voir tableau 7) (Biining & Srivastava, 2019; Tseng & Agbandje-McKenna, 2014). La
modification génétique de ces régions va perturber 1’efficacité de transduction mais aussi la
possible fixation d’anticorps neutralisants (Biining et al., 2015; Kay, 2011; Kotterman et al.,
2015; Kotterman & Schaffer, 2014). Par leur position exposée et leur implication dans la fixa-
tion des récepteurs, ces VRs sont des cibles de choix pour des modifications de la capside chan-

geant de ce fait le tropisme des AAV.
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Tableau 7 - Les différents sérotypes d'AAV ainsi que les essais cliniques utilisant les AAV comme vecteur de

thérapie génique

Meédicament ap-

Sérotype Récepteur Tropisme Utilisation en clinique TS
Muscle, systeme ner- Maladies musculaires
AAV1 Acide sialique veux central (SNC), . Non
coeur Insuffisance cardiaque
Maladies oculaires Luxturna pour la
AAV2 Héparine Foie, SNC, coeur Hémophilie dystrophie réti-
Maladies du SNC nienne héréditaire
AAV3 Héparine Muscle, cellules souches | Aucuns essais en cours Non
AAV4 Acide sialique (Eil, SNC Maladies oculaires Non
AAVS Acide sialique SNC, poumon, ceil Malac,hes ocpllalres Non
Hémophilie
Héparine, acide sia- Muscle, SNC, cceur, Hémophilie
AAV6 lique poumon Maladies du SNC Non
AAV7 Non connu Muscle, SNC Aucuns essais en cours Non
Foie. muscle. pancréas Maladies musculaires
AAVSE Non connu S usscl\? ép ’ Hémophilie Non
Maladies du SNC
. Zolgensma pour
. Maladies du SNC , . .
AAV9 Galactose Tropisme large Maladies musculaires 1 amyo;r;llzhle spi-
AAV10 Non connu Muscle Aucuns essais en cours Non
AAV11 Non connu Non connu Aucuns essais en cours Non
AAV12 Non connu Cavité nasale Aucuns essais en cours Non

Tableau issu et modifié de (C. Li & Samulski, 2020)

2. AAV comme vecteur pour délivrer des geénes

2.1.

M¢écanismes de transduction des AAVs

Premiérement, les virions se fixent au récepteur et au co-récepteur cellulaire afin d’ini-

tier les mécanismes de transduction (voir figure 20). Les virions vont entrer dans le
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compartiment cellulaire via ’endocytose et subir des modifications structurelles dépendantes
du pH endosomal (C. Li & Samulski, 2020). Apres 1’échappement des endosomes, les virions
seront soit ubiquitinylés pour étre dégradés par la voie du protéasome ou vont se diriger vers le
noyau cellulaire. Une fois dans le noyau, les virions vont libérer une forme ADN simple brin
qui sera converti en ADN double brin permettant la transcription et I’export du ARNm hors du
noyau laissant libre court a I’expression des geénes responsables de la formation d’un nouvel
AAYV fonctionnel. La synthése du deuxiéme brin d’ADN bicaténaire débute par les ITRs dans
la région 3’ ce qui permet la formation d’un ADN circulaire stabilisant de ce fait le génome
viral, la formation d’un épisome permettant une expression génique de longue durée (Z. Wu et
al., 2008). Lors de I’utilisation d’AAVs recombinants (rAAV), 96% du génome viral de ’AAV
peut étre retiré afin d’insérer et permettre la production d’un transgene d’intérét. La perte du
génome viral sauvage diminue grandement I’immunogénécité et la cytotoxité que peuvent in-
duire I’utilisation de ces vecteurs. La substitution des génes Rep et Cap par une cassette d’ex-
pression contenant un promoteur, un gene thérapeutique et une queue de poly-adénylation (Z.
Wu et al., 2008). Comme les AAVs ont un génome de petite taille (< 4,8 kb), il faut que 1’en-
semble de ces séquences soient optimisées pour permettre 1’insertion et la production du trans-
gene d’intérét. Dans le génome final des AAV, il reste seulement la séquence naturelle des ITRs
du virus sauvage (Les ITRs utilisés en thérapie génique utilisent la séquence des ITRs de
I’AAV2). Ces ITRs jouent un réle primordial dans I’initiation de la production de la cassette

thérapeutique mais aussi dans les phénomenes d’encapsidation des virions.

2.2. M¢éthodes de production des vecteurs AAV :

Actuellement, il existe différents protocoles de production des vecteurs AAV a grande
¢chelle comme : 1) la transfection transitoire de cellules de mammiféres (HEK 293) ii) I’infec-
tion par des adénovirus de lignées cellulaires (Hela, A549 ou Hela 293) exprimant les protéines
REP et CAP iii) infection de lignées cellulaire par des Herpes simplex virus recombinants
(rHSVs) iv) linfection de cellules d’insectes par des Baculovirus recombinants (Penaud-

Budloo et al., 2018).
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Figure 20 — La transduction des cellules par les AAVs nécessite différentes étapes

Les rAAV se lient a des récepteurs spécifiques a la surface des cellules cibles, ce qui entraine leur absorption par
endocytose médiée par la clathrine. Dans I'environnement acide du compartiment endosomal, la région VP1/VP2
subit un changement de conformation. Apres avoir échappé a l'endosome, les TAAV se déplacent a travers le
cytosol en utilisant le réseau cytosquelettique, atteignent le noyau et se désencapsulent. Ils peuvent également
subir une protéolyse par le protéasome. Actuellement, il existe deux classes de rAAYV utilisées : les TAAV a brin
simple (sSAAV) et les rAAV auto-complémentaires (scAAV). Les sSAAV encapsulent soit des génomes sens, soit
des génomes antisens sous forme de brins simples. Ces formes brin simple sont inactives du point de vue de la
transcription lorsqu'elles atteignent le noyau et nécessitent une conversion en ADN double brin. Cette conversion
peut étre effectuée par la synthése d'un brin complémentaire par les ADN polymérases de la cellule hote ou par
recombinaison entre les brins sens et antisens présents dans le noyau. Comme les scAAV sont déja congus comme
des brins double, ils peuvent étre transcrits immédiatement. Les séquences terminales inversées (ITR) peuvent
favoriser la recombinaison, soit au sein de la méme molécule, soit entre différentes molécules, ce qui entraine la
formation de génomes épisomiques circulaires qui peuvent persister dans le noyau. Les génomes des vecteurs
peuvent également s'intégrer dans le génome de 1'hote, bien que cela se produise a des fréquences trés faibles
Figure issue et modifié¢e (D. Wang et al., 2019).

Dans les méthodes de production basées sur les cellules de mammiferes, la production
des AAYV requiert : i) le génome du virus recombinant contenant le transgéne mais aussi les
¢léments de régulation de ce dernier (introns, promoteurs, queue poly A etc) entourés par les

séquences ITRs ii) les génes Cap et rep en trans iii) ’expression de genes auxiliaires de
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I’adénovirus ou du virus de I’herpes simplex virus (HSV) pour une réplication efficace et une
prise en charge du génome viral recombinant (Penaud-Budloo et al., 2018).

D’autres équipes ont montré qu’il était aussi possible d’utiliser les avantages du virus
Vaccinia pour produire des vecteurs. Effectivement, la double infection des cellules Hela S3
par le virus de la vaccinia et un adénovirus hybride a permis la production d’AAV recombinants
(Dong et al., 2013; Q. Wang et al., 2017). L’avantage de ce systéme est que I’expression des
genes rep et cap et le génome du rAAYV se fait dans des compartiments différents ce qui évite
la production de vecteurs avec une capacité réplicative. D’autres équipes ont aussi montré qu’il
¢tait possible d’utiliser des levures (Saccharomyces cervisae) afin de générer des AAV (Barajas
et al., 2017). Cependant, la quantité totale produite est diminuée par rapport aux autres mé-
thodes mais le colit reste modéré ce qui permet de faire des économies pour une faible quantité
de vecteurs.

En 2002, une équipe a montré que la réplication et ’assemblage des AA Vs était possible
dans des cellules d’insecte en utilisant un virus spécifique (appelé Baculovirus) de ces cellules
(voir figure 21) (Urabe et al., 2002). De plus, il est possible de limiter fortement I’expression
du transgéne dans ce systéme si le transgéne est sous la coupe d’un promoteur de mammifere
méme si une trés 1égeére production est quand méme possible. Ce probléme est peu impactant
pour I’expression de protéines dénuées de pouvoir cytotoxique mais peut le devenir dans le cas
d’utilisation de génes toxiques pour la cellule (par exemple GSDMD, GSDME, MLKL) rédui-
sant fortement la quantité d’AAV produits.

& Production standard

» o

Infection Purification .
Transgene
Baculovirus Production d’AAVs dans des cellules d’insecte sf9 Particules d’AAVs
b. Systéeme de production optimisé « one bac »
Transgene ...
infection par les . .

baculovirus

Purification . . .

Cellules d’insecte SF9 exprimant Production d’AAVs Particules d’AAVs
les genes essentiels pour I’ AAV
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Figure 21 - Méthodes de production des AAVs basés sur les baculovirus et les cellules d'insecte sf9.

(A) Dans la production classique des AAVs utilisant les cellules d’insecte sf9, il faut utiliser 3 baculovirus diffé-
rents : un codant pour le géne Rep, un codant pour le géne Cap et un dernier qui code pour le transgéne d’intérét.
Cette méthode permet la production de vecteurs AAVs a partir des cellules d’insecte sf9. (B) Une deuxiéme mé-
thode nommeée « one-bac » a été développée afin de simplifier la méthode de production des vecteurs. Les cellules
sf9 ont été génétiquement modifiées pour produire les génes Rep et Cap et un seul virus contenant le transgéne
d’intérét est maintenant nécessaire pour obtenir la production des AAVs. Cette méthode permet de produire des
quantités plus importantes de vecteurs comparées a la méthode standard.

2.2.1. Production d’AAV codant pour des protéines toxiques :

Pour pallier ce probléme, des auteurs ont inséré des introns spécifiques (un intron de
I’hormone de croissance humaine et du « the simian virus 40 large T antigen intron ») dans la
séquence codante de la toxine A de la diphtérie et de la protéine Bar, deux protéines capables
de tuer les cellules, afin de perturber le cadre de lecture (H. Chen, 2012). L’utilisation de ces
introns a d’ailleurs été breveté et I’inventeur a créé une société qui produit actuellement tous
les AAVs utilisés dans ce projet basé sur cette stratégie. L expression de ces protéines dans les
cellules d’insecte Sf9 a été totalement abolie ce qui permet une forte production des vecteurs
baculovirus (nécessaires a la production finale des vecteurs AAV) et des virus AAV recombi-
nants. Dés que les AAV transduiront des cellules de mammiféres, I’intron sera épissé de la
séquence codante permettant a ces protéines toxiques de tuer la cellule d’intérét. Egalement,
cette méme étude a montré que ces AAV pouvaient tuer spécifiquement des cellules tumorales
in vitro (H. Chen, 2012). Ce systéme est la premicre preuve qu’il est possible de produire de

forts titres de rAAV codant pour des génes cytotoxiques.

Chaque méthode posseéde des avantages et des inconvénients et permet la production
d’une quantité de virus différente avec une qualité de production qui peut varier d’une méthode
a I’autre (virus non-infectieux, capside ne contenant aucun transgene, capside dégradée...). Il
faut donc prendre en compte tous ces éléments afin de sélectionner la meilleure méthodologie

en fonction de ’utilisation de ces vecteurs.

3.  Les AAVsen clinique

Actuellement, seuls deux vecteurs AAVs sont autorisés sur le marché (zolgensma et le
Luxturna). Le zolgensma est utilisé dans 1’amyotrophie spinale, une maladie dégénérative ou
le géne SM1 est déficient entrainant la perte d’une protéine importante pour la survie des neu-
rones ce qui induit une faiblesse musculaire généralisée. L’utilisation d’un AAV9 codant pour

SMN montre des effets bénéfiques pour les enfants atteint de cette maladie. Quant a lui, le
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Luxturna est utilisé dans le traitement des dystrophies rétiniennes héréditaires résultant de mu-
tations bi-alléliques du géne RPEG6S rendant les patients aveugles. L’injection intra-orbitale
d’un AAV2 codant pour I’enzyme RPE65 a amélioré de fagon importante la vision des patients
traités. Le Glybera, la premicre thérapie génique par AAV mise sur le marché en 2012 — afin
de traiter une déficience de la lipoprotéine lipase - a ét¢ autorisée puis retirée du marché car elle
était trop chére et trés peu de demandes ont été recensées. Récemment de nouveaux vecteurs
ont été autorisés sur le marché. La FDA a approuvé en 2022, 'utilisation du Hemgenix (etra-
nacogene dezaparvovec) - un AAV-5 codant pour le facteur IX - permettant le traitement de
I’hémophile de type B. La FDA et I’agence européenne du médicament ont approuvé en 2023
I’utilisation de deux nouvelles thérapies géniques médiées par les AAVs. La premicere, 1I’Ele-
vidys (delandistrogene moxeparvovec), permet le traitement de la dystrophie musculaire de
Duchenne par ’injection intraveineuse d’un AAVrh74 codant pour la u-dystrophine. La se-
conde, le Roctavian (valoctocogene roxaparvovec) se base sur 1’injection intraveineuse d’un
AAV-5 codant pour le facteur XIII (important pour la coagulation) afin de traiter une déficience
congénitale du facteur XIII dans les hémophilies de type A. Bien que certaines thérapies gé-
niques utilisent les AAVs, la séroprévalence vis-a-vis des principaux sérotypes dans la popula-
tion générale est importante. Par exemple, la séroprévalence de I’AAV-2 est de 70% dans la
population générale limitant fortement ’utilisation de ce sérotype chez ’homme. Il est donc
nécessaire d’utiliser et de développer de nouveaux variants d’AAV afin de permettre une trans-
duction et une production efficace de la protéine thérapeutique. Bien que ces vecteurs soient
actuellement utilisés dans de nombreux essais cliniques, trés peu de ces essais s’intéressent a

I’utilisation des AAVs dans le cadre du cancer (Au et al., 2022).
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Objectifs de la these

Ce projet vise a explorer in vivo de nouvelles stratégies vaccinales antitumorales reposant
sur ’utilisation de vecteurs AAV codant des formes actives des protéines majeures exécutrices
de la pyroptose et la nécroptose. L’objectif principale est de manipuler la mort immunogénique
au sein du MET, en se basant sur ’injection intratumorale de vecteurs AAVs afin d’initer des
RI et sensibiliser les tumeurs aux ICIs. Pour cela, des AAVs codants les formes actives de la
Gasdermine D (GSDMD), de la Gasdermine E (GSDME) et de MLKL seront utilisés. Une autre
stratégie envisagée dans ce travail est I’utilisation de vecteurs AAVs codant pour les effecteurs
de la MCI et une cytokine. Les cytokines jouant un role important dans la mise en place et
I’amplification des RI. Pour commencer, nous avons sélectionné 1’IL-18 comme cytokine de
départ dans ce projet méme si d’autres cytokines sont envisagées. Ces stratégies, seront éva-
luées seules ou en combinaison avec des anticorps dirigés contre les ICIs ayant déja fait leur
preuve et pourrait permettre d’élargir la réponse aux immunothérapies, en particulier dans le

cas de tumeurs dites « froides », peu immunogenes.

Le premier objectif de ce travail est de valider la fonction des protéines sélectionnés sur
leur capacité a induire la mort cellulaire immunogénique comme la GSDMD, la GSDME et
MLKL. Pour cela, des expériences de transfection transitoire in vitro nous permettra de confir-
mer si les constructions sont capables : 1) d’induire une perméabilisation de la membrane cel-
lulaire, ii) de libérer des molécules immunostimulatrices que sont les DAMPS comme 1’eATP
et la protéine HMGBI et iii) d’exposer a la membrane cellulaire la CRT. En paralléle, le dosage
de la production de la cytokine IL-18 par ELISA sera effectuée avec les plasmides codants pour
les protéines effectrices des MCI et I’'IL-18. Ce premier objectif est primordial pour valider la

capacité de ces constructions plasmidiques a induire la MCI in vitro.

Dé¢s que la validation de la fonctionnalité des différentes constructions in vitro sera effec-
tuée, une seconde étape vise a confirmer le pouvoir immunogene de nos constructions in vivo
en utilisant des modéles tumoraux vaccinaux et curatifs. Cette stratégie nous permettra de sé-
lectionner les constructions les plus immunogenes in vivo afin de tester ces stratégies via I’in-
jection intratumorale d’'un AAV codant pour ces différentes protéines. Cette étape est impor-

tante afin de sélectionner la ou les meilleures protéines pour la suite du projet.
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Le troisieme objectif est d’évaluer I’impact d’une injection intratumorale d’AAVs codant
pour les protéines de la MCI (GSDMD, GSDME ou MLKL seules ou en association a I’IL-18)
sur la croissance tumorale dans différents modeles tumoraux comme le mélanome murin B16-
F10 et le carcinome du colon murin MC38. Cette stratégie nous permettra d’évaluer si I’induc-
tion d’une mort cellulaire immunogénique directement dans le contexte tumoral permettrait de
ralentir ou de proscrire la croissance tumorale. Cet objectif nous permettra aussi de sélectionner
I’AAYV donnant les meilleurs résultats d’étudier I’impact de I’injection intratumorale d’AAVs
codant pour une protéine induisant une MCI en association avec des immunothérapies déja

éprouvées comme les ICIs.

En parallele de ces différents objectifs majeurs, I’optimisation de 1’utilisation des vecteurs
est un point important afin de perfectionner nos méthodes. La réalisation d’expériences de
transduction in vitro des cellules tumorales B16-F10, CT-26 ou encore MC38 avec des AAVs
de différents sérotypes codant la GFP nous permettra de mieux comprendre 1’impact des séro-

types dans nos stratégies.
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Résultats

Publication

Contexte de I’étude :

La pyroptose et la nécroptose sont deux morts cellulaires inflammatoires récemment
découverte et qui suscitent de plus en plus d’intérét dans le cancer au vu de leur caractéristiques
particulieres. Ces morts inflammatoires sont médiées par les protéines de la famille des Gas-
dermines pour la pyroptose et par MLKL pour la nécroptose. Bien que ces molécules soient
connues pour avoir des effets déléteres dans certains types de cancer et de forts effet bénéfiques
dans d’autres, nous avons voulu comparer ’immunogénicité qui peut exister entre ces voies
moléculaires. Pour ce faire, nous avons donc évaluer et comparer I’induction de la MCI in vitro

et I’impact de I’induction de ces morts cellulaires dans des modeles vaccinaux et curatif in vivo.

Méthode principale :

Dans le but d’étudier le pouvoir immunogene de la pyroptose et de la nécroptose, nous
avons dans un premier temps sélectionner des constructions plasmidiques codantes pour les
effecteurs de la pyroptose ou la nécroptose seules ou en association avec I’IL-18. Nous avons
utilisé des méthodes de transfection transitoire dans le modele tumoral B16-F10 pour valider la
fonctionnalité de ces protéines in vitro. Nous avons ensuite utilisé la méme technique afin d’in-
jecter les cellules encore vivantes en sous-cutanée afin que ces mémes cellules meurent in vivo
et libérent des molécules capables de stimuler le SI et protéger les souris contre la croissance
d’une tumeur secondaire dans un protocole de vaccination. Cette méme technique nous a permis
d’évaluer I’induction de la pyroptose médiée par la GSDME dans un mode¢le curatif ou les

cellules mourantes sont directement injectées dans la tumeur.

Principaux résultats :

¢ Les plasmides codants pour les effecteurs de la pyroptose et de la nécroptose (seuls ou en
association de I’IL-18) induisent tous les stigmates de la MCI in vitro, c’est-a-dire 1’induction
de la perméabilisation membranaire, la libération d’eATP et de la protéine HMGBI.

e Les protocoles de vaccination ont permis de montrer que méme si toutes les protéines sélec-
tionnées induisent un effet protecteur vaccinal, la GSDME est celle qui possede le meilleur

pouvoir vaccinal.
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e [ ’utilisation de plasmides codant les effecteurs de la MCI et I’IL-18 annihile totalement la
capacité de ces constructions a induire une vaccination.
e [’injection intratumorale de cellules mourantes de pyroptose médiée par la GSDME induit un

ralentissement significatif de la croissance tumorale.

92



Induction of immunogenic cell death by pore-forming N-
terminal domains of GSDMD, or GSDME, or by active
MLKL, vaccinates against secondary tumor challenge and
ameliorates tumor control in a mouse melanoma model

Allan SCARPITTA !, Melanie DEMEULES !, Mohammed EL KADHAOUI !, Romain
HARDET !, Marine BLANDIN !, Laurenne EL FHAILY !, Ulrich T. HACKER ?, Hildegard
BUNING 2, Olivier BOYER !, and Sahil ADRIOUCH !

'University of Rouen, INSERM, U1234, Pathophysiology Autoimmunity and Immunotherapy
(PANTHER), Normandie University, 76000 Rouen, France.

*Department of Medicine II, University Cancer Center Leipzig (UCCL), University of Leipzig
Medical Center, 04103 Leipzig, Germany.

*Institute for Experimental Hematology, Hannover Medical School, 30625 Hannover, Germany.

Correspondence should be addressed to

Prof. Sahil ADRIOUCH

Université de Rouen Normandie

Institut de Recherche et d‘Innovation Biomédicale (iRiB)
22 Boulevard Gambetta

76183 Rouen Cedex 1, France

Phone: +33 2 35 14 85 43

e-mail: sahil.adriouch@univ-rouen.fr

Short title: Active form of GSDME induce potent cancer vaccination.

93



Abstract:

As opposed to apoptosis, immunogenic cell death (ICD) is accompanied by the release of
intracellular pro-inflammatory molecules and immune responses. ICD represent newly
recognized forms of lytic cell death triggered by the necroptosis executor MLKL or by
pyroptosis executors such as gasdermin D (GSDMD) or E (GSDME), sharing in their active
state the ability to form lytic pores at the cell membrane. Here, we evaluated the effects
associated with the transient expression of active ICD executors in vitro as well as in vivo.
We show that transient expression with plasmids coding for the active forms of MLKL,
GSDMD, or GSDME, effectively cause rapid and efficient death of transfected B16-F10
melanoma cells within 24 hours, along with the release of prototypical proinflammatory
molecules linked to ICD such as calreticulin, ATP, and HMGB1. Moreover, in vivo
vaccination using melanoma cells transfected with our constructs resulted in protection
against secondary tumor growth, indicating that the in vivo release of tumor antigens and
proinflammatory signals by the dying cells stimulate anti-tumor immunity and potentiates
tumor rejection. Additionally, in a therapeutic model, intratumoral injections of melanoma
cells transfected to express the active N-terminal domain of GSDME ameliorate tumor
control and mice survival. Hence, our data suggest that induction of pyroptosis or necroptosis
in the tumor microenvironment represents an effective strategy to increase tumor

immunogenicity and to potentiates anti-tumor immune responses.
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Introduction:

Cancer is one of the leading causes of death in the world. In recent years,
immunotherapies and other innovative therapies of cancer have greatly improved patient
survival. However, lack of response in a large proportion of patients and/or resistance to
treatment highlight the need to develop new therapeutic approaches. Since the introduction of
the term “apoptosis” by John Kerr et al in 19721, this particular type of active and inducible
cell death, as opposed at that time to passive necrosis, as attracted much interest and have
open new avenues in the pharmacological manipulation of cell death in vivo. The
development of anti-cancer chemotherapies has mainly focused on the induction or the
restoration of apoptosis in cancer cells using small drugs or gene therapies. However, recent
knowledge has shown that apoptosis represents a rather silent form cell death unable to
effectively stimulate the immune responses?, notably because of their rapid detection and
elimination by phagocytosis thereby limiting the propagation of inflammatory molecules?.
Apoptosis even participates in the induction of anti-inflammatory molecules and in the

establishment of immune tolerance.

In contrast, new pro-inflammatory forms of cell death have been recently
characterized such as pyroptosis*, necroptosis’ or ferroptosis®. These forms of cell death are
also considered as immunogenic cell death (ICD) as they are associated with the release of
immune-stimulating molecules, such as the translocation of calreticulin to the cell surface or
the release of HMGBI1 and ATP into the extracellular milieu®!°. Calreticulin is a well-known
endoplasmic reticulum resident protein that can be exposed at the surface of dying cell where
it can behave as "eat-me signal" and promote activation of phagocytosis on antigen
presenting cells (APC) and presentation and cross-presentation of cell-associated antigens to
T cells'!. ATP, once released, binds notably to P2Y2 and P2X7 receptors to activate and
recruit immune cells'?, while HMGB1 binds to TLR2 and TLR4 on dendritic cells and other

innate immune cells to promote antigen processing as well as their cross-presentation.

Pyroptosis is an ICD, involved in innate immunity against infections, triggered by the
activation of proteins of the gasdermin family that include GSDMA, GSDMB, GSDMC,
GSDMD, GSDME and PVJK!3. Most proteins of the gasdermin family, apart PVJK, are
formed by an N-terminal domain capable of forming pores at the membrane upon

oligomerization and an inhibitory C-terminal domain. These domains are separated by a
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protein linker that can be recognized by proteases, including inflammatory caspases,
responsible for the release of the pore-forming C-terminal active domain. The formation of
this membrane pore then leads to cell swelling culminating in membrane rupture and in cell
death accompanied by the exposure of calreticulin at the cell surface as well as in the release

of other pro-inflammatory molecules such as HMGB1 and ATP!4-16,

The best characterized pyroptosis is the one mediated by GSDMD that occurs mainly
in myeloid cells and notably in macrophages. These immune cells are known to express
innate intracellular sensors involved in the context of infection or tissue damage in the
detection of pathogen associated molecular patterns (PAMPs) and/or damage associated
molecular patterns (DAMPs) leading to inflammasome formation!’. Inflammasome assembly
is then known to activate inflammatory caspases, notably caspase-1, which in turn cleave
GSDMD to release the N-terminal domain, its oligomerization and insertion in the plasma
membrane, and the formation of the membrane pores responsible for the lytic cell death!”. In
parallel, active caspase-1 also cleaves cytoplasmic pro-IL-1p and pro-IL-18 leading to the
generation of the active forms of these pro-inflammatory cytokines and then to their release
in the extracellular milieu directly through the pore formed by GSDMD or as a consequence
of the plasma membrane rupture. Hence, GSDMD has been considered in the recent years as
the main molecular executioner of pyroptosis in myeloid cells and as essential
proinflammatory pathway associated with the release of intracellular DAMPs as well as pro-

inflammatory cytokines!'®.

In non-myeloid cells, a similar pathway leading to ICD can be triggered by GSDME.
Interestingly, is not cleaved by caspase-1 but is recognized and cleaved by caspase-3
involved in the induction of apoptosis. Hence, pro-apoptotic stimuli normally leading to non-
inflammatory apoptotic cell death can be transformed into a pro-inflammatory cell death
provided that the GDSME is expressed. In cancer therapies, the use of certain type of
chemotherapies such as anthracyclines, have been linked to caspase-3 activation and to
GSDME-dependent induction of pyroptosis'®>** accompanied with the possible stimulation of
anti-tumor immune responses which remained to be fully evaluated.

Necroptosis is an ICD mediated by the RIPKI/RIPK3 pathway leading, as in
pyroptosis, to the formation of membrane pores composed of several monomers of MLKL,
causing a lytic cell death accompanied with the release of DAMPs”!4. This molecular

pathway is activated upon engagement of common pro-apoptotic death receptors (DR4/DRS,
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FAS, TNFR1) and appears to possibly represent a backup mechanism to induce a different
type of cell death when the pro-apoptotic caspase 8 is inhibited (e.g., an escape mechanism

used by some pathogens to inhibit apoptosis)!”.

In view of their ability to stimulate immune responses, induction of ICD has attracted
some interest in the recent years in the context of cancer. Novel screening strategies have
been proposed to evaluate the potential of anticancer therapies (e.g., chemotherapies,
oncolytic viruses, radiotherapy, photodynamic therapy) to stimulate antitumor immune
responses by inducing ICD. The net effect of ICD in cancer remains debated as pro-
inflammatory signals are known to induce both pro- and anti-tumoral effects. Yet, several
recent studies have highlighted the potential anti-tumor effects of pyroptosis and necroptosis.
GSDME has been suggested to represent a tumor suppressor factor linked to anti-tumor
immunity. Indeed, expression of GSDME has been found to be repressed in most cancers by
promoter hypermethylation and, additionally, loss-of-function mutations interfering with pore
formation have been observed in most patient derived cancer cells?!~?°. In mouse models,
forced expression of GSDME inhibits tumor growth in a natural-killer and CD8"T
lymphocyte dependent manner, suggesting the induction of potent anti-tumor immunity?,
Similarly, repression of MLKL expression, or of the upstream proteins such as RIPK1 and
RIPK3, are also found in different cancers?’3°. Conversely, their expression is positively
associated with the T lymphocytes density in hepatocellular carcinoma and predict
prognosis®!. Also, in mouse models, ectopic expression of constitutively active forms of
RIPK3 in different tumor cell lines induce necroptosis and synergizes with ICB to promote
tumor rejection®2. Taken together, these finding support a beneficial role of pyroptosis and
necroptosis in the induction of potent anti-tumor immune responses and suggest that
induction of ICD in cancer represent an attractive strategy to increase tumor immunogenicity
and to potentiate the therapeutic effect of ICB and other immunotherapies. Consistently,
bioinformatics studies have suggested that molecular signatures based on necroptosis or
pyroptosis pathways correlate with patient survival, quality of the intra-tumoral immune

infiltrate, and could possibly be used to predict responsiveness to I[CB333334,

Given the potential translational applications of ICD inducer in cancer, we aimed in
the present study to compare in vitro and in vivo different plasmids coding for constitutively
active forms of GSDMD, GSDME or MLKL. Although other studies have shown the ability
of the N-terminal domains of GSDMD and GSDME, as well as truncated forms of MLKL, to
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spontaneously induce lytic forms of cell death with morphological similarities with
pyroptosis or necroptosis, no comparative studies have yet been reported on their capacity to
release DAMPs or to stimulate immune responses in vivo. We generated and compared here
plasmids coding for the N-terminal domains of GSDMD!?7¢ (GSDMD!?7%), or GSMDE
(GSDME'-?!), as well as a truncated version of MLKL (MLKL!?") and demonstrated their
capacity to induce rapid cell death in vitro upon transient transfection of the melanoma cell
line B16-F10. As expected, cell death was accompanied by the release of prototypical DAMP
molecules considered as hallmarks of ICD, such as the release of ATP and HMGBI, as well
as the exposure of calreticulin at the surface of the cancer cell line. Interestingly, our
comparative study highlighted differences in the amount of DAMPs released upon
transfection with our constructs suggesting varying ability to stimulate immune responses.
This was in accordance with the data obtained in vivo, where we demonstrated that the B16-
F10 transiently transfected with the construct coding for GSDME!*! more potently
vaccinated treated mice against a secondary tumor challenge, indicating that the in vivo
release of tumor antigens and proinflammatory signals by the dying cells stimulate anti-tumor

immunity and potentiates tumor rejection.

98



Material and methods:

Mice, reagents, antibodies

All C57BL/6JRj wild type mice used in the experiments were obtained from Janvier Lab.
Mice were aged of 8-10 weeks at the beginning of the experimentations and were housed in a
barrier facility in a specific pathogen-free animal facility. All animal experimentations were
approved by the French Ministry of Education and Research, after consultation of the ethical
committee (n® APAFIS#37300).

JetOptimus transfection reagent was obtained from Polyplus. Raptinal was purchased from
Sigma-Aldrich. For flow cytometry analysis, Alexa Fluor 647-conjugated anti-calreticulin
antibody was purchased from Abcam (ab196159). For western blot analysis, primary rabbit
HMGBI1 antibody (H9664) was purchased from SIGMA and secondary DyLight-800 goat
antibody directed against rabbit IgG (AB_2556616) was obtained from Thermo Scientific.
ENLITEN ATP assay was purchased from Promega. DAPI solution was obtained from
Thermofisher (D1306).

Cell culture and cell transfection
B16-F10 cell line was cultured in DMEM Glutamax (Thermo fisher Scientific) medium

containing 10% FBS, 50 pg/ml of streptomycin, 50 U/ml of penicillin and 1 mM of sodium
pyruvate. Cells were regularly tested for mycoplasma contamination. Before each passage,
cells were dissociated using 0.05% of trypsin and 0.5 mM of EDTA. Transient transfection
was performed as followed, 750 000 cells were seeded in T25 culture flask and were
transfected 24 later, when their reached 60-70 % confluency. Cells were transfected using a
mixture containing 2 pg of plasmids and 3 pl JetOptimus reagent (1:1.5 ratio) in saline

solution, following the recommendation of the supplier.

Plasmids

Different plasmid constructions coding for constitutively active forms of the immunogenic
cell death executioners, GSDMD, GSDME, or MLKL have been generated by DNA
synthesis (GeneArt, Thermo fisher Scientific) and subjected to codon and sequence
optimization. The sequences were flanked by kpnl restriction site at 5° ends and by Notl at
the 3’ ends that were introduced during DNA synthesis upstream of the start codon and

downstream of the stop codon. The sequences were then cloned in the pcDNA6 expression
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vector using Kpnl/Notl restrictions sites. These plasmids, under the control of ubiquitous
CMV promotor, encode for: the first 201 amino acids of MLKL protein (MLKL!2"), the
active N-terminal domain of GSDMD corresponding of the first 276 amino acids
(GSDMD!-27), or the active N-terminal domain of GSDME corresponding to the first 251
amino acids (GSDME!2!). For negative controls, we selected a truncated form for MLKL
corresponding to the first 164 amino acids (MLKL''%%), a mutated form for N-terminal
domain of GSDMD containing a phenylalanine to aspartic acid substitution in amino acid 81
(GSDMD!-?°F81D), and a mutated form for N-terminal domain of GSDME with a double
substitution in amino acids 2 and 40 (GSDME!'"'F2A-K40A).

HMGBI release assay

Detection of HMGBI released in the supernatant at different time points (3, 6, 13, 18 and 24
hours post transfection) has been analyzed by Western Blot. For that, proteins in supernatant
were denaturated and subjected to SDS-PAGE electrophoresis using 4-12 % polyacrylamide
gel, followed by transfer to a nitrocellulose membrane. Membranes were saturated with a
commercial blocking buffer (Odyssey blocking buffer; LI-Cor biosciences) overnight and
stained with rabbit anti-HMGB1 antibody (H9664, SIGMA) diluted 1/5000 in PBS Tween
0.05%. The presence of HMGBI protein was revealed by incubation with a goat antibody
coupled with DyLight-800 (AB 2556616, Thermo Scientific) anti-rabbit for 1 hour at room
temperature. All images were acquired using LI-COR Odyssey infrared imager and the

relative quantification of HMGBI1 release was performed using ImagelJ software.

ATP liberation in supernatant

The quantity of ATP released in supernatant after transfection with the different plasmids was
evaluated based on a bioluminescence assay using rLuciferase/luciferin (ENLITEN ATP
assay) using the recommendation of the supplier. For that, 100 ul of each collected
supernatant were loaded in 96 wells plate and mixed with 100 pl of rLuciferase/luciferin
reagent. The light emitted for each well, proportional to the amount of ATP, was analysed
using a biolumineter device (FlexStation-3, Molecular Devices). Molar concentration of ATP

was calculated using a standard curve.

Flow cytometry

100



Cells were collected and single cell suspensions were prepared using standard procedures.
For the evaluation of membrane permeabilization and calreticulin exposure at the cell
surface, cells were washed with cold D-PBS containing 3% FBS and stained with
fluorochrome-conjugated anti-calreticulin (ab196651) and with DAPI exclusion die to stain
membrane permeable cells (Thermo Fisher). Flow cytometry data were acquired using
LSRFortessa flow cytometer apparatus (BD Biosciences) and analysis were performed using

FlowJo Software (v10.8.1,Tree Star, Ashland, OR).

Tumor models

Mice were vaccinated against melanoma cells using B16-F10 cells transfected in vitro with
the different plasmids 5 hours prior to their injection in vivo. Collected cell were all alive at
this time point after transfection and were expected to die in vivo. Collected cell were
maintained on ice and were then injected subcutaneously in the right flank of C57BL/6JtJ.
For that, mice were anesthetized using 60 mg/kg of ketamine and 3 mg/kg of xylazine. Then,
3.5x10° B16-F10 cells transfected 5 hours before with plasmids coding for GSDMD!-276,
GSDME!2! or for MLKL!2%! were injected subcutaneously in 100 ul of PBS. For negative
control counterparts, mice received either PBS or equivalent quantities of cells treated during
30 minutes with 5 uM Raptinal, to induce their apoptosis. Seven days after the first injection
in the right flanks, vaccinated mice, were challenged with a second injection of untreated
B16-F10 tumors cells, at a dose that was either of 3.5.10° or 5.10° depending on the
experiment settings, inoculated subcutaneously in the opposite flank (i.e., left flanks). Tumor
growth was monitored during 15-20 days after tumor inoculation. Tumor sizes were
measured using a digital caliper and tumor volumes were estimated using the formula: V=
length x width x [(length + width)/2]. Mice survival was monitored by taking into
consideration natural death as well as mice that had be culled after reaching the acceptable

humane endpoints.

Statistics:

All data are indicated as mean values and error bars represent standard error of the mean
(SEM). One-way ANOVA and Tukey’s multiple comparisons tests were used to perform
statistical comparisons between experimental groups. All statistical analyses were performed

with Graphpad Prism software V8, GraphPad, San Diego, Ca, USA). The threshold for
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statistical significance was set at p<0.05 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 and ****
p<0.0001).
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Results:

Transient expression of constitutively active forms of GSDMD, GSDME or MLKL

induce rapid cell death of melanoma transfected cancer cells

In the present study, we first aimed to compare in vitro different plasmids coding for
constitutively active forms of GSDMD, GSDME or MLKL containing the N-terminal active
domain of these proteins. For that we generated plasmids coding for the N-terminal pore
forming domains of GSDMD (GSDMD!?7%), or GSMDE (GSDME!-?*!), or for a truncated
active version of MLKL (MLKL!2%") and evaluated their capacity to induce cell death upon
transient transfection of melanoma B16-F10 cells. As negative controls, we used a plasmid
coding for eGFP but also generated plasmids coding for mutated (namely GSDMD!-27¢ F81D
and GSDME'">! F2A K40A), or further truncated (namely MLKL!'1%%), variants of these
proteins which are supposedly unable to induce cell death® 7. We then estimated the level of
transfection using the plasmid coding for eGFP and monitored overtime the percentage of
membrane permeabilized dying cells as evaluated by incorporation of propidium iodide (PI)
using flow cytometry. Using the plasmid coding for eGFP, 75-80% of the cells expressed the
fluorescent reporter protein 24 hours post-transfection, demonstrating high transfection
efficiency of B16-F10 cell line (data not shown). In this experimental condition, only 15% of
the cell were detected as dying as evaluated by staining with PI exclusion die (Fig. 1 A, lower
left panel). In contrast, cell permeabilization at this time point reached 79% in cells
transfected with plasmids coding for GSDME!"®! about 74% in cells induce to express
GSDMD!-276_and near 60% in cells transfected with the plasmids coding for MLKL!-2! (Fig.
1A). These results therefore suggest that the highest level of cell death is obtained by
expression of GSDME!"?! while GSDMD!-?7¢ induced an intermediate level, and MLKL!-2°!
the lowest level. These data were also confirmed during the kinetic analysis, where
GSDME!-2! were found to induce a detectable level of cell death as early as 6 hours post-
transfection, that raised up to 60% already at 12 hours, and culminated at 80% at 24 hours. As
the efficiency of transfection at 24 hours, as evaluated by the plasmid coding for eGFP, was
about 75-80%, these data also suggested that virtually all transfected cells were induced to
die when the plasmid coding for GSDME!"?! was used. In contrast, about 90% of the
effectively transfected cells were induced to die when using the plasmid coding for
GSDMD!-276 and about 75-80% with the construct coding for MLKL!-?*! suggesting a
slightly less potent activity of these two proteins as compared to GSDME!2! (Fig. 1 B-D).
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When analyzing the mutated versions, used as negative controls, the results confirmed that
cells transfected with the plasmid coding for GSDMD!-?¢ F81D, or GSDME!2>! F2A K40A,
remained alive as the percentages of dying cells were as expected comparable to that obtained
with the plasmid coding for eGFP (Fig. 1 A-D). However, when cells were transfected with
the plasmid coding for the supposedly inactive MLKL!"!®* variant, the percentage of dead
cells was much higher and was indistinguishable from the level observed with the plasmid
coding for the active from of MLKL (Fig. 1 D). This evidently indicates that MLKL!-164
could not be considered here as a negative control, and that this variant has retained a potent

cell death inducing activity.

As pyroptosis and necroptosis in vivo are also accompanied by expression and secretion of
cytokines (e.g., akin to IL-1p and IL-18 during pyroptosis), which are not directly produced
by the dying cells in our experimental model, we also generated and tested bicistronic
plasmids that additionally encoded for IL-18. For that, we added in frame downstream of the
coding sequence of each given pore-forming cell death executioner, a sequence that encode a
P2A self-cleavage peptide as well as the coding sequence of IL-18 to allow its concomitant
expression in dying cells. As expected, we confirmed the ability of these bicistronic
constructs to induce death of the transfected B16-F10 cells, with a kinetic that is comparable
with that obtained in monocistronic vector (Supp. Fig. S1 compared to Fig. 1). Evaluation of
IL-18 concentrations in the supernatant of transfected cells show low but detectable levels of
IL-18 for all constructs at late time points, but the construct coding for MLKL!2%! and IL-18
demonstrated superior and earlier production of IL-18 (Supp. Fig. S1 E). This again
suggested that expression of GSDME!"?*! or GSDMD'-?7¢ induce early and more potent cell
death as compare to MLKL!%!, possibly limiting the amount of IL-18 that can be secreted in

those conditions.

Taken together, these data demonstrated as expected, that transient expression of
constitutively active forms of GSDMD, GSDME or MLKL is sufficient, alone, to induce
rapid cell membrane permeabilization and cell death. These data also suggest that GSDME!-
251 or GSDMD!-?76 represent potent cell death executioners that induce death of almost all

Ll-201

transfected melanoma cancer cells, while MLK was found to be slightly less potent.

Cell death induced by transient expression of constitutively active forms of GSDMD,

GSDME, or MLKL, is accompanied by calreticulin exposition
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Immunogenic cell death (ICD) is accompanied by the exposition of calreticulin and the
release of other pro-inflammatory signals derived from the intracellular compartments
Aiming to make use of the constitutively active forms of GSDMD, GSDME, or MLKL, to
effectively induce ICD in vitro and in vivo, we evaluated the ability of our constructs to
induce calreticulin exposure, concomitant with the induction of cell death. For that, we use
again flow cytometry to evaluate exposition of calreticulin in a kinetic study upon transient
transfection using the same plasmid constructs. Data confirmed that induction of cell death
using either the monocistronic plasmid constructs coding for GSDMD!-?76, GSMDE!-?!, or
for MLKL!?! (Fig.1 E-H) or using the bicistronic constructs additionally coding for IL-18
(Fig. S1 B and D) is associated with the calreticulin exposure. Interestingly, the data obtained
paralleled those obtained using PI staining of dying cells both in terms of kinetic and

intensity suggesting concomitant cell death and calreticulin exposure (Fig. 1 & Fig S1).

Expression of the active forms of GSDMD, GSDME, or MLKL, induces HMGBI1
release in the extracellular milieu

We then focused on the release HMGBI1, a non-histone nuclear protein, considered as another
important hallmark of ICD. For that, we evaluated by western blot the kinetic of the release
of HMGBI in the supernatant, upon transient transfection of B16-F10 melanoma cells using
our plasmid constructs (Fig. 2 A-E). Data demonstrated that HMGBI1 is released as early as 6
hours post-transfection with plasmid coding for GSDMD!?7¢, GSMDE!"%!, MLKL!?"! or
MLKL''%* In contrast, HMGBI1 remains undetectable in this condition when cells were
transfected with the control plasmids coding for eGFP or coding for the mutated inactive
forms (i.e. GSDMD!27¢ F81D, or GSDME!?*! F2A K40A). In agreement with the kinetics of
cell death and of calreticulin exposition, the release of HMGBI1 also increased overtime and
culminated at 24 hours post-transfection (Fig. 2 A-E). Of note, at 24 hours post transfection,
cell transfected with the negative control plasmids (i.e., coding for eGFP, or for GSDMD!-27¢
F81D, or GSDME!"?! F2A K40A) also showed faint HMGBI release, albeit at lower levels
than induced at 6 hours post-transfection with the active forms of GSMD, GSDME, or
MLKL (Fig. 2 A-E). This possibly resulted from overgrowing cells and pH modification, a
condition that have been suggested to be involved pH-dependent cell death and passive
HMBG] release®®. When comparing the different active forms, we found as with the previous
assays that expression of GSDME!2°! was very potent to induce the release of HMGBI.

Ll-l64

However, in contrast with the previous results, MLKL!'-?*! and MLK were found to be

more potent to release HMGBI1 than GSDMD!-?76 even if the latter induce more pronounced
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cell permeabilization and calreticulin exposure (Fig. 2 B, C, E). Evaluation of the bicistronic
constructs, additionally coding for IL-18, confirmed the data and accordingly demonstrated a
superior potency to induce HMGBI release of the constructs coding for the active forms of
GSDME, or MLKL, over the construct coding for GSDMD (Supp Fig. S2 A-B). Whether this
reflect differences between the active forms of GSDME, MLKL, and GSDMD in the
triggering of the active or passive pathways involved in HMBGI release remains to be

explored?®.

Expression of the active forms of GSDMD, GSDME, or MLKL, induces extracellular
ATP release

The release of ATP in the extracellular milieu by dying cells is also a characteristic marker of
ICD. We therefore evaluated the presence of extracellular ATP (eATP) in the culture
supernatant based on a sensitive luciferase bioluminescence assay. Data confirmed as
expected that eATP is detectable as early as 6 hours post-transfection and further increased at
12 hours post-transfection in cell transiently expressing GSDMD!2’6, GSDME!-?3!,
MLKL!? or MLKL!!** (Fig. 2F-H). Comparable results were also obtained with the
bicistronic constructs coding for IL-18 in addition to the evaluated cell death executioner
(Supp Fig. S2 C). In contrast, eATP did not increased over the detection limit in cells
transfected with the negative control plasmids coding for the inactive forms (i.e.,
GSDMD!?7¢ F81D, or GSDME!"?! F2A K40A) neither at 6 hours nor at 12 hours post-
transfection (Fig. 2F-H). Of notes, low levels eATP was however detected in the supernatant
harvested at 24 hours post transfection, even in when using the negative control plasmids
(data not shown). This again possibly resulted from pH-dependent cell death and is in line
with the low level of HMGBI released in these conditions.

Expression of the active forms of GSDMD, GSDME, or MLKL, by melanoma cells in
vivo vaccinates mice against a secondary tumor challenge in a prophylactic model

Our results so far indicate that transient expression of GSDMD!2’6, GSDME!>! or
MLKL!-?%! induces rapid cell death in vitro that is accompanied by the exposition and release
of molecular hallmarks of ICD. As this has the potential to induce potent anti-tumor
vaccination in vivo we next evaluated and compared our constructs for their ability to
promote secondary tumor rejection. For that, we transfected as before B16-F10 cells in vitro,
and harvested the cells 5 hours later, at a time point that precede the earliest induced
membrane permeabilization (i.e., observed at 6 hours post transfection, Fig. 1 and sup

Fig.S1). The transfected, but not yet dying cells, were then injected subcutaneously on the
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right flank of C57BL/6 mice at a dosing of 3.5x10° cells per animal (a time point that we
termed D-7 in our protocol, Fig. 3). To indirectly access the potential of the in vivo dying
cells to release tumor antigens and proinflammatory intracellular molecules capable of
initiating an anti-tumor response, we then challenged the mice 7 days later (defined as DO)
with the same number of living and untreated B16-F10 melanoma cells injected in the
contralateral flanks (Fig. 3A). Tumor growth on ipsilateral and contralateral sites was then
monitored overtime in the different groups of mice. Absence of tumor on both flanks was
taken as an indication of effective ICD occurring at the primary site, followed by a potent
anti-tumor vaccination preventing the growth of the secondary tumor inoculated on the
opposite flank. In a first set of experiments, we evaluated the plasmids coding for GSDMD!
276 GSDME!?!, or MLKL!?%, and compared their potential to promote anti-tumor
vaccination in vivo. As a control, we used necrotic melanoma cells (that had undergone 3
freeze/thaw cycles, F/T group) and mice treated only with PBS. Remarkably, all groups of
mice that were vaccinated using melanoma cells transfected to transiently express GSDMD!
276 GSDME!"?>! or MLKL'?’!, develop fewer if any tumor demonstrating the vaccination
potential of ICD in vivo (Fig. 3 B-H). Indeed, while all PBS treated mice (6 out of 6 mice)
developed a tumor at the secondary site, only 17% (1 mouse out of 6) developed at tumor in
the GSDMD!?7¢ or MLKL!?°! groups, and no tumor at all was detected in the GSDME!-%!
group (Fig. 3 B-H). For comparison, tumor growth was detected in 67% of the mice (4 mice
out of 6) when necrotic melanoma cells treated with 3 freeze/thaw cycles (i.e., in the F/T
group) were used to vaccinate the mice at D-7 (Fig. 3 D, H). Hence, this data is entirely in
line with our observations in vitro and indicate a slightly higher potential of GSDME!-?%! to
induce ICD and to promote vaccination in vivo that completely prevents tumor growth (Fig. 3

H).

To better discriminate the protective potential of our constructs in this vaccination model in
vivo, we conducted a second study using a more stringent protocol. For that, mice were
injected this time with a higher number of the aggressive melanoma cells, corresponding to
5x10° B16-F10 cells, during the challenge at D7 of the protocol (Fig. 4A). The observed
tumor growth curves and tumor incidence confirmed a faster tumor growth in these
conditions (Fig. 3B vs Fig. 4B). Also, for better comparison, we included in addition to the
F/T group an additional control group vaccinated at day DO with B16-F10 cells pre-treated
with Raptinal in vitro, to induce cell death by apoptosis in vivo. Results show that both

control groups (F/T and Raptinal) were not vaccinated against a secondary tumor challenge
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and display a comparable tumor growth curve and a similar tumor incidence confirming that
neither induction of necrosis nor apoptosis promote efficient anti-tumor immune responses
(Fig. 4 B, C, G, H). In contrast, even in this more stringent experimental setting, more than
50% of the mice (i.e., 4 out of 7) were protected when cell death was induced by
GSDMD!-276 or MLKL!-?%! and, remarkably, more than 85 % of the mice (i.e., 6 out 7) were
protected when cell death was induced GSDME!"*! (Fig. 4 B, D, F, H). Only one mouse in
the latter group developed a tumor a very late stage, suggesting partial protection or tumor
escape in this individual mouse (Fig. 4 F). Hence, this data again suggested that while all the
constructs evaluated in this study induce complete or partial cell death and release of
immunogenic molecules, GSDME!"%! appears to induce a form of cell death that resulted in a
more potent induction of anti-tumor immune responses in vivo, as compared to GSDMD!-276

or MLKL!-201,

Of notes, we also evaluated using this more stringent protocol, the bicistronic constructs
additionally coding for IL-18. While these constructs also demonstrated some degree of
protection against a secondary tumor challenge compare to the Raptinal group, their potency
were reduced compared to the monocistronic vectors. Bicistronic constructs did not allowed
more than about 40% protection in the different groups of mice (data not shown) while
protection was between 50% and up to 85% with the corresponding monocistronic constructs
(Fig. 4H). While most preclinical and clinical studies have reported a beneficial anti-tumor
activity of IL-18, depending on the cancer type and on the tumor microenvironment, I1L-18
has been suggested to favor tumor growth in some context?®. Whether our unexpected results
with the bicistronic constructs are related to the immunosuppressive functions of IL-18
production, that have been observed in the context of B16-F10 melanoma models in several
studies, remain to be explored***?. Whatever the precise mechanism, these data suggested
that the bicistronic constructs do not confer significant advantage over the monocistronic

constructs in this our experimental conditions.

Intratumoral injection of cell transiently expressing the constitutively active form of
GSDME ameliorates tumor control

In the last part of our comparative study, we aimed to evaluate the therapeutic potential of
ICD in the context of established tumor. We focused on our best ICD executioner evaluated
in this study, namely GSDME!?%!, to generate cells prone to die in vivo. For that, B16-F10

cells were again transfected in vitro with the plasmid coding for GSDME!2°!| harvested 5
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hours later (i.e., before the first early signs of membrane permeabilization), followed by their
intratumoral (i.t.) injections in established B16-F10 tumors at day 5, 7 and 9 post-tumor
inoculation (Fig. 5A). In addition to the control group treated with PBS, we also used a
control group that was injected with B16-F10 cells that were first transfected with the
plasmid coding for the corresponding inactive mutated form (i.e., GSDME!2! F2A K40A),
and then killed by 3 repeated freeze/thaw cycles (this control group was therefore termed
F/T), before their i.t. injections at the same time points. Remarkably, while both PBS and F/T
control groups showed similar melanoma growth curves and comparable survival rates (Fig.
5 B, C, E-F), injection of cells transfected with the plasmid coding for GSDME!-**! showed a
significant reduction of the mean tumor volume (Fig. 5 B), associated with a delayed growth
kinetic suggesting a better tumor control (Fig. 5 D). Additionally, another group has been
included treated with cells transfected by the bicistronic plasmid coding for GSDME!-?*! and
IL-18. This group showed similar result, a demonstrated significant reduction of the mean
tumor volume as compared to control groups (data not shown). However, this additional
group did not show improved tumor control compared to the group treated with the
monocistronic plasmid coding for GSDME!"®! alone, suggesting again the bicistronic
construct do not confer significant advantage over the monocistronic construct.

In this experimental setting, mice were also monitored for a longer period to monitor the
percentage of mice that remain alive. Data revealed that, while all the mice died between 25
and 32 days post-tumor inoculation in the control groups, around one third of the mice in the
GSDME!"#! group survived until study endpoint at day 50 post-tumor inoculation (Fig. 5 F).
Hence, our data suggest that ICD of a small fraction of the cancer cells, by releasing tumor
antigens and intracellular pro-inflammatory molecules, induces anti-tumor responses that
provide a better control of tumor growth even in the very aggressive and non-immunogenic

B16F10 melanoma model.
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Discussion:

Necroptosis and pyroptosis are newly characterized molecular pathways that have attracted
recent interest in cancer with the observation for instance than GSDME represent a tumor
suppressor factor involved in the induction of pyroptosis, which in turn promote anti-tumor
immune responses?. It has become clear in the last decade than GSDME, GSDME and
MLKL, as well as the molecular pathways involved in pyroptosis and necroptosis, can be
used as biomarkers to better stratify patients, or can be manipulated to increase tumor
immunogenicity and/or response to treatments?!-2>#3, However, induction of pyroptosis or
necroptosis by drugs requires the presence of intact and functional pathways culminating in
the proteolytic activation of GSDMD or GSDME, the key executioners of pyroptosis, or by
the RIPK3-dependant phosphorylation of MLKL, the executioner of necroptosis. As escape
to cell death represents one major attribute of cancer cells, these cell death pathways are often
non-functional in established tumor due to epigenetic modification and/or to gene and
promoter mutations?! 264344 The strategy evaluated here, based on the vectorization of
transgene coding for constitutively active forms of the GSDMD or GSDME or of MLKL,
represents therefore an attractive strategy to restore pyroptosis or necroptosis even when

these pathways are non-functional.

The common shared features of pyroptosis and necroptosis executioners are their ability to
oligomerize, to insert into the cell membrane, to form pores, and to induce major osmotic
modifications that induce cell lysis. This culminates in plasma membrane rupture and in the
release of pro-inflammatory intracellular content (e.g., HMGBI, calreticulin, ATP). We
hypothesized that transient expression of constitutively active forms of the pyroptosis and
necroptosis executioners evaluated here may fully recapitulate this sequence of events and
should lead to tumor cell death accompanied by the exposition of proinflammatory molecules
considered as hallmarks of ICD. The first step of this study was therefore to evaluate the
capacity of our constructs to induce cell death as well as exposition of these proinflammatory
molecules upon transient in vitro transfection of B16-F10 melanoma cells. As constitutively
active form of pyroptosis executioners, we selected the N-terminal domains of the GSDMD
and GSDME, containing respectively the first 276 amino acids of GSDMD (GSDMD!-?76) or
the first 251 amino acids of GSDME (GSDMD!-%!). These forms correspond to the natural
forms generated upon cleavage by caspase 1 or caspase 3, respectively. For MLKL, we

selected a truncated protein corresponding to the first 201 amino acids (MLKL!-2%1),
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containing the active N-terminal 4-helical bundle domain (4HB) and brace coiled coil
connecting region, but lacking the C-terminal self-inhibitory pseudokinase domain (PsKD).
As negative controls, we selected mutated or truncated forms of the same protein regions and
aimed to demonstrate their inability to induce membrane permeabilization. For GSDMD,
modification of a phenylalanine at position 81 to an aspartic acid was described to abolishes
the oligomerization of the protein and thereby its ability to form a membrane pore*’. We thus
generated a mutant carry this mutation (GSDMD!-27¢ F81D) and confirmed loss of function of
this variant (Fig. 1 A-B). Similarly, we confirmed that a double mutation, incorporated in the
GSDME!2>! F2A K40A resulted in complete absence of activity (Fig. 1 A, C). This double
mutation was selected based on a previous report showing the retention of the double mutant
in the cytoplasm, while each single mutants were still partially active*. For MLKL, a
truncated form corresponding to the first 164 amino acids (MLKL!"1%%), lacking most of the
second coiled coil brace connecting region, was selected based on the importance of this
region in homotrimerization*®. However, our results only show a very partial reduction, if
any, of the activity of this truncated form as compared to the active MLKL!'-?*! form. This
suggested that the first 164 amino acids that contain the active N-terminal 4-helical bundle
domain may suffice, at least in our cellular model, to induce membrane permeabilization.
Irrespective of the precise molecular structure and the mechanism leading to oligomerization
and pore formation, this excluded MLKL!-!%* as a valid negative control in our study and this
construct was instead considered as an active MLKL form. MLKL!!%* was indeed found to
display an almost similar activity as compared to MLKL!?"! as evaluated by membrane

permeabilization (Fig. 1D), calreticulin exposure (Fig. 1H), HMGBI1 release (Fig. 2E).

One of the goals of our present study was to compare in vitro the activity of the different
constructs that we generated for their ability to induce membrane permeabilization, but also
for their capacity to induce the exposition of classical ICD markers (e.g., calreticulin,
HMGBI, and ATP). Upon transient transfection of the B16-F10 melanoma model with the
plasmids coding for our different constructs, we first evaluated overtime incorporation of PI
in membrane permeable cells and interpreted that as an early engagement into cell death.
Induction of cell death is also suggested by the major changes in cell scatters, reflecting cell
size and/or morphology (Fig. 1A). Remarkably, modifications of FSC and concomitant cell
staining with PI was evidenced as early as 6 hours post-transfection suggesting potency of the
evaluated cell-death executioners even at very low protein expression (Fig. 1B-D, and data

not shown). Cell death culminated in vitro at 24 hours post transfection and was accompanied
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as expected by calreticulin detection on the same cells (Fig. 1). Remarkably, at 24 hours post-
transfection, up to 80% of the cells were stained with PI and with the anti-calreticulin
antibody when the construct coding GSDME!"*! was used (Fig. 1 C, G). As the efficiency of
transfection evaluated by eGFP reporter plasmid did not exceeded 80%, this suggested that
all transfected cells are killed by expression of GSDME!"?!, In contrast, GSDMD!-?7¢ induces
slightly lower cell death, and MLKL!2! even lower cell death, as compared to GSDME!-23!,
This indicates that these pore-forming proteins do not have the same potency to induce cell
death and that GSDME!-2! appears to display the highest efficiency in our conditions. These
differences in potency may be explained by differences in their oligomerization potential, or
possibly by their ability to interact and insert within the phospholipid bilayer membrane.
Another possibly important factor to consider is the size of the pores formed by these proteins
upon their oligomerization. Pores formed upon activation of GSDMD or GSDME are
composed of 16 to 28 protomers depending on the composition of the lipid bilayer in which
they insert and have been estimated to have a large inner diameter of 10-20 nm*’. In contrast,
pores formed upon MLKL activation are composed of, at most, 6 hexamers and are therefore
smaller in size with an estimated inner dimeter size of 4 nm**. Whether differences in pores
diameter influence kinetic and/or occurrence of cell death, or the nature and quantity of the
proinflammatory molecules released in the extracellular milieu, remain to be fully explored.
Another interesting features of GSDM family members, that is not shear by MLKL, is their
ability to bind cardiolipin and thereby to mediate permeabilization of mitochondria which

may also increase their capacity to induce cell death” .

In addition to cell death, we also explored the release of HMGBI1 and ATP, as well as the
exposure of calreticulin, as these molecules represent important hallmarks of ICD. Indeed,
calreticulin exposure is recognized as an "eat-me signal" allowing dying cells to be taken up
by phagocytic cells such as macrophages and dendritic cells facilitating the capture and
presentation of tumor antigens!®>. Concurrently, the release of the nuclear protein HMGBI
activates dendritic cells by binding to TLR4, thereby facilitating antigen presentation to T
cells’®. ATP, on the other hand, acts as a chemoattractant for phagocytic cells through its
binding to P2Y2 receptors, as well as a potent activator of NLRP3-inflammasome through the
stimulation of the P2X7 receptor, resulting in the maturation and release of IL-1f and IL-18.
ATP binding to the P2X7 receptor also further stimulate pores formation, cell death, and
secondary release of pro-inflammatory molecules, thereby amplifying the immune response

3133 In our present study, all evaluated constructs induced the release of HMGBI1 and ATP,
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and the exposure of calreticulin, albeit with different kinetic and levels (Fig. 1E-H and Fig.
2). The construct coding for GSDME!-2! appeared however to be more potent than the other
2 constructs when taking into consideration these parameters together. This was also
supported by the data obtained in vivo in the vaccination models, suggesting that these ICD
markers have a least some relevance to predict immunogenicity in vivo. However, several
additional other markers, factors, and post-translational modifications, have been recently

evaluated and may be used in future studied better predict immunogenicity in vivo>*¢,

With the aim to further increase immunogenicity in vivo, we also generated and evaluated
bicistronic constructs that additionally encode IL-18, a pro-inflammatory cytokine that can
enhance tumor control, induce secretion of IFN-y, and stimulate the activity of cytotoxic
lymphocytes>!-327,

downstream of the sequences coding for GSDMD!-27¢, GSDME!?*!, or MLKL!"?*!, A furin

For that, we introduced a P2A self-cleaving peptide sequence

cleavage sequence was also added to avoid the incorporation of the P2A sequence at the C-
terminus of the cell death executioner proteins which may affect oligomerization or pore
formation. The in vitro evaluation of these plasmids confirmed they ability to induce cell
death, and to allow the release of the ICD markers (Supp Fig. S1 and Supp. Fig S2).
However, significant differences were observed in the production and release of IL-18 in the
supernatant of transfected cells. Indeed, the construction coding for MLKL!?%! and IL-18
appeared to produce significantly more IL-18 that the other two constructs. This may possibly
reflect the lower capacity of this construct to induced cell death, notably at early time points,
resulting in a higher proportion of cells secreting IL-18. Also, as the pores formed by GSDM
members have the capacity to insert into mitochondrial membrane, the energetic status of the
cell may be affected at early time points limiting de novo expression of proteins. Whatever
the precise mechanism, the bicistronic constructs appears anyhow limited in their capacity to
secrete the downstream cytokine, due notably to early cell death, as indicated also by our in
vivo data suggesting the absence of beneficial additional effect as compare to the

monocistronic constructs (Supp Fig. S3 and data not shown).

ICD should result in the activation of immune responses. After validating our constructs in
vitro, we turned to a in vivo vaccination model in vivo. For that, we used a "gold standard"
vaccination protocol, that rely on the occurrence of ICD in vivo, as described by Humeau et

al®®. This protocol involves the subcutaneous inoculation of living cells treated in vitro with
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drugs or strategies to induce ICD and expected to die in vivo soon after their injection.
Evaluation of the immunogenic potential is then evaluated by a secondary challenge with the
same untreated tumor cell line, 7 days later. Tumor growth control, or tumor rejection, is then
interpreted as the induction of an efficient anti-tumor immune response in vivo during the
ICD of the first inoculated cells. We used in our study two versions of this protocol. In the
first in vivo protocol we used the originally published experimental conditions, and in the
second we inoculated more B16-F10 melanoma cells (i.e., 5x10° instead of 3.5x10° cells)
during the secondary challenge, with the aim to compare the ICD potential of our constructs
in vivo more stringently. In both type of experiments, all the evaluated constructs
demonstrated their capacity to vaccinate mice, albeit at different levels, and to induce better
tumor growth control. However, and in agreement with the in vitro data, expression of
GSDME!-#! showed superior vaccination potential by allowing complete tumor rejection in
the first settings and showing only 1 mouse, out of 7, displaying late tumor escape in the
second more stringent conditions (Fig. 4 and Fig. 5). These results were notably compared to
controls conditions were vaccine cells were instead induced to die by apoptosis (using
pretreatment with Raptinal®®). All mice developed tumors in these control conditions
confirming, at least, the lower ability of apoptosis to prime the immune responses in vivo as

compared to pyroptosis and necroptosis forms of cell death.

In the last set of experiment in vivo, we also aimed to evaluate the curative potential of ICD
in the tumor context. In these experiments, we focused on GSDME!"*! that has shown
superior vaccination potential in vivo, and used an experimental model that relies on
intratumoral injections of transfected B16-F10 cells in established tumor as described

132, Data showed that intratumoral injection of B16-F10 cells

previously by Snyder et a
transfected with the plasmid coding for GSDME!"*! significantly delayed tumor apparition
and reduced tumor growth (Fig. 5 B, D), suggesting induction of immune responses that
resulted in better tumor control. However, this did not suffice to induce tumor rejections, as
expected in this aggressive and poorly immunogenic melanoma model that is not responsive
to immune check-point blockade used as a monotherapy. Future experiments will address
whether vaccination using cell transiently expressing GSDME!"?! the most potent ICD
inducer as found during the present comparative study, may be combined with immune

check-point blockade, or other molecular or cellular immunotherapies, to induce complete

rejection of established clod tumors.
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Taken together, our results demonstrate that transient expression of constitutively active
forms of GSDMD, GSDME, or MLKL, induces cell death that recapitulates the features of
ICD, associated in vitro with exposure of pro-inflammatory molecules such as ATP,
HMGBI, or calreticulin. Remarkably, ICD induced by our constructs in the context of cancer
cells, potently vaccinated the mice against secondary tumor challenges, notably when using
the construct coding for GSDME!-?! which was found herein to be more immunogenic that
the other two evaluated constructs (i.e., GSDMD!276, and MLKL!-2?!). The former construct
was also demonstrated to induce a better tumor control in established tumors, upon direct
intratumor injection of transiently transfected cells, using the poorly immunogenic B16-F10
melanoma model. Hence our data, suggest that induction of ICD in tumor context, upon
intratumoral injections of ICD inducing drugs or gene therapy vectors coding for GSDME!
1 may similarly increase tumor immunogenicity and synergize with other types of
immunotherapies to increase the number of patients that can benefit from these treatments,

even in cold tumors.
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Figure 1 — Transfection with plasmids coding for active forms of pyroptosis or
necroptosis executionners induce membrane permeabilization and calreticuline
exposure in B16-F10 model.

A — Cell membrane permeabilization of melanoma B16-F10 cells was evaluated by
incorporation of propidium iodide (PI) using flow cytometry, 24 hours post transfection with
plasmids coding for eGFP or with active forms of GSDMD (GSDMD!?7%), GSDME
(GSDME'"#!), or MLKL (MLKL'-2°"). As negative controls, cells were transfected with the
mutated inactive forms GSDMD!'-?’¢ F81D, GSDME!->3! F2A K40A, or with the truncated
form of MLKL (MLKL!!1%%), Representative flow cytometry panels are shown to illustrate
the data. B-D — kinetic of membrane permeabilisation upon transfection of B16-F10 cells
with the plasmid coding for the differents indicated constructs. E — Calreticulin (CRT)
exposure on the transfected melanoma cells, evaluated by flow cytometry 24 hours post
transfection with the plasmid coding for the indicated proteins. F-H — Kinetic of calreticulin
exposure on transfected B16-F10 cells, 3 to 24 hours post tranfection with the plasmid coding
for the indicated proteins. Representative flow cytometry panels are shown to illustrate the
data. Data are form one representive experiments out of three, peformed in triplicate, with
comparable results. Mean values are ploted and error bars represent SEM.
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Figure 2 — HMGBI1 and ATP are released in the extracellular milieu at early time points
post transfection of B16-F10 with the plasmid coding for active forms of pyroptosis or
necroptosis executionners.

A — Release of HMGBI from cells was analyzed using western blot, after collection overtime
of supernatant fractions in B16-F10 cells transfected with plasmids coding for eGFP or for
the indicated proteines. B-E — Comparison following image quantification of HMGBI release
overtime in the different indicated conditions. Data are form one representive experiments
out of two, peformed in triplicate, and schowing comparable results. Fold change have been
calculated after normalization against the same internal controls. F-H — ATP release in the
supernatant were evaluated overtime using sensitive bioluminescence assays in B16-F10 cells
transected with the plasmid coding for the indicated proteins. The data are from one
experiment, out of two, showing similar results.
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Figure 3 — Injection of B16-F10 cells transiently transfected to express GSDMD!-276,
GSDME!"?*1] or MLKL!-2"! yaccinates mice against a secondary tumor challenge.

A — Depiction of the protocol used here to evaluate the immunogenic potential of the B16-
F10 cells transfected with the indicated plasmid construct coding for ICD executioners
derived from GSDMD, GSDME, or MLKL. Subcutaneous injections of the transfected B16-
F10 cells were performed in the right flanks of the animals, and tumor challenged 7 days later
in the contralateral flanks. Absence of tumors in the primary site was confirmed and tumor
growth in the contralateral flanks was monitored overtime. A — Mean tumor volumes in the
different indicated groups are represented, in groups of 6 mice. C-G —Individual tumor
growth curves in each indicated group of mice, numbers represent the number of mice that
developed tumor in each group. H — Percentage of mice that remained tumor free overtime in
each indicated group is illustrated. Data are form one representive experiment out of two,

showing similar results.
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Figure 4 - Injection of B16-F10 cells transiently transfected to express GSDMD!-276,
GSDME!?1| or MLKL!"?"! vaccinates mice against a secondary tumor challenge
evaluated using stringent experimental conditions.

A — Depiction of the stringent protocol used here to evaluate the immunogenic potential of
the B16-F10 cells transfected with the indicated plasmid construct coding for ICD
executioners derived from GSDMD, GSDME, or MLKL. Subcutaneous injections of the
transfected B16-F10 cells were performed in the right flanks of the animals, and tumor
challenged, 7 days later, were performed using higher number of B16-F10 cells (5x10°
untreated B16-F10 cells), injected in the contralateral flanks. Absence of tumor in the
primary site was confirmed and tumor growth in the contralateral flanks was monitored
overtime. A — Mean tumor volumes in the different indicated groups are represented, in
groups of 7 mice. C-G —Individual tumor growth curves in each indicated group of mice,
numbers represent the number of mice that developed tumor in each group. H — Percentage of
mice that remained tumor free overtime in each indicated group is illustrated. Data are form
one representive experiment out of two, showing similar results.
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Figure 5 — Intratumoral injection of B16-F10 transiently transfected to express
GSDME!-?5! induce a better tumor control and improve mice survival

A — Depiction of the protocol used to evaluate the therapeutic potential of the immunogenic
B16-F10 cells transfected to express GSDME!?°! and injected directly in established tumors.
Intratumoral injection were performed at day 5, 7, and 9, post tumor inoculation. A — Mean
tumor volumes in the different indicated groups are represented, in groups of 7 mice. C-G —
Individual tumor growth curves in each indicated group of mice. H — Percentage of mice that
remained tumor free overtime in each indicated group is illustrated. Data are form one
representive experiment out of two, showing similar results.
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Supp. Figure S1 — Transfection of B16-F10 cells with bicitronic plasmids coding for
active forms of pyroptosis or necroptosis executionners and for IL-18 induce membrane
permeabilization, calreticuline exposure, and IL-18 secretion.

A — Cell membrane permeabilization of melanoma B16-F10 cells was evaluated by
incorporation of propidium iodide (PI) using flow cytometry, 24 hours post transfection with
indicated bicitronic plasmids coding for eGFP or for the indicated biscitronic constrcut
coding for GSDMD!-276 and IL-18 (GSDMD!-?76 + IL-18), GSDME!-?*! and IL-18 (GSDME!"
1+ IL-18), or for MLKL!?! and IL-18 (MLKL'?’! + IL-18). Representative flow
cytometry panels are shown to illustrate the data. B — kinetic of membrane permeabilisation
upon transfection of B16-F10 cells with the plasmid coding for the differents indicated
constructs. C — Kinetic of calreticulin exposure on transfected B16-F10 cells, 3 to 30 hours
post tranfection with the plasmid coding for the indicated proteins. D — Evaluation of IL-18
concentrations in the supernatant was evaluated at different time point by ELISA. Data are
form one representive experiments out of two, showing comparable results.
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Supp. Figure S2 — Transfection of B16-F10 cells with bicitronic plasmids coding for
active forms of pyroptosis or necroptosis executionners and for IL-18 induce the release
of HMGBI1 and ATP in the extracellular milieu.

(a) — Release of HMGBI1 from cells was analyzed using western blot, after collection
overtime of supernatant fractions of B16-F10 cells transfected with plasmids coding for eGFP
or for the indicated bicistronic constructs. (b) — Comparison following image quantification
of HMGBI release overtime in the different indicated conditions. Data are form one
representive experiments out of two, peformed in triplicate, and schowing comparable results.
Fold change are evaluated after normalization against the same internal controls. (¢) — ATP
release in the supernatant were evaluated overtime using sensitive bioluminescence assays in
B16-F10 cells transected with the plasmid coding for the indicated bicistronic constructs. The
data are from one experiment, out of two, showing similar results.
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Supp Figure S3 — Injection of B16-F10 cells transfected with the bicistronic plasmids
coding for active forms of pyroptosis or necroptosis executionners, concomittantly with
expression for IL-18, partially vaccinates mice against a secondary tumor challenge

Mice were submitted to the vaccination protocol, as depicted in Fig. 4A, to evaluate the
immunogenic potential of the B16-F10 cells transfected with the indicated bicistronic
plasmids. Subcutaneous injections of the transfected B16-F10 cells were performed in the
right flanks of the animals, and tumor challenged were performed 7 days later, using B16-F10
cells injected in the contralateral flanks. Absence of tumor in the primary site was confirmed
and tumor growth in the contralateral flanks was monitored overtime. (a) — Mean tumor
volumes in the different indicated groups are represented, in groups of 7 mice. (b) —
Percentage of mice that remained tumor free overtime in each indicated group is illustrated.
(c-e) — Individual tumor growth curves in each indicated group of mice.
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Résultats non publiés

Contexte de I’étude :

Ce projet vise a explorer de nouvelles stratégies de vaccination antitumorale in vivo
basées sur l'utilisation de vecteurs AAVs codant les formes actives de protéines clés qui dé-
clenchent une mort cellulaire immunogene. Le but principal est de manipuler la mort cellulaire
immunogene dans le MET par injection intratumorale de vecteurs AAVs sélectionnés pour sti-
muler le SI et le sensibiliser aux antigénes tumoraux. A cette fin, des vecteurs AAVs codant
des formes actives de la Gasdermine D (GSDMD), la Gasdermine E (GSDME) et MLKL, ainsi
que certaines cytokines immunostimulatoires (IL-18) seront utilisés. Cette stratégie sera éva-
luée seule ou en combinaison avec des immunothérapies établies ce qui pourrait élargir la ré-

ponse aux immunothérapies, en particulier dans les tumeurs dites "froides", peu immunogeénes.

Méthode principale :

Dans le but d’étudier I’impact des MCI dans le cancer, nous avons injecté¢ des AAVs
directement dans des tumeurs murines B16-F10 ou MC38 codant les effecteurs de la pyroptose
et de la nécroptose seuls ou en association avec I’IL-18 (seulement pour la GSDME). Dans une
autre expérience, ces injections ont été combinées avec I’injection intrapéritonéale d’un anti-

corps dirigé contre le point de contréle immunitaire PD-1.

Principaux résultats :

e [’injection intratumorale d’un AAV2 codant pour les effecteurs de la pyroptose ou de la
nécroptose seules n’induit pas de ralentissement de la croissance tumorale dans le modele
B16-F10.

e L’injection intratumorale d’un AAV2 codant pour la GSDME dans le modele MC38 induit
un ralentissement significatif de la croissance tumorale ainsi qu’une augmentation de la sur-
vie.

e [’association d’'un AAV2 codant pour la GSDME en association avec I’injection intrapéri-
tonéale d’un anticorps dirigé contre PD-1 induit un fort ralentissement tumoral et une aug-

mentation importante de la survie dans le modéle B16-F10.
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Matériels et méthodes

Souris :

Toutes les souris sauvages C57BL/6JR]j utilisées dans les expériences ont été obtenues
aupres de Janvier Lab. Les souris étaient agées de 7 semaines au début des protocoles et étaient
hébergées et nourries ab libitum dans une installation exempte d'organisme pathogene spéci-
fique (EOPS). Tous les protocoles expérimentaux sur animaux ont été approuvés par le Minis-
tére francais de I'Education et de la Recherche, aprés consultation du comité d'éthique (n°

APAFIS#37300).

Transduction in vitro des cellules tumorales :

5 heures avant I’ajout de doses croissantes de vecteurs AAVs codant la GFP, 2,5.10*
cellules MC8 ou 4.10% cellules B16-F10 ont été ensemencées dans une plaque 96 puits dans 40
ul de milieu DMEM complet. Des doses croissantes d’AAVs sont ajoutés 5 heures plus tard,
dilués dans un volume de 10 ul de DMEM complet. 5 heures apres I’ajout des AAVs, 100 ul
de DMEM complet sont rajoutés pour avoir un volume final de 150 pl. 48 heures apres 1’ajout
des AAVs, les cellules sont décollées a 1’aide de 0.05% de trypsine et 0.53 mM d’EDTA, cen-
trifugées a 400g, 5 minutes a 4°C et resuspendues dans du tampon FACS contenant 10 uM de
DAPI. La production de la GFP et/ou I’analyse de la mortalit¢ induite est ensuite analysée par

cytométrie en flux.

Mode¢les tumoraux :

5.10° cellules de mélanome murin B16-F10 cellules ou de carcinome du colon MC38
ont été inoculées par voie sous-cutanée sur le flanc droit des souris. La croissance tumorale a
été surveillée pendant 50 jours apres I'inoculation tumorale. Les volumes tumoraux ont été¢ me-
surés a l'aide d'un pied a coulisse numérique et estimés avec la formule suivante : V = longueur
x largeur x [(longueur + largeur) / 2]. La survie a été estimée lors de la mort de la souris, d’un
état globale incompatible avec la continuité du protocole ou lorsque le volume tumoral était

supérieur a 2000 mm?>.

Production et contréle qualité des AAVs :
Tous les AAVs ont été produits en utilisant le systéme d'expression baculovirus chez la
cellule d'insecte S9, la purification et la détermination de la concentration ont été effectuées

par Virovek (Hayward, Californie, Etats-Unis).
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Injections intratumorales d’AAVs codant les effecteurs de la pyroptose ou de la nécrop-
tose et injection de I’immunothérapie dirigée contre PD-1 :

5 jours aprés I’inoculation de la tumeur, lorsque que le volume tumoral atteint 50 mm?,
les souris regoivent une injection intratumorale de 1.10'! AAVs dans un volume de 50 ul de
PBS. Au 7™ et 9°™ jour aprés I’inoculation de la tumeur, la méme injection est effectuée pour
que les souris aient regu une dose globale de 3.10'! AAVs par souris aprés un cycle de 3 injec-
tions. En parall¢le de I’injection intratumorale des AAVs, un cycle d’injection (c’est-a-dire 6,
8 et 10 jours apres I’inoculation de la tumeur) intrapéritonéale d’anticorps dirigés contre le point
de contrdle immunitaire PD-1 est réalisée. Cette injection intrapéritonéale de 200 pg d’anticorps

est réalisée dans un volume de 200 pl de PBS.

Statistiques :

Toutes les données sont représentées sous forme de moyenne avec erreur standard de la
moyenne (SEM). L'”ANOVA a un facteur et les tests de comparaisons multiples de Tukey ont
été utilisés pour effectuer des comparaisons statistiques entre les groupes expérimentaux.
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Graphpad Prism VS8,
(GraphPad, San Diego, Californie, Etats-Unis). Le seuil de signification statistique a été fixé a

p <0,05 (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 et **** p <0,0001).
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Résultats

Evaluation in vitro de la capacité de transduction d’AAVs codant pour I’eGFP et

d’AAVs codant pour les effecteurs de la MCI
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Figure 22 - Caractérisation in vitro de la capacité de transduction des différents sérotypes d’AAVS ainsi que la
fonctionnalité d'AAVs codant pour les effecteurs de la pyroptose ou de la nécroptose dans différents modéles
tumoraux

(A-C) Evaluation de la capacité de transduction de différents sérotypes codant pour la GFP dans le modéle B16-
F10, MC38 et CT28 basé sur le pourcentage de cellules GFP positives en fonction d’une dose croissante de génome
viraux par cellule. (D-F) Evaluation de I’intensité moyenne de fluorescence des cellules préalablement incubées
avec des doses croissantes d’AAVs codant pour la GFP dans différents modéles tumoraux. (G) Evaluation de la
capacité d’AAVs codant pour la GSDMD, la GSDME ou MLKL a induire la mort de cellules B16-F10 évaluée
par I’incorporation de DAPI en cytométrie en flux 48 heures aprées 1’ajout de doses croissantes de vecteurs. (H-I)
Cinétique d’incorporation du DAPI (aprés ajout de 6.10'° génomes viraux par cellules) par les cellules B16-F10
ou MC38 évaluée en cytométrie en flux.
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Pour démarrer ce projet, nous avons choisi un AAV?2 possédant un large tropisme afin de cibler
le MET mais le développement de nouveaux vecteurs est aussi une partie importante de ce
projet. Pour cela, I’évaluation de différents sérotypes (AAV1, AAV2, AAV5, AAV6, AAVS.2,
AAV9 et AAVDJ) codant pour la GFP nous a permis de montrer des capacités différentielles
de transduction des vecteurs AAVs (voir figure 22). Effectivement, que ce soit dans le modele
B16-F10, CT26 ou dans le modele MC38, ’AAV2, ’AAVDIJ et ’AAV6 sont les sérotypes qui
transduisent le mieux les cellules tumorales (voir figure 22 A-F). De facon intéressante, les
cellules B16-F10 sont les cellules les plus sensibles aux AAVs in vitro car il faut un faible titre
de vecteurs pour transduire la totalit¢ des cellules tumorales avec une intensit¢ moyenne de
fluorescence plus forte (voir figure 22 A, D). Maintenant que nous savons que le sérotype
influence grandement la capacité des AAVs a transduire les cellules tumorales, nous avons
voulu savoir si la transduction des cellules tumorales avec un vecteur codant des protéines de
la famille des Gasdermines (GSDMD ou GSDME) ou MLKL pouvait induire la mortalité cel-
lulaire. Pour cela nous avons dans un premier temps incubé les cellules B16-F10 avec des doses
croissantes d’AAVs codant pour la GSDME, la GSDMD ou MLKL pendant 48 heures (voir
figure 22 G). Ces résultats nous ont montré que : i) les vecteurs codants pour les effecteurs de
la MCI étaient capables d’induire la mort des cellules tumorales B16-F10 (résultat non retrouvé
pour le vecteur codant pour I’eEGFP) ce qui confirme leur fonctionnalité in vitro, ii) qu’une
dose de 1,395+04 est nécessaire pour induire la mortalité de toutes les cellules dans les expé-
riences. Nous avons ensuite évalué la mortalité induite en cinétique (de 5 a 48 heures apres
ajout des vecteurs) par ces différents AAVs dans le modéle B16-F10 et MC38 (Figure 22 H et
I). Ces résultats nous montrent que la quasi-totalité (entre 60 a 90% en fonction des protéines
codées par les AAVs) des cellules meurent dans les premiéres 24 heures apres ajout des vecteurs
dans les puits de culture cellulaire. On observe aussi que les AAVs contrdles (codants pour
I’eGFP) induisent une toxicit¢é moyenne de 1’ordre de 20% mais qu’une augmentation de la
mortalité s’opere aux points tardifs de la cinétique (aprés 30 heures) surement a cause d’une

mortalité cellulaire induite par les conditions de culture cellulaires.

133



Injection intratumorale d’AAVs codant pour la pyroptose ou la nécroptose dans le mo-
dele B16-F10
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Figure 23 - L'injection intratumorale d'AAV?2 codant pour la pyroptose ou la nécroptose n'induit pas de rejet de
tumeur dans la lignée cellulaire B16-F10

(A) Schéma de I'expérience d'injection intratumorale d'AAVs chez la souris. 5, 7 et 9 jours apres 'inoculation de
la lignée cellulaire de mélanome B16-F10, des AAV2 codant pour la pyroptose ou la nécroptose ont été injectés
de maniére intratumorale et le volume de la tumeur et la survie ont été surveillés pendant 50 jours. (B) Courbes de
croissance de la tumeur B16-F10 aprés l'injection intratumorale d'1.10"" AAV codant pour la GSDME'"?*!, la
GDSMD!?76 ou MLKL"?! ou AAV témoin eGFP. N=6 souris par groupe. (C-F) Courbes de croissance indivi-
duelles de la tumeur B16-F10 apres l'injection intratumorale d'AAVs. N=6 souris par groupe. (G) Courbes de
survie des souris porteuses de tumeurs B16-F10 apres l'injection intratumorale d'AAVs. N=6 souris par groupe.
ns: non significatif. Les barres d'erreur représentent 1’erreur standard a la moyenne.

Pour évaluer I'effet thérapeutique de I'induction de la mort cellulaire immunogéne directement
dans le MET, nous avons développé un AAV2 codant pour la GSDME!-?%!| la GSDMD!-?7¢ ou
la MLKL!?!, L'injection directe de cet AAV dans la tumeur provoque la mort cellulaire
immunogene des cellules transduites, la libération de molécules immunogénes stimulant la RI
antitumorale. Nous avons voulu évaluer si une triple injection intratumorale d'AAV2 codant
pour des protéines effectrices de la pyroptose et de la nécroptose pouvait ralentir la croissance
tumorale, voire induire le rejet de la tumeur et améliorer la survie des souris traitées. Nous
avons réalisé une triple injection intratumorale (aux jours 5, 7 et 10 apres 1'inoculation de la

tumeur) de 1.10'' d’AAV2 codant pour la GSDME!?! ou eGFP comme témoin dans les
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cellules de mélanome B16-F10 (voir figure 23 A). Cette injection intratumorale a initialement
induit un ralentissement de la croissance tumorale au début du protocole expérimental, mais
l'effet s'est réduit au jour 16, indépendamment de 'AAV?2 utilis¢ (voir figure 23 B-F). Aucune
amélioration de la survie n'a également été observée dans les groupes traités par les différents

AAVs codant les effecteurs de la pyroptose ou de la nécroptose (voir figure 23 G).

Injection intratumorale d’'un AAV2 codant pour la GSDME dans le modéle MC38 :

injection intratumorale
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Figure 24 - L'injection intratumorale d'AAV2 codant pour GSDME!"?! réduit la croissance tumorale et le rejet de
tumeur dans la lignée cellulaire MC38

(A) Schéma de I'expérience d'injection intratumorale d'AAVs chez la souris. 5, 7 et 9 jours aprés 1'inoculation de
la lignée cellulaire de carcinome colorectal MC38, 'AAV2 codant pour la GSDME!2%! a été injecté de maniére
intratumorale et le volume de la tumeur et la survie ont été surveillés pendant 50 jours. (B) Courbes de croissance
de la tumeur MC38 apreés l'injection intratumorale d'1.10'" AAV codant pour la GSDME!?*! ou un AAV codant
pour I’eGFP. N=6 souris par groupe. (C-D) Courbes de croissance individuelles de la tumeur MC38 apres l'injec-
tion intratumorale d'AAVs. (E) Courbes de survie des souris porteuses de tumeurs MC38 apres 'injection intratu-
morale d'AAVs. N=7 souris par groupe. *p<0,05. Les barres d'erreur représentent I’erreur standard a la moyenne.

Dans le but d’évaluer I’effet thérapeutique de I’induction de la MCI directement dans le
MET, nous avons développé un AAV2 codant pour la GSDME!'"?!, L’injection de cet AAV
directement dans la tumeur induira la mort cellulaire des cellules transduites et exprimant la
GSDME!"?!, Nous avons donc procédé a une triple injection intratumorale (a J5, J7 et J10) de
1.10!'" d’AAV2 codant pour la GSDME!"?! ou I’eGFP comme controle dans le modéle de car-
cinome du colon MC38 (voir figure 24 A). Cette injection a permis de ralentir la croissance
tumorale de facon significative (* p-value<0.05) mais aussi d’augmenter la survie des souris
ayant été traités avec I’AAV2 codant pour la GSDME!-?*! (voir figure 24 B et E). En outre, on
s’apercoit que le nombre de souris ayant une tumeur <1 000 mm?® dans le groupe AAV2-

GSDME!-2! (5/7) est beaucoup plus important que ce que I’on retrouve dans le groupe contrdle
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GSDME!-2! (5/7) est beaucoup plus important que ce que I’on retrouve dans le groupe contrdle
(2/5) (voir figure 24 C et D). Donc I’injection intratumorale d’un AAV2 codant pour la

GSDME!"?! réduit la croissance tumorale et augmente la survie dans le modéle de carcinome
du colon MC38.

Combinaison de I’injection de la GSDME!-*! avec une immunothérapie anti-PD1
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Figure 25 - L'injection intratumorale d'AAV?2 codant pour la GSDME'! associée a l'immunothérapie anti-PD-1
induit un fort rejet tumoral et une augmentation de la survie dans la lignée cellulaire B16-F10

(A) Schéma de l'expérience d'injection intratumorale d'AAVs chez la souris. 5, 7 et 9 jours aprés 1'inoculation de
la lignée cellulaire de carcinome colorectal B16-F10. 1.10'! d'AAV2 codant pour la GSDME!?! ont été injectés
de maniére intratumorale et le volume de la tumeur et la survie ont été surveillés pendant 50 jours. En paralléle,
200 pg d'anticorps anti-PD-1 ou d'isotype témoin ont ¢été injectés de manicre intrapéritonéale aux jours 6, 8 et 10.
(B) Courbes de croissance tumorale de B16-F10 apres injection intratumorale d'1.10"" AAV codant pour la
GSDME!?! ou un AAV codant pour I’eGFP associé a 'anticorps anti-PD-1 ou a l'isotype témoin. (C-F) Courbes
de croissance tumorale individuelles de B16-F10 aprées injection intratumorale d'AAVs. (G) Courbes de survie des
souris porteuses de tumeurs B16-F10 apres injection intratumorale d'AAVs. N=4-7 souris par groupe. Les barres
d'erreur représentent l'erreur standard a la moyenne.

Afin d’améliorer les résultats obtenus précédemment, nous avons combiné la triple injec-
tion intratumorale d’un AAV2 codant pour la GSDME!"?*! dans le modéle de mélanome murin
B16-F10 avec une triple injection intrapéritonéale (a jour 6, jour 8 et jour 10) de 200 pg d’un

anticorps dirigé contre PD-1 ou un isotype contrdle (voir figure 25 A). Cette molécule est
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impliquée dans des mécanismes inhibiteurs de la RI, favorable a la croissance tumorale pouvant
limiter I’impact du SI dans la RI induite par nos stratégies. Dans ce protocole expérimental, la
combinaison de I’AAV codant pour la GSDME!-%! et de I’anticorps dirigé contre PD-1 induit
un ralentissement important de la croissance tumoral comparé¢ aux groupes controles a J16 (voir
figure 25 B). Ce fort ralentissement de la croissance tumoral dans ce groupe est associé a une
augmentation de la survie (voir figure 25 G). Dans ce protocole, il est a noter que 1’association
de ’AAV2-eGFP et de I’anti-PD-1 induit un faible ralentissement de la croissance tumoral mais
pas aussi important qu’avec I’AAV2 codant pour la GSDME!"#! (voir figure 25 B). En s’inté-
ressant aux courbes de croissance tumorales individuelles, seules les souris ayant regues
I’AAV2-GSDME'-?! et I’anti-PD-1 vont avoir des tumeurs avec un volume <2 000 mm3 aprés
24, ce qui n’est le cas dans aucun des autres groupes. Dans ce groupe expérimental, la crois-
sance tumorale est fortement limitée au début du protocole et est retardée dans le temps com-

parés aux autres conditions expérimentales (voir figure 25 C-F).
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Discussion générale

Résumé des résultats :

Nous avons initialement étudié I’effet de la transfection transitoire de cellules de méla-
nome murin B16-F10 en cinétique par des plasmides codant des protéines déja actives de la
pyroptose ou de la nécroptose. Pour ce faire nous avons sélectionné les parties N-terminales de
la GSDMD (GSDMD!-276) et de la GSDME (GSDME!"?*!) ainsi qu’une forme tronquée de
MLKL (MLKL!-?!) que nous avons associée ou non a une forme active et sécrétée de I’IL-18
murine. Des protéines inactives mutées (GSDMD!-2°F81D ; GSDME!2>! F2A K40A) ou tron-
quées (MLKL!"1%%) ont aussi été utilisées dans ces expériences comme contrdles négatifs.

Comme attendu, I’expression transitoire des formes actives des protéines de la pyrop-
tose ou de la nécroptose (seules ou en associées a I’IL-18) dans les cellules tumorales de méla-
nome murin permet 1’incorporation de 1’iodure de propidium pour toutes les constructions
méme si la GSDME induit une perméabilisation membranaire plus rapide et plus intense que
les autres constructions (voir tableau 8, figure 1 et S1 de ’article, page 116 et 121). En pa-
ralléle de I’évaluation de la mortalité cellulaire, nous avons évalué I’exposition d’un autre mar-
queur important de la MCI qu’est I’exposition de la CRT a la membrane cellulaire. De la méme
facon que précédemment, les constructions codantes pour les formes actives de la pyroptose
(seules ou associées a la forme active de I’IL-18) induisent une forte exposition de cette protéine
a la membrane cellulaire (voir tableau 8, figure 1 et S1 de Darticle, page 116 et 121). De
surcroit, I’exposition de la CRT semble étre plus intense et plus rapide quand les cellules ex-
priment la GSDME. Nous avons également évalué la libération de la protéine nucléaire
HMGBI1 — une puissante protéine immunostimulatrice - dans le surnageant de ces mémes cul-
tures cellulaires. L’analyse par western-blot nous a permis de montrer que HMGBI1 est libérée
précocement des 6 heures apres la transfection pour atteindre un maximum a 24 heures. Nous
notons des différences dans la quantit¢ de HMGB1 délivrée par les cellules transfectées. En
effet, les cellules exprimant la GSDME libérent plus massivement cette molécule avec un maxi-
mum (pour toutes les constructions) a 24 heures apres la transfection (voir tableau 8, figure 2
et S2 de Darticle, page 117 et 122). La libération de ’e ATP par les cellules mourantes est aussi
un marqueur caractéristique de la mort cellulaire immunogénique, nous avons donc évalué sa
présence dans le surnageant de culture. Ces expériences ont permis de montrer que I’eATP est

libérée et détectable dés 7 heures avec un maximum 15 heures apres le début des expériences
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de transfection pour les constructions induisant la pyroptose et la nécroptose (voir tableau 8,

figure 2 et S2 de Particle, page 117 et 122).

Tableau 8 - Récapitulatif des résultats obtenus in vitro concernant la caractérisation des constructions

Molécule Production | Perméabilisation | Exposition de la CRT | Libération Libération Détection
1L-18 membranaire d’eATP HMGBI1 d’IL-18
non -
GSDMD!-276
oui -
GSDMD!-276 non - - - - -
F81D
non -
GSDME!-2%!
oui /-
GSDME'-23! non - - - - -
F2A K40A
non -
MLKLI-ZOI
oui
MLKL!-!164 non -

Aprées avoir confirmé que nos plasmides induisaient les stigmates de la mort cellulaire
immunogénique in vitro, nous avons évalué I’effet de la MCI directement in vivo par la réali-
sation d’un protocole de vaccination prophylactique. Ces expériences démontrent que les souris
traitées avec les cellules transfectées par toutes les constructions induisant la MCI développent
moins de tumeurs que les groupes controles ce qui prouve le pouvoir protecteur de ces cons-
tructions avec un effet supérieur pour les souris traitées avec les cellules transfectées avec la
GSDME (voir tableau 9 et figure 3 de I’article, page 118).

Afin de mieux discriminer I’effet protecteur vaccinal de nos constructions, nous avons
effectué un deuxieéme protocole plus discriminant (car on restimule les souris avec plus de cel-
lules tumorales viables) et les avons comparés au raptinal, une drogue induisant spécifiquement
I’apoptose. Cette fois, nous avons aussi bien évalué les plasmides codants pour les formes ac-
tives de la MCI seules mais aussi celles associées a I’IL-18. On retrouve d’ailleurs un pouvoir
protecteur vaccinal de la GSDMD, la GSDME et MLKL avec un nombre limité de tumeurs qui
se développent comparées aux groupes contréles. La construction la plus efficace reste la
GSDME avec la croissance tardive d’une seule tumeur sur I’ensemble du groupe (voir tableau
9 et figure 4 de P’article, page 119). Alors que nous pourrions nous attendre a un effet syner-

gique, les souris traitées avec les plasmides codant les effecteurs de la MCI et I'IL-18
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n’améliorent pas I’effet vaccinal et semble méme abolir totalement 1’effet obtenu en 1’absence
de cette cytokine (figure S3 de P’article, page 123). Ces multiples résultats montrent que les
différentes constructions sélectionnées sont capables d’induire des MCI entrainant un effet anti-
tumoral protecteur vaccinal (voir tableau 9).

Ensuite, nous avons évalu¢ si la meilleure construction, la GSDME, était capable d’in-
duire un rejet tumoral dans un mod¢le curatif (voir figure S de I’article, page 120). Des cellules
préalablement transfectées par la GSDME ont été injectées, encore vivantes, dans la tumeur
lorsque celle-ci faisait 100mm?. Ces derniéres vont donc mourir in vivo et libérer leur contenu
intracellulaire, directement au sein de I’environnement tumoral et participer ainsi a la stimula-
tion locale du SI. Ces expériences ont permis de montrer que I’injection intratumorale de cel-
lules soumises a la pyroptose médiée par la GSDME permettait un ralentissement significatif
de la croissance tumorale mais aussi une augmentation de la survie dans un modele de méla-

nome murin B16-F10 (voir figure 5 de P’article, page 120).

Tableau 9 - Récapitulatif des résultats obtenus in vivo lors des protocoles de vaccination prophylactique

Produc-
Molé- ] Nombre de tumeurs dé- | Pourcentage de souris sans tu-
tion d’IL- Volume moyen tumoral (mm?)
cules veloppées meurs
18
) Premiére ex- | Seconde ex- | Premiére ex- | Seconde ex-
Premicre Seconde
. o périence (2 périence (a périence (2 périence (a
expérience | expérience
17) 320) J17) J18)
S non 3/7 57 % 27 274
276 oui / 4/7 / 43 % / 790
non 1/7 23
GSDME" -
21 oui / 57 / 29 % / 745
N — non 3/7 57 % 116 505
oui / 5/7 / 29 % / 505
Raptinal non / 7/7 / 0 % / 575
F/T non 4/6 6/7 34 % 14 % 170 472
PBS non 6/6 / 0% / 527 /

Afin d’évaluer I’incidence de la MCI au sein du MET dans un mode¢le thérapeutique,
nous avons procédé a une triple injection intratumorale (5, 7 et 10 jours apres inoculation de la

tumeur) d’'un AAV?2 codant pour la GSDME. Dans le modé¢le de carcinome du colon MC38, ce
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protocole a freiné significativement la croissance tumorale (p>0.005) en augmentant la survie
des souris traitées avec I’AAV2 codant pour la GSDME (voir tableau 10 et figure 23, page
134). Cependant, ce méme protocole effectué dans le modele B16-F10 n’a entrainé aucun ra-
lentissement de la croissance tumorale, ni amélioré la survie des animaux traités (voir tableau
10 et figure 24, page 135). Afin d’améliorer les résultats obtenus dans ce modéle de mélanome
murin B16-F10, nous avons associé¢ injection intratumorale d’AAVs codant pour la GSDME
avec une injection intrapéritonéale d’un anticorps dirigé contre PD-1. Cette combinaison per-
met de grandement freiner la croissance tumorale mais aussi d’améliorer la survie des souris

traitées comparé a 1’injection seule d’un anti-PD-1 (voir tableau 10 et figure 25, page 136).

En parallele des expériences in vivo d’induction de la MCI dans des modeles tumoraux,
d’autres expérimentations ont été réalisées afin de sélectionner de nouveaux vecteurs transdui-
sant plus efficacement les cellules du microenvironnement tumoral. Pour ce faire, nous avons
a notre disposition différents sérotypes (AAV1, AAV2, AAVS, AAV6, AAV8.2, AAVO et
AAV-DJ) codant la eGFP, ce qui nous a permis d’évaluer leur capacité de transduction in vitro
dans dans différentes lignées tumorales d’intérét (B16-F10, MC38 et CT26). Les sérotypes
AAV6, AAV-Dj et AAV2 se sont révélés étre les sérotypes transduisant le plus efficacement
les trois lignées tumorales évaluées et ont donc été retenu pour le développement de nouveaux
vecteurs (voir figure 22, page 132).

Limites de nos stratégies :

Au début de ce projet, nous avons sélectionner la partie N-Terminale de la famille des
Gasdermines et une forme tronquée de MLKL pour leur capacité a induire directement (sans
signaux supplémentaires d’activation) la mort cellulaire et tuer les cellules tumorales de fagon
inflammatoire. Le rationnel de ce choix était d’outrepasser tous les mécanismes de résistance
intrinséques mis en place par les tumeurs (comme la perte d’expression des protéines partici-
pant a I’activation de la pyroptose ou de la nécroptose) pour limiter I’induction de la MCI.
L’idée initiale était donc d’utiliser ces protéines directement actives afin de tuer les cellules
tumorales de facon inflammatoire pour stimuler le SI sans que les cellules tumorales aient la
possibilité d’activer des mécanismes de résistance. Récemment, il a ét¢ montré que la libération
de DAMPs et la rupture de la membrane plasmique n’étaient pas un événement passif (comme
il a été supposé pendant des années) mais nécessite 1’action d’une protéine transmembranaire
appelée NINJ-1 (Kayagaki et al., 2021). Les mécanismes associés a cette protéine restent encore

incompris mais I’oligomérisation de NINJ-1 est nécessaire afin d’induire la perméabilisation
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membranaire et I’induction de la MCI. D’ailleurs, le KO de NINJ-1 dans des cellules mononu-
clées sanguines de souris abolit totalement la libération de DAMPs aprés induction de la py-
roptose et de la nécroptose. Cette récente découverte peut étre un frein important dans nos stra-
tégies. Il serait d’ailleurs intéressant d’évaluer I’expression de cette protéine dans les différentes
lignées utilisées dans ce projet afin de mieux décortiquer les résultats obtenus. En effet, il est
possible que I’induction de la MCI in vivo ne soit pas de la méme amplitude en fonction de
I’expression de NINJ-1 par les cellules tumorales. D’ailleurs, I'utilisation de lignées tumorales

NINJ-17" pourrait étre un élément intéressant afin d’évaluer ce paramétre.
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Tableau 10 - Résumé des expériences in vivo ou l'injection intratumorale d'AAVs codant pour les effecteurs de la MCI ont été évalués

Expérience Expérience Expérience fig. 24
Lignée fig. 23 fig. 25 Pourcentage de souris
tumo- AAVs injectés ICIs Volume Volume vivantes (
Volume moyen a J21
rale moyen a J16 moyen a J16 )
(en mm”*)
(en mm’®) (en mm’®)
AAV2-MLKL non 369 / / 16 % (50)
AAV2-GSDMD non 418 / / 16 % (50)
non 696 / / 0% (26)
B16- AAV2-GSDME anti-PD-1 / 60 / 0 % (44)
F10 isotype control / 590 / 0% (26)
anti-PD-1 / 342 / 0% (32)
AAV2-GFP isotype control / 536 / 0% (30)
non 648 / / 0% (30)
AAV2-GFP non / / 1174 20 % (50)
MC38
AAV2-GSDME non / / 731 42 % (50)

143



Positionnement de nos stratégies vis-a-vis de la littérature :

A ce jour, bien que la capacité de la pyroptose et de la nécroptose a libérer des DAMPs
ne soit plus a prouver, aucune étude n’a encore comparé quantitativement la libération de ces
molécules inflammatoires entre ces deux morts cellulaires ainsi que leur capacité a stimuler les
réponses immunitaires in vivo. L apport principal de notre premicre étude a été de combler ce
manque et tenter de hiérarchiser la libération des principaux DAMPs connus pour induire la
MCI. Les résultats obtenus in vitro montrant que la GSDME est la molécule qui permet de
libérer le maximum de DAMPs corrélent avec ceux obtenus in vivo dans le protocole de vacci-
nation prophylactique. En effet dans ces protocoles, la pyroptose médiée par la GSDME permet
une forte protection contre la pousse d’une tumeur secondaire ce qui est moins le cas pour la
GSDMD et MLKL. Ces expérimentations— faciles a mettre en place — pourraient étre étendues
a d’autres morts cellulaires afin de compléter cette premiére étude comparative. Egalement, il
serait intéressant d’augmenter le nombre de molécules inflammatoires évaluées et d’inclure par
exemple la libération d’IFN mais aussi la phosphorylation d’elF2a qui sont des marqueurs im-
portants de la MCI (Bezu et al., 2018; Humeau, Leduc, et al., 2020). L’intégration de nouveaux
critéres pourrait aussi permettre de mieux caractériser les différences entre ces morts cellulaires
et ainsi mieux déchiffrer les résultats obtenus in vivo (Workenhe et al., 2021). Pour aller plus
loin, I’étude des modifications post-traductionnelles des molécules libérées serait un ¢lément
important a étudier car plusieurs travaux, notamment sur 1’apoptose, montrent — comme dans
I’apoptose — que certaines MPTs peuvent enrayer le pouvoir inflammatoire des DAMPs. Cela
permettrait donc de mieux stratifier et comprendre le pouvoir immunogéne différentiel de ces

voies moléculaires.

Quant a 'utilisation de vecteurs AAVs codant des molécules capables d’induire la mort
cellulaire des cellules tumorales, cela a déja été investigué en utilisant des stratégies diverses et
variées. De fait, Mohr et al. ont montré qu’une seule injection intratumorale d’'un AAV2 codant
TRAIL permettait de réduire la croissance de cellules tumorales colorectales chez la souris
(Mohr et al., 2004). Basée sur ces résultats une autre équipe a montré que I’association de ce
traitement a I’injection d’une drogue alkylante comme le cisplatine permettait d’augmenter la
production de TRAIL et d’améliorer de ce fait son effet anti-tumoral (Jiang et al., 2011). En
accord avec ces stratégies, Snyder et al. ont montré que I’injection intratumorale d’'un AAV-DJ
codant pour RIPK3 (molécule qui phosphoryle et active MLKL) entraine un fort ralentissement

de la croissance tumoral en synergie avec les ICIs (Snyder et al., 2019). Toutefois, ce type de
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méthode repose sur I’induction de voies de signalisations particuliéres qui doivent déja étre
actives et efficaces en amont de la molécule ciblée. Or, ces voies sont pour la plupart inhibées
dans les cellules tumorales ce qui cause des résistances intrinséques a ce type de thérapie (Ertao
et al., 2016; L. He et al., 2013; Pfeffer & Singh, 2018; Ruan et al., 2015). Pour contrer ces
mécanismes, d’autres équipes ont développé un AAV codant le géne suicide HSV-TK (pour
« herpes simplex virus thymidine kinase ») - ou une forme mutée hyper active de cette enzyme
— créant un métabolite toxique du gangiclovir et tuant de ce fait les cellules transduites (J. Y.
Kim et al., 2011; Trepel et al., 2015). Cependant, ces stratégies nécessitent 1’utilisation de
drogues qui peuvent avoir des effets secondaires importants. La découverte récente de 1’action
cytotoxique directe des Gasdermines et de MLKL pourrait permettre d’outrepasser les phéno-
menes de résistances mis en place par les tumeurs mais aussi de simplifier la méthodologie
utilisée. Dans une étude publiée récemment, Lu et al. ont produit des AAVs codant la GSDMD
montrant des effets bénéfiques dans différents modeles tumoraux précliniques (v. Lu et al., 2021).
Toutefois, les Gasdermines sont des génes qui peuvent induire une forte toxicité - lors de la
production d’AAV codant pour ces molécules — réduisant de ce fait la quantité totale de vecteurs
générés. Pour s’affranchir de cela, Lu et al. ont développé une premicre stratégie consistant a
utiliser un promoteur spécifique de mammifere appelé CBA (pour « CMV enhancer/chicken f-
actin ») qui empéche I’expression de la GSDMD dans les cellules d’insectes sf9 lors de la pro-
duction des vecteurs et permet d’obtenir un haut titre d’AAVs codant la GSDMD (appelé
rAAV-P1) (Y. Lu et al., 2021). L’utilisation d’un promoteur spécifique a d’ailleurs déja été
utilisé par d’autres équipes afin de cibler des cellules de schwannome (promoteur PO) avec des
effets encourageant sur le ralentissement de la croissance tumorale (Ahmed et al., 2019). Pour
éviter la toxicité pendant 1’encapsidation du transgéne codant la GSDMD, une deuxiéme stra-
tégie développée par Lu et al. consiste a utiliser le systéme de recombinase Cre/lox afin de
produire la GSDMD uniquement apres 1’action d’une recombinase Cre (Y. Lu et al., 2021).
Pour ce faire, les auteurs ont produit un AAV-DJ codant pour la GSDMD génétiquement in-
versée bordée de deux sites Lox syntropiques. Aprés transduction de la méme cellule par un
autre AAV-DJ codant pour une recombinase Cre, la séquence codante de la GSDMD est inver-
sée induisant donc la production d’'une GSDMD active capable d’induire une mortalité cellu-
laire (méthode appelée rAAV-P2). De surcroit, I’injection unique de 1.10'° gv de ’AAV-P2
dans le glioblastome de rat (7 jours apres I’inoculation de la tumeur), dans un modele de cancer
de sein murin (6 jours apres I’inoculation de la tumeur) a montré que 1’injection intratumorale
de ces vecteurs permettait de réduire la croissance tumorale et d’augmenter la survie (Y. Lu et

al., 2021). En outre, la synergie avec une injection intrapéritonéale durant 7 jours consécutifs
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d’un anticorps dirigé contre PD-L1 a entrainé un fort ralentissement de la croissance tumorale.
Il a également été observé, dans ces mémes expériences, une augmentation du nombre de cel-
lules immunitaires infiltrant la tumeur notamment les cellules CD3*, CD4*, CD8" et CD49b"
mettant en exergue I’induction d’une RI antitumorale. Cependant, ce systéme Cre/lox nécessite
que deux vecteurs différents transduisent une méme cellule et que les deux transgenes s’expri-
ment pour induire I’expression de la GSDMD ce qui peut étre une étape limitante. Cela peut
retarder dans le temps 1’effet de I’induction de la MCI dans le contexte tumoral et permettre a
la tumeur d’initier des mécanismes favorables a sa croissance. Dans ce projet de thése, nous
avons fait appel a I’expertise de la société Virovek qui a développé une méthode consistant a
introduire un intron de mammifére dans la séquence codante des protéines toxiques. Cet intron
induira la production d’un pré-ARNm dans les cellules procaryotes d’insecte sf9 aboutissant a
la production d’une protéine tronquée non-fonctionnelle par création d’un codon stop préma-
turé. Cet intron sera retiré apres 1’épissage du pré-ARNm en ARNm dans les cellules de mam-
mifére ce qui permettra la production d’une protéine fonctionnelle capable d’induire la mort de
la cellule d’intérét. Notre stratégie permet donc d’augmenter grandement la quantité de vecteurs
générés tout en simplifiant les méthodes de production et d’expression du transgéne comparé
aux autres méthodologies déja proposées. En effet, la transduction représente une étape limi-
tante dans la production de la protéine d’intérét par la cellule cible et 1’utilisation d’un seul
vecteur semble donc étre une méthodologie de choix comparée aux autres technologies précé-
demment citées. Toutefois, d’autres choix intrinseéques aux propriétés des AAVs et a la cassette
d’expression du transgene peuvent également permettre d’augmenter la production de la pro-
téine par la cellule tumorale. C’est pourquoi, I’optimisation et le développement de nouveaux

vecteurs fait partie intégrante des voies d’amélioration de ce projet.

Sérotypes des AAVs et promoteurs

Dans nos expériences, nous avons préalablement sélectionné un AAV2 car ce sérotype
possede un large tropisme cellulaire. Cette caractéristique nous permet de cibler et tuer direc-
tement la plupart des cellules du MET incluant des cellules déléteres pour la mise en place
d’une RI telles que les Tregs et les MDSC. Cependant, ce large tropisme est aussi un inconvé-
nient car ce sérotype peut potentiellement cibler et tuer des cellules du SI, telles que les cellules
dendritiques et les LyT, empéchant donc la mise en place d’une réponse immunitaire efficace
contre la tumeur. Pour améliorer nos protocoles, le choix du sérotype de I’AAV est donc un

point important afin de cibler plus spécifiquement et d’améliorer la transduction de certaines
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cellules du MET. Pour ce faire, nous avons évalué I’intérét de différents sérotypes notamment
les plus communément utilisés comme ’AAV1, ’AAV2, ’AAV6, ’AAV8.2, TAAVO et
I’AAV-DJ. Des expériences in vitro utilisant ces différents sérotypes codant la GFP nous ont
permis de montrer que I’AAV2, ’AAV6 et ’AAV-DIJ transduisaient le mieux les cellules tu-
morales B16-F10, MC38 et CT26. Ces sérotypes portent donc tout notre intérét dans le déve-
loppement futur de nouveaux vecteurs. Il est important pour la suite de ce projet d’investiguer
sur la transduction différentielle des cellules du MET par ces différents sérotypes afin de déve-
lopper un vecteur ciblant différents compartiments du MET. Le but étant a terme d’évaluer s’il
est préférable de cibler directement les cellules tumorales afin de libérer un maximum d’anti-
geénes tumoraux en parallele de la libération des DAMPs ou s’il est plus efficace de directement
tuer les cellules immunossuppressives.

Dans la cassette d’expression du transgeéne, nous avons sélectionné le promoteur CMV
car il s’agit d’un promoteur ubiquitaire permettant une forte expression du transgeéne dans le
plus grand nombre de cellules. Cependant, durant cette thése, la capacité de transduction des
différents vecteurs a été¢ évaluée en utilisant des vecteurs codant la GFP sous la coupe d’un
promoteur CAG. La comparaison in vitro du niveau d’expression de la GFP dans les cellules
tumorales transduite par un AAV2-GFP sous controle du promoteur CAG ou CMV a montré
que ce dernier est beaucoup moins efficace que ce soit dans le modele MC38 ou B16-F10.
Ainsi, bien que le promoteur CMV soit ubiquitaire, il n’est peut-étre pas le meilleur candidat
pour induire une forte expression de nos protéines d’intérét dans le MET. Le changement de
promoteur dans la confection des futurs vecteurs est un point a prendre en considération afin

d’obtenir des résultats optimaux.

Différences et atouts des AAVs par rapport aux vecteurs oncolytiques

L’utilisation de virus oncolytiques est une nouvelle stratégie afin de détruire spécifique-
ment les cellules tumorales laissant intactes les cellules non cancéreuses (Lin et al., 2023). Les
virus oncolytiques vont cibler les cellules tumorales en se fixant a des récepteurs spécifiques
exprimés par la tumeur et prennent avantage de la baisse d’expression de génes impliqués dans
la lutte antivirale par les cellules tumorales. La plupart des virus oncolytiques sont capables
d’induire la mort cellulaire immunogénique permettant la libération de molécules inflamma-
toires comme les DAMPS initiant les RI antitumorales (Lin et al., 2023). Ces vecteurs peuvent
aussi étre génétiquement modifiés pour exprimer des genes thérapeutiques afin d’augmenter

leur action anti-tumorale. Cependant, 1’efficacité du traitement peut étre réduite par 1’induction
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d’une RI antivirale. Egalement, on retrouve une grande pathogénicité pour certains de ces vec-
teurs et la présence au préalable d’anticorps neutralisant limitent grandement I’infectivité de
ces vecteurs oncolytiques (Lin et al., 2023).

En comparaison, les AAVs sont peu immunogenes, ne possedent pas de capacité répli-
cative, ne s’intégrent pas dans le génome de la cellule hote et permettent une production impor-
tante sur le long terme du géne d’intérét. De plus, ils pénétrent plus efficacement les tumeurs
solides que les adénovirus et ces vecteurs ont déja été utilisé dans le contexte tumoral (Enger et
al., 2002; Santiago-Ortiz & Schaffer, 2016; Thorsen et al., 2006). Les AAVs posse¢dent cepen-
dant une capacité d’encapsidation du génome viral limité (4,7 Kb maximum) diminuant 1’utili-
sation de certains genes thérapeutiques de grande taille. Comme pour les AAVs, il est possible
de spécifiquement changer le tropisme des vecteurs oncolytiques. Toutefois, les connaissances
sur la biologie et la modification de la capside des AAVs sont plus étendues et permettent plus
facilement de modifier le tropisme de ces vecteurs (Biining & Srivastava, 2019). Précisément,
les AAVs peuvent étre aisément modifiés par différentes techniques comme I’insertion de pep-
tides dans la capside, la création de capsides chimériques ou par insertions de mutations spéci-
fiques permettant de cibler préférentiellement certaines cellules. D’autres études antérieures du
laboratoire ont d’ailleurs permis de produire un AAV transduisant préférentiellement les cel-
lules dendritiques proposant un outil de choix pour cibler ces cellules dans le MET (Rossi et
al., 2019).

Les vecteurs oncolytiques sont pour la plupart trés fortement immunogenes ce qui est
un avantage dans le cas de I’induction d’une RI antitumorale. Toutefois, ces fortes réponses
limites I’efficacité de cette thérapie en empéchant la persistance et la transduction des cellules
du MET par les vecteurs oncolytiques (Lemos De Matos et al., 2020). En effet, on estime que
la fenétre thérapeutique se situe entre 1 a 2 semaines avant que le virus oncolytique ne soit
¢liminé par le SI (Lemos De Matos et al., 2020). Malgré la faible immunogénicité des AAVs
comparé aux virus oncolytiques, 1’induction d’une RI spécifique de la capside mais aussi du
transgene sont des freins importants dans les protocoles de thérapies géniques (Ronzitti et al.,
2020). La séroprévalence est la plus forte pour ’AAV2 et ’AAV1 dans la population générale
ce qui entrave fortement 1’utilisation de ces sérotypes en clinique (Boutin et al., 2010; Calcedo
et al., 2009). D’autre part, ’AAVS et 9 ont une faible séroprévalence mais un faible titre d’an-
ticorps neutralisants est suffisant pour entraver la capacité de transduction de ces vecteurs
(Boutin et al., 2010; Calcedo et al., 2009; Manno et al., 2006). Cependant, les motifs importants
a la détection par le SI de ces vecteurs sont de mieux en mieux compris ce qui tend au dévelop-

pement de variants trés peu immunogenes permettant une transduction plus efficace limitant
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fortement la RI (Ronzitti et al., 2020). (Lemos De Matos et al., 2020)(Lemos De Matos et al.,
2020) (Ronzitti et al., 2020) De plus, ces nouveaux variants pourraient permettre une injection
répétée sans craindre une baisse de I’efficacité thérapeutique dans le temps a cause de 1’induc-
tion d’une RI humorale et cellulaire. Concernant nos stratégies, nous n’avons pas encore é¢valué¢
I’induction d’une RI humorale dirigée contre la capside virale mais nous avons prélevé les
¢échantillons nécessaires a 1’évaluation de ce critére. C’est d’ailleurs un élément important afin
de mieux comprendre si 1’induction d’une RI contre le vecteur est un élément expliquant les

résultats mitigés obtenus avec les AAVs dans les différents modéles tumoraux.

Limites des modéles

Le modele de mélanome murin B16-F10 a été initialement sélectionné a partir d’un
mélanome spontané de souris C57Bl/6 et pour sa capacité a coloniser le poumon apres leur
injection par voie intraveineuse (Nicolson et al., 1978). Une fois les métastases pulmonaires
¢tablies, cette premicre sélection a été appelée B16.F0 et a été réinjectée dans la veine caudale
pour une seconde sélection des métastases pulmonaires. Ce processus a été répété 10 fois pour
aboutir a la production des cellules B16-F10. Le temps de doublement est estimé a 2-3 jours in
vivo pour ce modele et offre une fenétre de 20-25 jours en moyenne (pour les animaux non
traités) afin d’évaluer I’intérét de stratégies anticancéreuses avant que des points limites
¢éthiques soient atteints. Ce modele est connu pour étre un modele tres faiblement immunogé-
nique contrairement au mélanome humain (Lechner et al., 2013). Des études chez la souris mais
aussi chez I’homme ont montré que I’expression du CMH de classe I par les cellules tumorales
¢tait un bon facteur prédictif de I’immunogénicité des tumeurs et plus largement de leur réponse
aux différentes immunothérapies (Lechner et al., 2013). Cependant, I’expression du CMH de
classe I est tres faible dans ce modele et sa réexpression est dépendante de la production d’IFN-

y par les cellules immunitaires. Ces mécanismes rendent donc difficile I’induction d’une RI

antitumorale efficace. De plus, la stimulation prolongée des cellules tumorales par I'IFN- y

entraine des altérations de I’ADN génomique qui participe a I’hétérogénéité tumorale favorisant
ainsi leur croissance et leur résistance au SI (Takeda et al., 2017). Il est donc difficile d’induire
une RI antitumorale au vu de tous les éléments mis en place par la tumeur pour échapper a
I’action du SI. Ce mod¢le est d’ailleurs trés peu sensible aux ICIs ce qui en fait un mod¢le de
choix pour évaluer I’intérét de stratégies ayant pour but d’augmenter la sensibilité des tumeurs

aux ICls.
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Comme B16-F10, le modéle de carcinome du colon MC38 est I’un des plus utilisés pour
la réalisation d’études précliniques dans le domaine du cancer. Il posséde un fort taux muta-
tionnel, est sensible aux ICIs et permet I’induction d’une réponse T CD8"* endogene contre des
néoantigénes tumoraux (Schrors et al., 2023). Le modéele a été établi en 1975 aprés une injection
répétée du carcinogeéne diméthylhydrazine chez la souris C57BL/6. Certaines équipes ont sé-
quencé ce modele et révélé une multitude de néoantigénes immunogéniques pour MC38 comme
Adpgk ou Rpl18 (Hos et al., 2019; Yadav et al., 2014). Cependant, ces études ont été réalisées
dans une lignée MC38 particuliére appelée MC-38L en rapport au laboratoire Leiden qui pos-
séde ce modele depuis la moitié des années 1990. Dans notre étude, nous avons utilisé le modele
MC38 vendu par la société Kerafast (appelé MC38K) qui posséde des caractéristiques diffé-
rentes (Schrors et al., 2023). De fait, des études in vitro ont montré que MC38K était incapable
d’induire I’activation et I’expansion de LyT spécifiques contrairement au MC38L. Au vu de
ces différences d’activation, Schrérs et al. ont effectué une analyse génomique et transcripto-
mique de ces deux lignées cellulaires. Cette étude a permis de montrer que MC38K ne disposait
pas des mutations spécifiques dans les néoantigénes Adpgk et Rpl18 nécessaires a 1’activation
du SI (Schrors et al., 2023) Ainsi, I'utilisation du modéle MC38L dans le cadre de notre étude
aurait peut-étre permis d’induire une RI plus forte et d’obtenir des différences plus marquées
entre nos groupes traités et contréle notamment avec I’AAV codant la GSDME. 1l serait inté-
ressant de comparer I’effet de 1’injection de cet AAV dans les deux modeles mais aussi d’éva-

luer la réponse immunitaire induite.

Ces deux mode¢les étant faiblement immunogéniques, 1’induction d’une RI semble dif-
ficile a obtenir. Cependant, cette caractéristique était nécessaire pour répondre a I’un des ob-
jectifs de ce projet qui était d’augmenter I’immunogénicité des tumeurs afin de les rendre sen-
sibles aux ICIs D’ailleurs, nos résultats dans le modéle B16-F10 montrent que 1’injection intra-
tumorale d’'un AAV codant la GSDME avec un anticorps dirigé contre PD-1 entraine un fort
ralentissement de la croissance tumorale associée a une augmentation de la survie des souris.
Nous supposons que ces effets sont dus a une modification du MET favorable a I’induction
d’une RI antitumorale. Il serait nécessaire d’étudier si ce traitement accentue 1’infiltrat immu-
nitaire dans la tumeur ainsi que 1’augmentation de I’activité des cellules immunitaires. Pour
aller plus loin, la triple injection d’AAVs codant pour les effecteurs moléculaires de la pyrop-
tose ou de la nécroptose dans le modele B16-F10 n’entraine aucun ralentissement de la crois-

sance tumorale. Cependant, leur injection combinée avec un anticorps dirigé contre PD-1 —une
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molécule exclusivement exprimée par les cellules immunitaires — enraye fortement la crois-
sance tumorale et augmente la survie. Cet ¢lément est un fort argument en faveur de I’induction
d’une RI antitumorale mais il est indispensable de la monitorer in vivo. Pour cela, 1’optimisation
des ELISPOTs est nécessaire, notamment en stimulant préalablement les cellules immunitaires
avec de I'IL-2 afin d’augmenter la détection d’une RI spécifique d’antigénes tumoraux. En
supplément, le transfert adoptif de cellules immunitaires possédant un TCR dirigé contre 1’oval-
bumine (cellules CD4* OT2 et CD8" OT1) nous permettrait d’évaluer I’'impact de nos stratégies

sur I’activation de ces cellules dans un modele exprimant 1’ovalbumine comme B16-F10.

Induction de 1a MCI avec d’autres ICIs

La découverte des inhibiteurs des points de contréles immunitaires a révolutionné le
traitement des cancers méme si encore peu de patients en bénéficient. Les principaux ICls uti-
lisés en clinique sont dirigés contre CTLA-4, PD-1 et PD-L1 méme si I’évaluation de I’intérét
thérapeutique d’autres molécules comme TIM-3 ou LAG-3 est en cours d’investigation.

L’utilisation des anticorps monoclonaux bloquant les points de contréles immunitaires
est une thérapie que nous avons évalué dans nos expériences en synergie avec les AAVs. Ceci
a été réalisé sur le modele B16-F10 avec un anticorps monoclonal dirigé contre PD-1. Ces
résultats nous montrent que méme si I’injection intratumorale d’AAVs codant la GSDME seule
n’induit pas de ralentissement de la croissance tumorale, bloquer le récepteur PD-1 ralentit for-
tement le développement de la tumeur. L’induction d’une mort cellulaire inflammatoire comme
la pyroptose n’est donc pas suffisante a elle seule pour contrebalancer les mécanismes immu-
nosuppresseurs mis en place par la tumeur. L’adjonction d’une thérapie ciblée bloquant 1’action
de PD-1 permet de lever un frein moléculaire mais n’est pas suffisant pour entrainer un rejet
tumoral. Dans les futures expériences, I’administration d’autres ICIs est une perspective inté-
ressante pour améliorer les résultats obtenus et aboutir au rejet tumoral. Comme CTLA-4 joue
un role dans les phases précoces de la RI et PD-1 sur des phases plus tardives, on pourrait
imaginer utiliser ces deux stratégies a des moments différents dans nos protocoles expérimen-
taux. Effectivement, le blocage de la voie CTLA-4 agit sur I’activation et la prolifération lym-
phocytaire et diminue I’activité des Tregs. Néanmoins, 1’efficacité de cette thérapie dépend de
la présence, au préalable, d’un profil de lymphocytes aptes a induire une RI. Or, il semble que
nos modeles tumoraux soient faiblement immunogéniques avec un infiltrat immunitaire forte-
ment immunosuppressif. Il est donc possible que le blocage combiné de ces deux voies n’en-

traine pas d’effets cumulatifs. Pour finir, comme PD-L1 se retrouve fortement exprimé dans
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différents cancers, le blocage de ce récepteur est une cible de choix afin d’augmenter la sensi-
bilité¢ des tumeurs aux immunothérapies. Le ciblage de ce récepteur en addition a I’induction
de la MCI avec les AAVs codant les effecteurs de la pyroptose ou de la nécroptose est une autre

stratégie envisagée dans ce projet.

Morts immunogéniques et cytokines

Afin de modifier le MET et permettre d’établir un environnement propice au déclenche-
ment d’une réponse antitumorale, d’autres stratégies impliquant des cytokines sont envisagées.
Dans notre projet nous avons initialement choisi I’IL-18 car ¢’est une cytokine qui induit une
production d’IFN-y par les cellules T et NK permettant la mise en place d’une inflammation
locale (Dinarello et al., 2013). D’ailleurs la production de cette cytokine se retrouve dérégulée
dans le cancer colorectal et sa diminution est associée a une plus forte croissance tumorale et la
survenue de métastases (Allen et al., 2010; Daley et al., 2017; Zaki et al., 2010). Comme pré-
cédemment établi, dans le modele B16-F10 la production d’IFN-y est une condition nécessaire
a ’expression du CMH-I permettant I’initiation des RI antitumorales. Dans ce contexte, 1’utili-
sation de I’IL-18 nous semblait étre une bonne stratégie pour dé¢jouer ce mécanisme d’échap-
pement tumoral. Malheureusement, dans nos expériences in vivo I’utilisation de cette cytokine
n’a pas eu les effets escomptés. Précisément, 1’utilisation d’un plasmide codant pour la
GSDMD, la GSDME ou MLKL en combinaison avec I’IL-18 dans le modéle de vaccination a
totalement annihilé les effets obtenus avec les effecteurs de la pyroptose ou de la nécroptose
seuls. De plus, lors de I’injection intratumorale des AAVs, I’AAV codant la GSDME et I’IL-
18 ne permet pas d’obtenir les mémes effets anti-tumoraux que I’AAV codant la GSDME seule
ou associée a I’anti-PD-1. Ces résultats peuvent s’expliquer de différentes maniéres : 1) I’IL-18
est délétere dans le modele de mélanome murin B16-F10 que ce soit dans le modele vaccinal
ou thérapeutique, ii) bien que I’amplitude de 1’induction de la MCI ne semble pas étre différente
in vitro, il est possible qu’elle soit différente avec ces constructions bi-cistroniques in vivo, et
ii1) ’induction d’une MClI rapide par les effecteurs de la pyroptose ou de la nécroptose ne laisse
pas le temps a la cellule de produire assez d’IL-18 pour en tirer les bénéfices. Cho et al. ont
d’ailleurs montré que le mélanome murin et humain produisait de 1’IL-18 et son récepteur. Par
un mécanisme de stimulation autocrine, la tumeur exprime en retour FasLL — une molécule in-
tervenant dans la survie des lymphocytes — tuant les cellules immunitaires ce qui permet la mise
en place d’'un MET bénéfique a la tumeur (D. Cho et al., 2000). Pris en considération, ces

différents ¢léments ont modifié¢ 1’approche que nous souhaitons développer. Effectivement,
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nous pensons que nos constructions induisent une mortalité cellulaire trop rapidement ce qui
empéche la production d’une quantité suffisante de cytokines afin d’avoir un réel effet biolo-
gique. Par conséquent, dans des expériences en cours de réalisation au laboratoire, nous sou-
haitons développer des AAVs codant seulement des cytokines pro-inflammatoires. Hotz et al.

ont d’ailleurs montré que la seule injection intratumorale d’une mixture d’ARNm codant pour

I’IFN- a 4, I’IL-12sc (pour « single chain »), I’IL-15 sushi et le GM-CSF entrainait un fort ra-

lentissement de la croissance tumorale en synergie avec un anticorps dirigé contre PD-1 (Hotz
etal., 2021). Nous avons donc mis au point des vecteurs AAVs codant ces quatre cytokines qui
seront évalués dans le contexte tumoral mais aussi en association avec I’induction de la MCI

dans le but d’augmenter les RI antitumorales et d’induire un rejet tumoral important.

Modéle translationnel chez I’homme

A ce jour, on recense seulement deux essais cliniques dans le domaine du cancer qui
utilisent des vecteurs AAVs. Le premier traitement implique une injection unique de lympho-
cytes T cytotoxiques spécifiques de l'antigéne carcinoembryonnaire (CEA) et activés par des
cellules dendritiques transduites avec AAV2-CEA. Ce traitement est testé chez les patients at-
teints d'un cancer gastrique avancé et peut étre trouvé sur ClinicalTrials.gov sous l'identifiant
NCT02496273. Le deuxi¢me traitement implique l'utilisation d'AAV2-hAQP1 et est étudié
chez les patients atteints d'un cancer de la téte et du cou a cellules squameuses. Ce traitement
peut étre trouvé sur ClinicalTrials.gov sous l'identifiant NCT02602249. 1l existe donc peu de
comparaison afin d’envisager de transposer nos stratégies chez I’homme. Cependant, la pre-
micre question a se poser est de savoir dans quel type de tumeur 1’injection des AAVs codant
pour la pyroptose ou la nécroptose serait la plus judicieuse. Premi¢rement, le choix d’une tu-
meur ou les acteurs moléculaires de la pyroptose ou de la nécroptose sont réprimés peut-étre un
argument important afin d’imaginer ce protocole chez I’homme. De fait, si ces voies cellulaires
sont réprimées c’est qu’elles possedent des effets négatifs pour la tumeur et la réactivation de
ces voies pourrait donc entrainer des effets thérapeutiques intéressants. Certaines tumeurs telles
que le cancer du sein, le cancer colorectal ou la leucémie myéloide aigu€ présentent une sous-
régulation des acteurs de la nécroptose ou de la pyroptose et pourrait donc étre de bons candi-
dats (Koo et al., 2015; Z. Zhang et al., 2020). Toutefois, 1’injection des AAVs doit prendre
place dans une tumeur solide car I’administration systémique de vecteurs codant des éléments

hautement inflammatoires pourrait causer de forts effets secondaires déléteres pour les patients.
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En outre, les résultats obtenus dans des modéles précliniques pourraient ne pas étre direc-
tement transposables chez ’homme. En effet, dans le modéle murin, 1’injection des AAVs est
réalisée des lors que la tumeur s’installe tandis que chez ’homme ce sont des événements mo-
léculaires établis sur plusieurs années qui entrainent 1’apparition de cette derniére. Générale-
ment, le diagnostic de cancer chez ’homme se fait avec I’apparition des symptdmes au moment
ou la tumeur possede déja une taille conséquente et au terme de plusieurs années d’« immunoé-
diting » tumoral. La tumeur est donc plus difficilement rejetable que certains de nos modeles
murins. Bien que le modele B16-F10 soit préalablement sélectionnée pour étre fortement fa-
connée par le SI, on ne peut pas étre slir que les résultats soient réellement les mémes chez
I’homme et cela dépend fortement du type de tumeurs, de la qualité du microenvironnement
tumoral (tumeur dite « froide » ou « chaude » d’un point de vu immunitaire) mais aussi du stade
de la maladie au moment de 1’injection.

Une autre possibilité pourrait consister a choisir un modéle tumoral ayant déja éprouvé une
virothérapie a titre de comparaison comme le mélanome ou I’injection intratumorale d’un virus
oncolytique codant pour le GM-CSF a montré des effets probants. Le mélanome a I’avantage
d’étre une tumeur facilement injectable car accessible chirurgicalement. Dans le cadre des
autres tumeurs, une technique d’injection chirurgicale serait nécessaire mais ne me semble pas

étre un frein important de nos jours.

Concernant I’adjonction de différentes thérapies, nous pourrions imaginer un protocole
combiné entre la chimiothérapie, I’immunothérapie par anticorps et par vecteurs AAVs. Dans
un tel protocole combing, il me semble important de séparer temporellement la chimiothérapie
des deux autres thérapies. En effet, les protocoles actuels de chimiothérapie utilisent un « cock-
tail » de différentes drogues avec des mécanismes d’action différents et des effets secondaires
importants comme 1’aplasie diminuant fortement I’action du systéme immunitaire. L’adminis-
tration des AAVs et des ICIs doit donc se faire a distance du protocole de chimiothérapie afin

de stimuler le plus efficacement le systéme immunitaire et induire une RI antitumorale efficace.
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Cancer remains the second most common cause of death worldwide affecting around 10
million patients every year. Among the therapeutic options, chemotherapeutic drugs are
widely used but often associated with side effects. In addition, toxicity against immune
cells may hamper anti-tumor immune responses. Some chemotherapeutic drugs,
however, preserve immune functions and some can even stimulate anti-tumor immune
responses through the induction of immunogenic cell death (ICD) rather than apoptosis.
ICD stimulates the immune system by several mechanisms including the release of
damage-associated molecular patterns (DAMPs) from dying cells. In this review, we will
discuss the consequences of inducing two recently characterized forms of ICD, i.e.,
pyroptosis and necroptosis, in the tumor microenvironment (TME) and the perspectives
they may offer to increase the immunogenicity of the so-called cold tumors and to
stimulate effective anti-tumor immune responses.

Keywords: immunogenic cell death and anti-tumor immunity, pyroptosis, necroptosis, anti-tumor immune
responses, tumor immune microenvironment, inflammation and immunity

INTRODUCTION

The term apoptosis was already proposed in 1972 to describe a form “of controlled cell deletion”
associated with cytoplasmic condensation and cell fragmentation (1). Later, apoptosis was recognized as
the archetypal form of programmed cell death involved in the main physiological processes such as

Abbreviations: DAMPs, damage-associated molecular patterns; GSDMD, gasdermin D; GSDME, gasdermin E; ICD,
immunogenic cell death; MLKL, mixed lineage kinase domain-like; PAMPs, pathogen-associated molecular patterns; PRRs,
pattern-recognition receptors; TME, tumor microenvironment
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embryonic development, morphogenesis, or cell turnover (2).
Apoptosis is now largely described and characterized at the
cellular and molecular levels. It involves the activation of initiator
caspases (e.g., caspase 8, caspase 9), primarily responsible for the
activation of downstream effector caspases (e.g., caspase 3) that
propagate the death signal by cleaving specific cellular substrates,
leading to a controlled dismantling of the cell. Morphological
hallmarks associated with apoptosis include cell shrinkage, cell
blebbing, formation of apoptotic bodies, and their rapid
engulfment by neighboring phagocytic cells. Therefore, apoptosis
has been early considered as a regulated and controlled process that
avoids inflammation and, therefore, remains immunologically
silent. This was opposed to the well-known necrosis, considered
instead as a passive, non-programmed form of cell death, resulting
in the uncontrolled release of the intracellular content which
contains pro-inflammatory molecules that can initiate immune
responses. Apoptosis versus necrosis have long been regarded as
the only conceptual model, even if “unclassical forms” of cell death
were reported. It was only recently that the spectrum of cell death
mechanism has been deciphered into its broader diversity including
notably pyroptosis and necroptosis that constitute the focus of this
review. They represent, as for apoptosis, programmed and
controlled forms of cell death, but share with necrosis the ability
to release pro-inflammatory intracellular molecules that initiate
immune responses. Apart from apoptosis, pyroptosis, and
necroptosis, other forms of programmed cell death have been
described as ferroptosis, parthanatosis, autophagy-dependent cell
death, lysosome-dependent cell death, NETosis, or entosis. They
will however not be discussed here even if some of them are
immunogenic. Also, ICD can also be induced by mechanical or
physical treatment and not necessarily from programmed forms of
cell death.

First generation chemotherapeutic drugs interfere with cell
cycle progression and most of them induce apoptosis in a wide
range of cells (3). Consequently, rapidly dividing non-cancer
cells, akin to hematopoietic and immune cells, are killed and, due
to the induction of apoptosis, anti-tumor immune responses are
not induced which represents as what we know now an
important risk factor for relapse.

With the advent of the pyroptosis and necroptosis concept,
extensive efforts have been made to identify amongst current anti-
cancer treatment strategies which include next generation
chemotherapeutic drugs, irradiation as well as targeted anti-cancer
approaches, those that induce a non-apoptotic cell death. Specifically,
the concept emerged that through immunogenic cell death (ICD)
accompanied by the release of intracellular adjuvant-like molecules
known as damage-associated molecular patterns (DAMPs), a potent
anti-tumor adaptive immune response is induced (4).

Immunogenic Cell Death Is Associated
With the Release of Danger Signals

That Act as Potent Pro-Inflammatory
Immune Adjuvants

In 1994, Polly Matzinger proposed the “danger” model,
hypothesizing that the immune system is able to distinguish
innocuous circumstances (e.g., commensal bacteria) from

threatening situations that are associated with cell death and
release of “danger signals” (5). Danger signals encompass, by
definition, any molecule invisible to immune cells in normal
conditions, which could be liberated or exposed at the cell
membrane to alert the immune system in situation of cellular
stress, infection, or upon rupture of the cytoplasmic membrane
when cells are dying or after a tissue injury. Numerous molecules
that are normally present in the intracellular compartment
effectively act as danger signals and behave as potent pro-
inflammatory adjuvants when released in the extracellular
space. A number of molecules have been found to comply to
this definition of DAMPs such as, for instance, mitochondrial or
nuclear DNA, mitochondrial formylated peptides, heat shock
proteins (HSP), F-actin, histones, ATP, or HMGB1 (6).

Not surprisingly, the release of some of these DAMPs has
been used to document the occurrence of ICD and have become
the molecular hallmarks associated with ICD. The best
characterized DAMPs associated with ICD are CRT/ERp57,
HMGBI, HSP 70/90, and extracellular ATP (Figure 1). During
ICD, the ER-associated molecules CRT and ERp57 re-localize to
the outer cytoplasmic membrane and provide an “eat me” signal
that promotes phagocytosis by macrophage and dendritic cells.
Additionally, exposed CRT represents a specific antigen that can
be targeted by cytotoxic T cells. CRT exposure has been
suggested to dictate the immunogenicity of dying cancer cells,
allowing the capture of tumor antigens by dendritic cells (7). In
parallel, the release of the nuclear protein HMGBI activates
dendritic cells notably through its interaction with TLR4 and
facilitates the processing and presentation of antigens.
Exposition of HSP 70/80 has also immunostimulatory effects
mediated by TLR4 and CD14 and can facilitate antigens cross-
presentation that is necessary for the presentation of captured
tumor-antigens on MHC class I molecules and for the
subsequent activation of CD8" cytotoxic immune responses
(8). ATP release on the extracellular space is regarded as a
potent “find me” signal that is able to exert chemoattractant
effects on dendritic cells through the P2Y2 receptor, as well as a
potent activator of inflammasome assembly through the
stimulation of the P2X7 receptor leading to IL-1B/IL-18
maturation and release (9). The exposition and/or release of
these ICD-associated immunostimulatory molecules stimulate
adaptive immune responses and possibly potent anti-tumor
responses (10). ICD and the subsequent TLR stimulation are
also accompanied by the release of cytokines notably by a robust
type I interferon (i.e., IFN-o and IFN-B) response. IFNa/f have
a wide range of immune-stimulatory activities and participate in
the upregulation of major histocompatibility (MHC) molecules
on myeloid cells, activation of natural killer (NK) cells, and
stimulation and differentiation of effector T cells. Stimulation of
dendritic cells has important implications for the initiation of
adaptive immune responses and is associated with phagocytosis
and processing of tumor antigens, migration towards the
draining lymph nodes, upregulation of MHC as well as
costimulatory molecules (CD80, CD86), all contributing to an
efficient presentation of engulfed tumor antigens to T cells
(11) (Figure 1).
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FIGURE 1 | Immunogenic cell death in the tumor context and its consequences on the induction of adaptive immune responses. Immunogenic cell death (ICD) of
tumor cell can be induced by different strategies (chemotherapy, oncolytic viruses, radiation therapy, photodynamic therapy, necroptosis, or pyroptosis) and results in
the exposure of “eat me signals,” like calreticulin (CRT) and ERp57, and release of DAMPs akin to ATP, HMGB1, HSP70, and HSP90. Interaction of CRT/ERp57 with
their receptors acts as “eat me signals” and facilitate engulfment of tumor cells and tumor antigens, interaction of HMIGB1 and HSP70/90 with TLRs increase tumor
antigens presentation, and fixation of ATP on P2X7 and P2Y2 activate and recruit dendritic cells (DC). ICD and subsequent TLRs stimulation is also accompanied by
cytokines release notably by a robust type | interferon (IFNov/B) response, which have broad immune-stimulatory activities. DAMPs and cytokines further participate in
the maturation and stimulation of DC leading to increased MHC and co-stimulatory (CD80/CD86) molecules expression, antigen capture and presentation, and their
migration to lymph nodes. DC have important implications for the initiation of adaptive immune responses and are involved in the phagocytosis and processing of
tumor antigens and their direct and cross-presentation to CD4* and CD8" T cells, respectively, contributing to the activation and proliferation of effector anti-tumor

T cells.

As mentioned earlier, multiple compounds including classical
chemotherapeutic agents, targeted cancer drugs, or irradiation
have been recognized to induce ICD under certain conditions.
The definition of the molecular hallmarks of ICD has slowly
contributed to a shift in the methods used to screen
chemotherapeutic drugs for their capacity to induce ICD and
to release DAMPs. On the same line, immunocompetent animal
models and guidelines to evaluate the immunogenicity of tumor
cells exposed to chemotherapy drugs (12) are now replacing
animal models based on human tumors engrafted in
immunodeficient mice (as recommended by the US National
Cancer Institute guidelines), which did not allow to evaluate
immunostimulatory effects that some chemotherapeutic drugs
may have. This consensual method is based on the evaluation of
the ability of drug-exposed killed tumor cells to vaccinate

immunocompetent mice and prevent tumor formation elicited
by a secondary injection of the same living tumor cell line.

A new field in cancer research has emerged during recent years
aiming at a better understanding and eliciting ICD in the tumor
context with the aim to favorably manipulate its occurrence, to
favor the stimulation of anti-tumor immune responses, and to
improve treatment outcomes and overall survival. Given the
importance of ICD in other pathophysiological context such as
infection as well as in the antigenicity of tumors, studies were
performed to characterize ICD morphologically and molecularly.

Mechanisms Leading to the Induction of
Pyroptosis and Necroptosis

In the context of an infection, pyroptosis can be triggered by
sensing distinct components of the pathogen, causing
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inflammasome assembly, caspase-1 activation, and cleavage of
Gasdermin family proteins. These activities are eventually
leading to pore formations allowing the release of mature
IL-1B and IL-18 cytokines (13). Thus, pyroptosis can be
defined as an inflammatory cell death involved in host defense
against pathogens. It was firstly described in 1992 in infected
macrophages (14). The name pyroptosis was, however, given
later, after the observation that bacteria-infected macrophages
undergo a lytic form of programmed cell death, dependent of
caspase-1 activity, and associated with the release of pro-
inflammatory IL-1f (15). It appeared, therefore, as a
programmed form of cell death, akin to apoptosis, but
appeared morphologically more related to necrosis, leading to
membrane rupture and to the release of pro-inflammatory
molecules. In the infectious context, pyroptosis is triggered by
cell-derived DAMPs and/or pathogen-associated molecular

patterns (PAMPs) sensed by specific and multiple membrane
and cytoplasmic pattern-recognition receptors (PRRs) expressed
by innate immune cells. Cytoplasmic sensors of DAMPs and
PAMPs include, but are not restricted to, NOD-like receptors
(NLRs), the absent in melanoma-2 (AIM2)-like receptors, and
proteins of the pyrin family. Upon binding to their specific cell-
or pathogen-derived ligands, these cytoplasmic sensors (such as
NLRP1b, NLRP3, NLRC4, AIM2, and pyrin) assemble into an
inflammasome multimeric protein complex, containing or not
the adaptor proteins ASC, further leading to the recruitment and
activation of pro-caspase-1 (Figure 2A). Mature active caspase-1
plays a central role in the induction of cell death and liberation of
pro-inflammatory molecules. Indeed, caspase-1 not only cleaves
the cytoplasmic leaderless pro-IL-1B and pro-IL-18 cytokines,
leading to their maturation, but also cleaves Gasdermin D
(GSDMD), the recently identified pyroptosis executioner (16).
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FIGURE 2 | Molecular mechanisms leading to the induction of pyroptosis and necroptosis. (A) Cytoplasmic sensors of DAMPs and PAMPs include, but are not
restricted to, NOD-like receptors (NLRs), the absent in melanoma-2 (AIM2)-like receptors, and proteins of the pyrin family. Upon binding to their specific DAMPs or
PAMPs ligands, these cytoplasmic sensors, such as NLRP1b, NLRP3, NLRC4, AIM2, and pyrin, assemble into an inflammasome multimeric protein complex,
containing or not the adaptor proteins ASC, further leading to the recruitment and activation of pro-caspase-1. Activated caspase-1 can cleave and activate the
leaderless cytoplasmic cytokines pro-IL-1B and pro-IL-18, leading to their maturation. Active caspase-1 (an others inflammatory caspases) also cleaves gasdermin D
(GSDMD), the recently identified pyroptosis executioner, resulting in the liberation of its N-terminal pore forming domain (N-GSDMD) from the auto-inhibitory
C-terminal domain. Liberation of the N-GSDMD induces its auto-oligomerization and translocation to the cell membrane to form a non-selective pore that contributes
to cell lysis, mature IL-1B/IL-18 release, as well as to the liberation of DAMPs in the extracellular milieu. GSDME, another member of the gasdermin family, is not
cleaved by inflammatory caspases but can be cleaved by activated caspase-3 upon induction of apoptosis. Hence, the level of expression of GSDME directly

determines the cellular fate between apoptosis or GSDME mediated-pyroptosis. (B) Necroptosis represents another inflammatory form of cell death and is mediated
by Mixed lineage kinase domain-like (MLKL). Necroptosis can be triggered by the same death receptors (DRs) that are known to induce extrinsic apoptosis (e.g.,
FAS, TNFR1, DR4/DR5) but occur only when the initiator caspase-8 is blocked, as for instance in tumor or infected cells. In these circumstances, activation of death
receptors results in the phosphorylation of RIPK1, RIPK3, and, finally, MLKL. Phosphorylation of MLKL culminates, as for pyroptosis, in the formation of membrane
pores (although of smaller size as compared to pyroptosis). Membrane permeabilization to cations further induces cell swelling and osmolysis, ultimately leading to
membrane rupture and release of proinflammatory DAMPs in the extracellular milieu, triggering immune stimulation.
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Liberation of the N-terminal pore-forming domain of GSDMD
(N-GSDMD) induces its auto-oligomerization and translocation
to the cell membrane to form a non-selective pore of 10-14 nm
inner diameter. This further causes massive ion influx, osmotic
cell swelling, and membrane rupture, allowing the release of not
only mature IL-1P cytokine (that can directly exit through the
pore) but also other pro-inflammatory intracellular contents
(17-19). Other mechanisms leading to pyroptosis have also
been described. For instance, inflammatory murine caspase-11
was found to directly bind cytoplasmic LPS, leading to its
oligomerization and auto-activation (13). In what has been
termed as the “non-canonical inflammasome” pathway,
activated caspase-11 and, similarly, inflammatory human
caspases-4/5 cleave GSDMD directly and induce pyroptosis
independently of caspase-1 (16). Apart from GSDMD, other
Gasdermin family members display a similar structure,
composed of a pore forming N-terminal domain and an auto-
inhibitory C-terminal domain. However, the presence of a
caspase-1/4/5/11 cleavage site in the long loop linking these
domains is unique to GSDMD, indicating that other mechanisms
might be involved in the activation of the other family members.
Apart from GSDMD, one of the best characterized members of
this protein family is GSDME. Interestingly, caspase-3, a well-
known executioner of apoptosis, was discovered to cleave and
activate GSDME and trigger pyroptosis. As discussed below, this
may have important implications for cancer as numerous tumor
cells were found to harbor loss-of-function mutations and/or
reduced expression of GSDME suggesting a tumor suppressor
function. In these cells, the overexpression of GSDME was found
to convert apoptosis to pyroptosis and was associated with anti-
tumor immune responses (20).

Necroptosis is an inflammatory cell death mediated by mixed
lineage kinase domain-like (MLKL) (21). Necroptosis, can be
triggered by the same death receptors (DRs) that are known to
induce extrinsic apoptosis (e.g., FAS, TNFR1, DR4/DR5) but occurs
only when the initiator caspase-8 is blocked, as for instance in tumor
or infected cells (22). It is considered as an alternative suicide
pathway that triggers caspase-independent death when initiation of
apoptosis is inhibited and, therefore, represents an additional back-
up mechanism to avoid cell subversion during infection or
malignant transformation (18). Downstream of DRs, the
molecular pathway, involves the phosphorylation of MLKL by the
RIPK1/RIPK3 complex resulting in its oligomerization and its
association to the inner leaflet of the plasma membrane
(Figure 2B). MLKL is the only effector protein known to be able
to trigger necroptosis. Phosphorylation of MLKL culminates, as for
pyroptosis, eventually in the formation of membrane pores
(although of smaller size as compared to pyroptosis). Membrane
permeabilization to cations further induces cell swelling and
osmolysis (17). Ultimately, this induces the membrane rupture
and release of proinflammatory DAMPs into the extracellular
milieu, triggering immune stimulation as previously outlined (23).

Complex Role of Pyroptosis in the TME
GSDMD and GSDME are playing a complex role in TME.
Depending on the tumor type and possibly other factors, their

expression and function were associated with either tumor
regression or tumor progression. As a first example of a possible
detrimental role of GSDMD, its expression was found to be
upregulated in malignant cells compared to adjacent tissues in
non-small-cell lung carcinoma (NSCLC) (24). This was reported for
both lung adenocarcinoma (LUAD) and lung squamous cell
carcinoma (LUSC) subtypes. Multivariate analyses showed that
patients with the highest GSDMD expression in the LUAD group
have a lower overall survival, suggesting its potential value as a
prognostic factor. This is not the case in patients with LUSC,
highlighting the differential role of GSDMD in different tumor
contexts. Furthermore, RNA-interference mediated knockdown of
GSDMD in tumor NSCLC cell lines attenuates tumor proliferation
in vitro, as well as in vivo in xenografted immunodeficient mice.
Moreover, the knockdown of GSDMD favored apoptosis rather
than pyroptosis in response to inflammasome activators, displayed
lower production of IL-1f, and lower stimulation of the PI3K-Akt
pathway (24). Whether GDSMD can regulate the pro-tumorigenic
PI3K-Akt pathway in a cell intrinsic manner, directly or indirectly,
remains to be explored. These data, however, underscore the
detrimental effect of chronic IL-1f liberation in the TME, which
is known to recruit myeloid derived suppressor cells (MDSC) and
promote neo-angiogenesis. Intriguingly, these tumor cells were
indeed found to express not only GSDMD, but also the upstream
NLRP3-inflammasome components, akin to myeloid cells, and to
display spontaneous signs of inflammasome activation and IL-1
production. Inflammasome activation is known to have detrimental
effects in some cancer and associated with a poor prognosis, partly
through the unfavorable role of the chronic liberation of IL-1f and
IL-18 (25-27). In pancreatic cancer, for instance, NLRP3 signaling
has been associated with the recruitment of MDSC and
establishment of an immune-suppressive TME (28).

Downstream of inflammasome and GSDMD activation, IL-
1B and IL-18 can also have a beneficial effect as they play a
pivotal role in the activation of dendritic and natural killer (NK)
cells, respectively, and can, thereby, promote anti-tumor
immune responses. In line with this notion, the dysregulation
of inflammasome signaling and/or consequent reduction of IL-
1P and IL-18 production were associated with tumor growth and
metastasis in colorectal cancer (28-31). GSDMD, expressed by
tumor cells or by cells from the TME, might therefore also be
linked to positive effects in some circumstances. In agreement,
GSDMD expression in gastric cancer was found to be lower in
tumor biopsies compared to adjacent tissues, and its forced
lentiviral re-expression in corresponding tumor cells lines was
associated with a decrease proliferation in vitro as well as in vivo
following their engraftment in nude mice (32). This suggested
that GSDMD expression could limit tumor cell intrinsic
proliferation in this type of tumor and sensitize the cells to a
pyroptotic cell death. However, the consequence that this may
have on the antitumor immune responses obviously could not be
evaluated in this immunodeficient mouse model.

As the induction of pyroptosis in tumor cells and cells of the
TME hold promise not only to kill tumor cells, but also to induce
ICD and anti-tumor responses, a direct induction of pyroptosis
using viral vectors encoding the pore forming N-GSDMD
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represents an interesting perspective. However, the production of
viral vectors encoding lytic proteins cause difficulties and
generally cell death of the producing cells and a poor viral
vector yield. This has, however, been overcome in a first proof-
of-principle study by using a specific promoter to control the
expression of the toxic gene. This study reported the use of and
adeno-associated virus (AAV) vector coding for the pore
forming N-GSDMD protein under the control of the PO
Schwann-cell specific promoter. Injection of the corresponding
AAV1 vectors in mouse or human Schwannoma tumor
implanted, respectively, into immunocompetent and
immunodeficient mouse models lead to the significant decrease
of tumor growth with no conspicuous signs of toxicity (33).
Although immunocompetent mice were used in the syngeneic
tumor model, the authors did not evaluate the precise
mechanisms leading to the better tumor control and potential
immune responses against the tumor.

GSDMD activation is associated with the maturation and
liberation of IL-1B with the potentially detrimental effects
mentioned earlier. Unlike GSDMD that is cleaved by
inflammatory caspases subsequent to inflammasome activation,
GSDME is activated by caspase-3. This implies that GSDME-
induced pyroptosis is, in principle, not linked to the liberation of
IL-1pB and may thereby be associated with improved anti-tumor
effects. However, a recent study demonstrated that in
macrophage cell lines deficient for GSDMD, and that express
low levels of GSDME, inflammasome activation can secondarily
activate GSDME to form a conduit for IL-1B release without
inducing pyroptotic cells death (34). Whether this newly
discovered mechanism have any relevance for myeloid cells or
tumor cells of the TME remains to be explored.

Caspase-3-dependant apoptosis can be converted to pyroptosis
in cells that express sufficient levels of GSDME. This, in essence,
holds the potential to convert any pro-apoptotic signal into
pyroptosis providing that GSDME is expressed and functional.
In agreements, GSDME expression is inactivated in most tumor
cells through two complementary mechanisms: downregulation of
expression based on epigenic hypermethylation of the promoter,
or loss-of-function mutations resulting in an inactive protein
unable to form a membrane pore (35-39). Furthermore,
methylation of CpG motifs outside the promoter region and
within the GDME gene has been described and a growing body
of evidence suggests that such methylation patterns might be
useful as diagnostic cancer biomarkers. On the other hand, data on
GSDME expression levels between cancer and normal samples are
controversial: while the majority of translational studies have
found downregulated levels of GDME in cancer compared to
normal tissue, others have not found such differences. Even more
puzzling, there was no clear correlation between GSDME
methylation and GSDME expression levels in a number of
studies (40). Overall, however, GSDME appears to represent a
potent tumor suppressor gene (20). This has been evidenced in
primary breast cancer and colorectal cancer using data from the
cancer genome atlas database, and GSDME downregulation has
been associated with a decrease of overall survival (20). In tumor
cell lines, knockout of the corresponding gene in EMT6 and CT26

cells that express GSDME enhances tumor growth. Conversely,
lentiviral-mediated expression of full length GSDME decreases the
tumor growth of 4T1 and B16 tumor cell lines when grafted into
immunocompetent mice. Analysis of immune cell infiltrates
underlined the importance of GSDME expression in promoting
anti-tumor immune responses characterized notably by tumor-
infiltrating NK and CD8" cytotoxic T cells. Interestingly,
Granzyme B (GrzB) contained in the cytotoxic granules of NK
cells and cytotoxic T cells, and known to represent an important
killing mechanism employed by immune cells, was found to
directly cleave and activate GSDME independently of caspase-3
activation. Hence, this might be involved in a feedforward
mechanism to amplify pyroptosis in the tumor context. In this
scenario, a first pro-apoptotic signal induced, for example, by a
chemotherapeutic agent would serve as a trigger to initiate
pyroptosis in GSDME expressing cells, and secondary
recruitment of cytotoxic immune cells would further amplify
pyroptosis through the liberation of GrzB and, consequently, the
direct activation of GSDME. Some chemotherapeutic drugs are
indeed now well described to induce caspase-3 dependent
pyroptosis in GSDME expressing tumors (41-43). This may, in
part, explain the decreased survival of patients harboring a low
GSDME expression in their tumor, which might be more resistant
to pyroptotic cell death, and to secondary amplification and
protection by the immune responses.

Necroptosis: Detrimental and Beneficial
Consequences in the Tumor Context

In the context of cancer, necroptosis can be considered as a
double-edged sword since both positive and negative effects on
tumor cell growth and invasion/metastasis have been described
in different preclinical models. Components of the necroptosis
signaling pathway have been found to be downregulated in some
cancers, and this is associated with a poor prognosis (44-47). In
agreement, expression of RIPK3, one of the major components of
the necrosome complex upstream of MLKL, is repressed by
epigenetic mechanisms, and, notably, by methylation of the
region surrounding the transcription start site. This was found
to be the case in tumor cell lines, in tumor cells from patients
with acute myeloid leukemia (AML), as well as in primary breast
cancer (47). In the latter type of cancer, RIPK3 expression is
reduced in all subtypes analyzed, including in 73% of luminal A
group samples, 84% of luminal B, 90% in triple-negative, and in
95% Her2-positives samples. This suggests that the expression of
RIP3 is negatively selected during oncogenic transformation, or
during tumor growth, and that its down modulation correlates
with resistance to chemotherapy. In line with this notion,
hypomethylating agents like 5-aza-2’-deoxycytidine (5-AZA)
restore RIP3 protein expression in about 70% of the tumor cell
lines tested, and could sensitize refractory cell lines to TNFo
induced necroptosis as well as to several chemotherapeutic
agents in a RIP3-dependent manner (47). Interestingly, this
was also studied in vivo in a xenograft tumor model where the
combination of 5-AZA with doxorubicin was more effective than
either treatment alone. However, the impact that this may have
on an immunocompetent animal model on the stimulation of the
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anti-tumor immune response has not been addressed in this
humanized model.

Although apoptosis remains the main form of cell death induced
by chemotherapeutic agents, accumulating evidences suggest that
some drugs, like cisplatin, also induces necroptosis (48).
Interestingly, the induction of necroptosis can influence the
efficacy and therapeutic effects in some circumstances. Recent
works demonstrate that the expression of RIPK3 in esophageal
cancer cell lines contribute to cisplatin sensitivity when the
apoptotic pathway is deficient or absent (49). In this in vitro
model, cisplatin treatment induces autocrine production of TNFo,
a well-known inducer of the extrinsic apoptotic pathway through
the TNFR1. Again, this situation illustrates the notion that blockade
of apoptosis triggers necroptosis when the components of the
necroptosis pathway are present. Hence, the expression of TNFR1
and of RIPK1/RIPK3/MLKL proteins by tumor cells, in conjunction
with the production of TNFa in the tumor microenvironment,
could represent novel biomarkers for cisplatin sensitivity in
apoptosis-resistant tumors. This may not only be limited to
cisplatin as other chemotherapeutic molecules have been
described to induce necroptosis by different mechanisms such as
shinokin and staurosporin in leukemia or refisibufogenin and 5-FU
in colorectal cancer (50, 51).

Regarding the expression of the molecular effectors of
necroptosis in tumors, some studies reported a decreased
expression of RIPK3, but not RIPK1, in AML (52, 53), while
deficiency of both RIPK3/RIPK1 has been reported in colon
cancer as compared to non-malignant adjacent tissues (54). In
osteosarcoma, overexpression of miR-155-5p has been reported as
the mechanism leading to the inhibition of RIPK1 expression and
was associated with poor prognosis and increased tumor growth
(55). MLKL, the molecular executioner of necroptosis, has also been
also found to be downregulated in several types of cancer. In gastric,
cervical squamous, and ovarian cancers, a lower expression of
MLKL has been correlated with a poor prognosis (44-46).
Moreover, MLKL expression has been suggested to represent a
potential predictive biomarker in gastric cancer, cervical squamous
cancer, and early stage pancreatic adenocarcinoma (45, 46, 56).
Taken together, these data suggest that down modulation of RIPK1,
RIPK3, or MLKL is associated with poorer prognosis and/or
increased tumor aggressiveness, supporting the notion that
necroptosis acts as a tumor suppressor and that its repression
represents a mechanism for cancer cells to evade cell death.

However, as often in cancer, evidences also exist to suggest the
negative consequences associated with the expression of the main
actors of necroptosis. For instance, RIPK1 expression in
glioblastoma (GBM) has been correlated with a poorer prognosis.
The underlying mechanism involves the activation of NF-kB by
RIPK1, further leading to the inhibition of P53 activity, thereby,
promoting tumor growth (57). In another important study, in the
context of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDA), contradictory
effects of necroptosis were reported when studied in vitro and in
vivo. While, in vitro inhibition of the formation of the RIPK1/RIPK3
necrosome complex promoted cancer cell proliferation and
aggressiveness, in line with their above-mentioned tumor
suppressor role. This was not the case in vivo where this was
associated instead with tumor rejection (58). These apparently

conflicting results were attributed to a negative influence of
necroptosis on the composition of the tumor microenvironment.
In the mouse model used in this study, based on a genetically
inducible tissue specific Kras-dependent oncogenesis, intact RIPK1/
RIPK3 signaling favored the recruitment of an immunosuppressive
tumor microenvironment (58). Mechanistically, this was dependent
on a necroptosis-dependent expression of the CXCL1 chemokine,
on the recruitment of myeloid cells, and on their conversion to
immunosuppressive and tumorigenic cells by necroptosis-
dependent exposition of the nuclear SAP130 protein and
consequent activation of the Mincle receptor on myeloid cells.
RIPK3 deletion in this PDA model or pharmacological inhibition
of RIPK1 induce the recruitment of activated immune cells and
favored tumor rejection (58). Hence, in this in vivo mouse model,
necroptosis seems to promote a chronic, low grade pro-
inflammatory response that favors the constitution of
immunosuppressive TME. In line with this study, a another
report have demonstrated the positive effect in vivo of a novel
selective small-molecule RIPK1 inhibitor, developed by the GSK
company, in a similar mouse model of PDA as well as in organoid
human models (59). In this study, RIPK1 was demonstrated to be
upregulated in immunosuppressive tumor-associated macrophages
(TAM). Its inhibition reprogrammed TAM towards an
immunogenic phenotype, induced T cell activation and T helper
differentiation into anti-tumoral Th1/Th17 phenotypes, and
improved anti-tumor immunity.

These studies highlight the importance of studying necroptosis
consequences not only in the tumor cells themselves but also on the
cells of the TME and on the induction of anti-immune responses.
As evoked earlier, necroptosis leads to the release of DAMPs and
stimulation of immune cells by different molecular pathways.
However, recent studies show that the release of DAMPs upon
necroptosis induction is not sufficient alone to induce efficient cross-
priming of CD8" T cells and robust adaptive immunity (60).
Instead, this seems to require complex and coordinated molecular
signaling pathways that involve the RIPK1-dependant activation of
NF-xB and transcriptional activity, despite the rapid entry into cell
death, that results in the parallel expression of pro-inflammatory
genes and cytokines (57, 58). Interestingly, the direct intratumoral
induction of necroptosis using an AAV vector encoding for a
constitutively active form of RIPK3 induce necroptosis in a part
of the tumor cells, improves tumor immunogenicity, and synergizes
with immune checkpoint blockade to promote a durable tumor
clearance (61). In a similar strategy, the direct intratumoral delivery
of mRNA coding for the necroptosis executioner MLKL, followed
by in vivo electroporation at the injection site, reduced tumor
growth and metastasis, synergized with immune checkpoint
blockade, and improved antitumor immunity in murine
melanoma and colon carcinoma models (62). In this study,
MLKL mRNA electroporation in vivo was demonstrated to
induce CD4" and CD8" T cell responses directed against tumor
antigens that were responsible for tumor control. Taken together,
these data in mouse models indicate that fostering necroptosis
directly in tumor cells may represent an attractive novel strategy to
promote tumor antigens release, their efficient presentation, and the
induction of immune responses against tumor cells. Whether
favoring the induction of necroptosis rather than apoptosis is
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associated with the induction of anti-tumor immune responses and/
or better treatment outcomes in patients with established tumors
remain to be fully explored.

PERSPECTIVES

Pyroptosis and necroptosis play complex and multifaceted roles,
depending on the cancer type and tumor context. Yet, the majority
of the mutations in the gene coding for GSDME found in tumor
tissues corresponds to the loss of functions mutations, suggesting a
tumor suppressor role (20). The main proteins involved in the
induction of necroptosis are also found to be dysregulated in
different human cancers suggesting that necroptosis represent
another important factor that contributes to tumor clearance
and/or to the restriction of their malignancy. As pyroptosis and
necroptosis are both involved in the induction of ICD within the
TME, it is tempting to speculate that they contribute to the
induction of anti-tumor immune responses. The strongest
evidences that the immune system can be beneficial to treat or
even cure cancers come from the success of immune checkpoint
blockade using monoclonal antibodies directed against CTLA-4 or
PD-1/PD-L1 (63, 64). Importantly, the treatment approach is most
efficient in cancers that are highly immunogenic (i.e., melanoma,
renal cell carcinoma, and others). Combinatorial approaches to
increase the efficacy of immune checkpoint blockade in less
immunogenic and immunologically “cold” tumors are currently
being tested in both preclinical and clinical trials. Given the long-
term beneficial effect of the induction of anti-tumor immune
responses and their potential amplification with anti-immune
checkpoints, several therapeutic strategies aim to stimulate ICD
rather than the tolerogenic apoptotic forms of cell death. This
comprises the selection of chemotherapeutic molecules that induce
ICD rather that apoptosis, the evaluation of nanoparticles based-
treatments, advanced physical techniques, as well as the
development of oncolytic viruses (11). Manipulation of pyroptosis
or necroptosis in cancer, in conjunction with the preservation of
immune functions, could represent a novel promising option to
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Adenosine triphosphate (ATP) represents a danger signal that accumulates in injured
tissues, in inflammatory sites, and in the tumor microenvironment. Extracellular ATP is
known to signal through plasma membrane receptors of the P2Y and P2X families.
Among the P2X receptors, P2X7 has attracted increasing interest in the field of
inflammation as well as in cancer. P2X7 is expressed by immune cells and by most
malignant tumor cells where it plays a crucial yet complex role that remains to be
clarified. P2X7 activity has been associated with production and release of pro-
inflammatory cytokines, modulation of the activity and survival of immune cells, and the
stimulation of proliferation and migratory properties of tumor cells. Hence, P2X7 plays
an intricate role in the tumor microenvironment combining beneficial and detrimental
effects that need to be further investigated. For this, we developed a novel methodology
termed AAVnano based on the use of Adeno-associated viral vectors (AAV) encoding
nanobodies targeting P2X7. We discuss here the advantages of this tool to study the
different functions of P2X7 in cancer and other pathophysiological contexts.

Keywords: P2X7, tumor, Adeno-associated virus, Nanobodies (VHH), animal models

INTRODUCTION

Adenosine triphosphate (ATP) released into the extracellular space represents a well-known danger
signal that can signal through two main families of plasma membrane receptors: G protein-coupled
receptors, named P2Y receptors, and ATP-gated ion channels termed P2X receptors (1). Among
the latter family, P2X7 (also known as P2RX7) forms a homotrimeric receptor that has attracted
much interest in the fields of inflammation and cancer. Activation of P2X7 by relatively high
concentrations of extracellular ATP leads to Na* and Ca?* influx, and K* efflux. This triggers
not only major changes in the cellular ionic content, but also signaling and metabolic pathways
involved in cell activation, survival and fate. Prolonged activation of P2X7 leads to the opening
of a membrane pore allowing the entry of large molecules of up to 900 Da (2). Whether this
membrane permeabilization is due to dilation of the P2X7 channel itself, or the activation of
non-selective pores like pannexin-1, gasdermin-D, or anoctamin-6, may depend on the cellular
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Adenosine triphosphate (ATP) represents a danger signal that accumulates in
injured tissues, in inflammatory sites, and in the tumor microenvironment. ATP
promotes tumor growth but also anti-tumor immune responses notably via the
P2X7 receptor. ATP can also be catabolized by CD39 and CD73 ecto-enzymes
into immunosuppressive adenosine. P2X7, CD39 and CD73 have attracted
much interest in cancer as targets offering the potential to unleash anti-
tumor immune responses. These membrane proteins represent novel
purinergic checkpoints that can be targeted by small drugs or biologics.
Here, we investigated nanobody-based biologics targeting mainly P2X7, but
also CD73, alone or in combination therapies. Blocking P2X7 inhibited tumor
growth and improved survival of mice in cancer models that express P2X7.
P2X7-potentiation by a nanobody-based biologic was not effective alone to
control tumor growth but enhanced tumor control and immune responses
when used in combination with oxaliplatin chemotherapy. We also evaluated a
bi-specific nanobody-based biologic that targets PD-L1 and CD73. This novel
nanobody-based biologic exerted a potent anti-tumor effect, promoting
tumor rejection and improving survival of mice in two tumor models. Hence,
this study highlights the importance of purinergic checkpoints in tumor control
and open new avenues for nanobody-based biologics that may be further
exploited in the treatment of cancer.
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Résumés

Résumé en francais :

Les vecteurs adéno-associés recombinants (AAVs) représentent un outil slr et efficace pour la
thérapie génique in vivo. L'objectif de ce travail est d'utiliser les AAVs pour manipuler la tumeur et son
microenvironnement afin d'augmenter l'immunogénicité de la tumeur. A cet effet, nous avons développé
des AAVs capables d'induire une mort cellulaire immunogénique (MCI), notamment la pyroptose et la
nécroptose. Comme récemment démontré, la MCI repose sur l'activation des effecteurs de la pyroptose
tels que la gasdermine D (GSDMD) ou la gasdermine E (GSDME) et I’effecteur de la nécroptose tel
que MLKL, entrainant la mort cellulaire et la libération de signaux pro-inflammatoires intracellulaires.
Dans notre projet, nous avons développé des AAVs capables d'induire directement la MCI en exprimant
des formes déja actives de GSDMD, de GSDME et de MLKL contournant ainsi la résistance tumorale
intrinséque. Nos résultats ont d'abord démontré que les plasmides codant pour nos formes actives des
effecteurs de la MCI induisent en effet une mort rapide et efficace des cellules de mélanome B16-F10
transfectées dans les premicres 24 heures, ainsi que la libération de molécules pro-inflammatoires pro-
totypiques associées a la mort cellulaire immunogene (telles que la calréticuline, 'ATP et le HMGB1).
De plus, la vaccination in vivo en utilisant des cellules de mélanome transfectées avec nos constructions
induit une protection contre un second rechallenge tumoral, démontrant que la libération in vivo des
antigénes tumoraux et des signaux pro-inflammatoires par les cellules mourantes favorise 1'immunité
anti-tumorale. Ensuite, I'injection intratumorale d'AAV2 codant pour la GSDME, la GSDMD ou MLKL
seule n'est pas suffisante pour induire un rejet tumoral fort, mais l'association de la GSDME avec l'anti-
PD1 dans la lignée cellulaire B16-F10 induit un rejet tumoral significatif. Il reste cependant a évaluer la
réponse immunitaire associé¢e induite par nos stratégies et la synergie avec d'autres immunothérapies ou
chimiothérapies.

Résumé en anglais :

Recombinant adeno-associated vectors (AAVs) represent a safe and efficient tool for in-vivo gene ther-
apy. The aim of the project is to use AAVs to manipulate the tumor and its microenvironment with the
aim to increase tumor immunogenicity. For that, we have developed AAV able to induce immunogenic
cell death (ICD), namely pyroptosis and necroptosis. As recently demonstrated, ICD rely on the activa-
tion of pyroptosis executioners like gasdermin D (GSDMD), GSDME (GSDME), necroptosis execu-
tioner like MLKL and resulting in cell death and the release of intracellular pro-inflammatory signals.
In our project, we have developed AAV that have the capacity to directly induce ICD, by expressing
already active forms of GSDMD, GSDME or MLKL, thereby bypassing intrinsic tumor resistance. Our
results have first demonstrated that the plasmids coding for our active forms of ICD-executioners indeed
induce rapid and efficient death of transfected B16-F10 melanoma cells within the first 24 hours, and
the release of prototypical proinflammatory molecules associated with immunogenic cell death (as calre-
ticulin, ATP and HMGBJ1). Furthermore, in vivo vaccination using melanoma cells transfected with our
constructs induce protection against a secondary tumor challenge, demonstrating that in vivo release of
tumor antigens and proinflammatory signal by the dying cells promote anti-tumor immunity. Next, in-
tratumoral injection of AAV2 coding for GSDME, GSDMD or MLKL alone is not sufficient to induce
strong tumor rejection but association with anti-PD1 in B16-F10cell line induce a significative tumor
rejection. The next ongoing step is now to evaluate the associate immune response induced by our strat-
egies and the synergy with other immunotherapy or chemotherapy.
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