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RESUME

L’efficacit¢ de certains agents anti-cancéreux, notamment les anthracyclines et
I’oxaliplatine repose sur l'induction d’une mort cellulaire immunogene (MCI) pouvant
conduire a une réponse immunitaire anti-tumorale spécifique. Les cellules succombant a ce
type particulier d'apoptose vont subir certaines modifications définies par un modele spatio-
temporel précis. Celui-ci est caractéris¢é par la mise en place de signaux d’apparition
séquentielle, dont le plus précoce est 1’exposition membranaire d’une protéine du réticulum
endoplasmique, la calréticuline (CRT) qui constitue un signal de danger essentiel a la
phagocytose des cellules mourantes par les cellules dendritiques. Ensuite, a un stade
apoptotique, la sécrétion d’adénosine triphosphate (ATP) dépendante de l'autophagie active
I’inflammasome NLRP3 et induit la polarisation des cellules T CD8+ productrices d’TFN-y.
Enfin, au cours de la nécrose secondaire, le relargage d’un facteur pro-immunogene High-
mobility group protein Bl (HMGBI1) est indispensable a une présentation antigénique
optimale aux cellules T CD4+ et CD8+, contribuant ainsi a l’activité tumoricide de la
chimiothérapie et protégeant 1’hdte d’une éventuelle rechute. De maniére a identifier de
nouvelles molécules capables d’induire une réponse immunitaire anti-tumorale spécifique, un
criblage a haut débit de bibliothéques de composés approuvés par la FDA (Food and Drug
Administration) a été réalisé grace a ’utilisation de microscopie automatisée et de biosenseurs
permettant la détection de l'exposition de la CRT, de la sécrétion d'ATP et du relargage
d'HMGBI. Ce criblage multiparamétrique a haut débit a permis d’identifier les glucosides
cardiotoniques (GCs), déja bien connus pour leur activité cytotoxique préférentielle des
cellules cancéreuses, comme étant des inducteurs efficaces de la MCI. Cette découverte a été
validée par des méthodes alternatives in vitro, suivis d’une étude de la mécanistique
d’induction de la MCI par les GCs. Les résultats ont mis en évidence une inhibition
spécifique de la sous-unité al de la pompe Na + / K + ATPase, qui a son tour modifie
I'homéostasie calcique de la cellule cible, un effet reproduit par les ionophores du Ca2 +.
Nous avons ensuite montré que les CGs, en combinaison avec des chimiothérapies non
immunogenes (cisplatine ou mitomycine C) pouvaient vacciner des souris syngéniques contre
une ré-injection de cellules cancéreuses vivantes et que les effets antinéoplastiques de ces
agents endommageants I’ADN pouvaient étre potentialisés par les GCs dans les hotes
immunocompétents mais pas dans les souris immunodéficientes. Enfin, une analyse
rétrospective de patients atteints de carcinomes et traités par un GC couramment utilisé¢ en
clinique dans la prise en charge de l'insuffisance cardiaque, la digoxine (n=145) a révélé une
amélioration significative de la survie globale par rapport a celle de patients non traités
(n=290). Les patients ont été appariés en fonction de leur age, sexe, type de cancer et
principaux parametres pronostiques. Des analyses plus approfondies ont ensuite révélées que
la digoxine n’affectait pas la survie globale des patients déja traités par des agents
chimiothérapeutiques immunogeénes mais celle des patients ayant regu des agents autres que
les anthracyclines ou I’oxaliplatine.



SUMMARY

The efficacy of some anti-cancer agents, including anthracyclines and oxaliplatin is
based on their capacity to induce immunogenic cell death (ICD) in tumor cells. This peculiar
type of apoptosis is defined by a sequential emission of specific immunogenic signals from
the dying tumor, which in their correct spatio-temporal appearance ignite a specific immune
response against therapy resistant and dormant tumor (stem) cells. Thus the early membrane
exposure of the ER-resident molecular chaperone calreticulin (CRT) constitutes a critical
uptake signal for the engulfment of dying tumor cells by dendritic cells (DCs). Then, at later
stages, the autophagy-dependent secretion of ATP and its binding to purinergic receptors on
DCs activates the NLRP3 inflammasome. Subsequent release of IL-1p by DC triggers the
polarization of IFN-y producing CD8" T cells. Finally, during secondary necrosis, the release
of the pro-immunogenic high-mobility group box 1 (HMGBI1) protein and its interaction with
Toll like receptor 4 (TLR4) on DCs facilitates an optimal antigen presentation to T cells. Thus
ICD contributes to the tumoricidal activity of chemotherapy and protecting the host from
relapse. In order to identify thus far unknown inducers of ICD, a high content screening of
compound libraries approved by the Food and Drug Administration (FDA) was conducted by
means of robotized automated bioimaging combined with ICD biosensors allowing for the
detection of CRT relocation, ATP secretion and HMGBI1 release. This multiparametric
approach led to the identification of cardiac glycosides (CGs), already well known for their
preferential cytotoxic activity on cancer cells, as effective inducers of ICD. The hit
compounds were validated by alternative methods in vitro, followed by a mechanistic study
of GC induced ICD. Results indicated an on-target inhibition of the Na'/K" ATPase subunit
al, which in turn interfered with the Ca*"-homeostasis of the target cell, an effect that could
be mimicked by Ca*" jonophores. We then showed in different mouse models that tumor cells
killed with a combination of GC and non-immunogenic chemotherapy (cisplatin or
mitomycin C) have the ability to immunize syngeneic mice against rechallenge with living
cells. In addition the antineoplastic effects of these DNA damaging agents in vivo were
increased by GCs in immunocompetent but not in immunodeficient mice. Finally,
retrospective clinical analyses revealed that the administration of the GC digoxin during
chemotherapy had a significant positive impact on overall survival in cohorts of breast,
colorectal, head and neck, and hepatocellular carcinoma patients, especially when they were
treated with agents other than anthracyclines and oxaliplatin.
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PREAMBULE

D’apres les données épidémiologiques de D’Institut National du Cancer,
l'incidence estimée du cancer est de 365 500 nouveaux cas pour l'année 2011 (207 000
hommes et 158 500 femmes) avec en téte, les cancers prostatiques, pulmonaires et
colorectaux chez ’homme et les cancers mammaires, colorectaux et pulmonaires chez la
femme. Malgré les progrés récents dans le diagnostic précoce et la prise en charge des
cancers, 147 500 personnes (84 500 hommes et 63 000 femmes) en sont décédées cette méme
année, en France métropolitaine [1]. Il devient donc capital de proposer de nouvelles solutions
thérapeutiques adaptées permettant d’en diminuer la mortalité. Actuellement, la stratégie de
traitement des pathologies tumorales comprend généralement ’association d’une résection
chirurgicale, d’une irradiation locale et l'administration de chimiothérapies (molécules
cytostatiques qui bloquent la croissance des cellules en phase de multiplication rapide). La
combinaison de ces traitements permet dans certains cas d’obtenir une éradication clinique
des tumeurs, mais I’existence de cellules souches cancéreuses conduit fréquemment a une
récidive tumorale locale ou a distance et ainsi, a 1’échec thérapeutique. Ces populations
cellulaires initiant les tumeurs, relativement rares et biologiquement distinctes ont été
identifées dans les cancers du systéme hématopoiétique, du cerveau, de la prostate, du sein et
dans les mélanomes [2]. Les cellules souches cancéreuses présentent une capacité
d’autorenouvellement, un potentiel de développement en chacun des types de cellule de la
population tumorale globale et également une capacité de prolifération permettant de conduire
I’expansion de la population maligne [3]. Une autre particularité des cellules souches
cancéreuses est I’expression de protéines associées a 1’efflux de toxines xénobiotiques (i.e les
protéines Multidrug-Resistant et les membres de la famille des transporteurs A7P-Binding
cassette) qui conférent une résistance a de nombreux agents chimiothérapeutiques. De tels
échappements aux traitements classiques entrainent 1’utilisation de thérapies ciblées, comme
I’iodine radioactive, les anticorps monoclonaux, les antagonistes des récepteurs hormonaux
ou les inhibiteurs de tyrosine kinase. Cependant, malgré des efforts concertés de la part des
scientifiques et des cliniciens et en dépit de progres considérables dans la biologie des cellules
cancéreuses, le cancer reste une des premieres causes de mortalité dans les pays industrialisés.
Afin de garantir une guérison complete, le développement de nouvelles stratégies

thérapeutiques mieux tolérées, outrepassant la résistance aux drogues et garantissant une



surveillance par éradication d’éventuelles cellules tumorales résiduelles devient une nécessité
primordiale.

Pendant longtemps, le bénéfice thérapeutique des traitements anticancéreux n’a été
attribué qu’a leur capacité a détruire les cellules cancéreuses, ou a leur facult¢ d’induction
d’un arrét permanent du cycle cellulaire (senescence). Dans les deux cas, I’efficacité des
thérapies a été pergue comme dépendante des seules caractéristiques intrinséques des cellules
canceéreuses.

Les mécanismes fondamentaux de division cellulaire et de réplication de 'ADN, du
fait de la machinerie de réplication, sont a I’origine d’erreurs pouvant compromettre 1'intégrité
du génome et potentiellement induire la formation d'un cancer. Les recherches de ces
cinquante derniéres années ont révélé que le cancer était une maladie génétique, provenant
d'un processus d'évolution de cellules somatiques ayant outrepassées les barrieres et les
controles d'expansion. Il a ¢été établit que six événements intrinséques déterminent
I’oncogénese précoce: le maintien d’une signalisation de prolifération, I’échappement aux
signaux répresseurs de croissance, l’activation d’une invasion tissulaire, un processus
réplicatif immortalisant, I’induction d’une néo-angiogénese et enfin une résistance a la mort
cellulaire [4]. Toutefois, de nombreux mécanismes suppresseurs de tumeur intrinséques et
extrinseques existent pour empécher leur développement. Récemment, 1’importance des voies
extrinseques et notamment du microenvironnement tumoral (incluant les cellules stromales et
le systéme immunitaire) a été mis en avant. Ainsi 1’échappement a I’'immunosurveillance est
venue s'ajouter a ces caractéristiques communes aux cellules tumorales leur permettant de se
développer et de former une tumeur [5]. Le développement de thérapies modulant des voies
extrinséques aux cellules tumorales est une alternative intéressante et il est désormais établit
que le bénéfice d’une chimiothérapie peut étre influencée a de multiples niveaux par le
systéme immunitaire de 1’hote. La chimiothérapie peut éliminer les cellules cancéreuses en les
amenant a provoquer une réponse immunitaire ou encore, en augmentant leur sensibilité¢ a
l'attaque immunitaire. En outre, la chimiothérapie peut stimuler de facon directe des
effecteurs anticancéreux du systtme immunitaire ou subvertir des mécanismes
immunosuppresseurs. En conséquence, 1'état fonctionnel du systéme immunitaire de 1'hote a
un impact pronostique et prédictif majeur sur le devenir des patients atteints de cancer, traités

par chimiothérapie conventionnelle ou ciblée [6].

L’efficacit¢ de certaines chimiothérapies conventionnelles, notamment les

anthracyclines et 1’oxaliplatine tient a leur capacité d’induire un type de stress et de mort
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cellulaire immunogéne (MCI) qui convertit les cellules mourantes des patients en vaccin
pouvant stimuler des réponses immunitaires anti-tumorales. Grace a une plate-forme de
microscopie a fluorescence permettant la détection automatique des caractéristiques
biochimiques de cette mort cellulaire particuliére, nous avons identifi¢ les glucosides
cardiotoniques (GCs) comme ¢étant des inducteurs de la MCI d'une efficacité exceptionnelle.
Cette découverte par criblage a haut débit de composés approuvés par la FDA, (Food and
Drug Administration) a été validée par des méthodes alternatives in vitro, suivis d’une étude
de la mécanistique d’induction de la MCI par les GCs. Ensuite, nous avons montré que les
GCs, en combinaison avec des chimiothérapies non immunogenes (cisplatine ou mitomycine
C) pouvaient vacciner des souris syngéniques contre une ré-injection de cellules cancéreuses
vivantes et que les effets antinéoplastiques de ces agents endommageants I’ADN pouvaient
étre potentialisés par les GCs dans les hotes immunocompétents mais pas dans les souris
immunodéficientes. Enfin, cette étude a été complétée par une analyse rétrospective de la
survie globale de patients atteints de carcinomes et traités par un GC couramment utilisé en
clinique dans la prise en charge de l'insuffisance cardiaque ou des troubles du rythme

supraventriculaire, la digoxine.

En raison de I’utilisation d’un procédé de criblage (et non d’une théorisation) et par
souci de logique argumentative, les GCs ne seront développés qu’a partir des résultats et dans
la discussion de ce manuscrit. Vous seront donc présentés ci-dessous, 1’historique et la
mécanistique de I’immunité anti-tumorale mais aussi les caractéristiques de I’'immunogénicité
des cellules mourantes avec une attention particuliere pour les trois paramétres biochimiques
essentiels a la MCI, a savoir I’exposition de la calréticuline a la surface membranaire, la
sécrétion d’ATP et le relargage d’HMGBI1. L’élucidation des modalités de la MCI est le
résultat d’un parcours long et difficile mais qui a permis, grace aux avancées technologiques

d’identifier de nouvelles thérapies potentielles pour le traitement prolongé du cancer.
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I-immunité anti-tumorale

A-L'immunosurveillance du cancer : naissance d'un concept controversé

L'une des questions les plus controversées en matiere d'immunologie depuis plus d’un
siécle a été de savoir si le systéme immunitaire pouvait détecter et éliminer des cellules
altérées par des événements mutationnels et épigénétiques. La polémique autour de la théorie
d’immunosurveillance ainsi que ses bases historiques et expérimentales ont permis de
caractériser les mécanismes moléculaires et cellulaires d’un concept plus large,
"I’ Immunoediting" du cancer, qui définit a la fois la complexité et la dualité¢ du réle du
systétme immunitaire dans la protection contre la formation tumorale et 1’échappement a la
destruction des variants tumoraux faiblement immunogenes.

L’ immunité anti-tumorale est une idée déja ancienne car elle fut utilisée des la fin du
19°™ siécle. Dans les années 1890, le chirurgien américain William B. Coley, considéré
aujourd’hui comme le « pére de I’immunothérapie du cancer », a décrit une rémission
spontanée chez plusieurs patients atteints de sarcomes, apres infection aigue par des toxines
bactériennes [7]. Il a alors découvert que d’autres pionniers de la médecine, notamment Louis
Pasteur, Robert Koch et Emil Von Behring avaient eux aussi observé une régression du
développement tumoral concomitante a I’infection par Erysipelas. WB Coley a donc injecté
un mélange de bactéries inactivées, appelés par la suite les « toxines de Coley », a un patient
inopérable présentant un stade avancé de la maladie. Cette premicre tentative d’utilisation du
systéme immunitaire pour lutter contre le cancer aboutit a une régression tumorale compléte,
le patient survécu 26 années supplémentaires et décéda d’une attaque cardiaque. Mais ce n’est
qu’en 1909 que la théorisation d’une protection contre les maladies néoplasiques par le
systéme immunitaire a été proposée par Paul Ehrlich [8]. Il faudra ensuite attendre les années
1950 et les progrés dans le domaine de I’immunologie pour argumenter 1’existence
d’antigeénes tumoraux. Les travaux de Medawar et de ses collégues ont ainsi permis de
clarifier le role essentiel des composants de I’'immunité dans le rejet de I’allogreffe [9]. Ils
observerent une destruction de tumeurs transplantées dans des souris non consanguines mais
cette vaccination fut plus attribuée au rejet du non-soi inhérent a allogreffe qu’a I’implication
d’un rejet tumoral spécifique. Par la suite, avec la disponibilit¢ de souches de souris
consanguines, il a été possible d’évaluer si les tumeurs étaient immunologiquement distinctes
des cellules normales. En 1957, Richmond Prehn et Joan Main ont montré que les sarcomes

induits par un carcinogeéne chimique (methylcholranthrene MCA) chez la souris, pouvaient
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stimuler une réponse immunitaire anti-tumorale capable d’entrainer un rejet aprés ré-
administration [10]. Cette vaccination contre les transplantations syngéniques démontra
l'existence d’antigénes tumoraux spécifiques. Quelques années plus tard, d’autres équipes ont
démontré que des souris syngéniques immunisées réagissaient contre les cellules tumorales de
méme type et non contre les cellules correspondantes non transformées [11].
L’enrichissement du concept par la notion d’immunosurveillance, apportée par MacFarlane
Burnet et Lewis Thomas proposa que les lymphocytes agissent comme des sentinelles
capables de reconnaitre et éliminer de maniere continue les cellules transformées naissantes
présentant des néo-antigénes spécifiques [12]. L’introduction de ce concept
d’immunosurveillance a été alors suivie par diverses expériences dont le but était de tester si
’altération du systeme immunitaire pouvait augmenter 1’incidence des cancers par rapport
aux hotes immunocompétents. Toutefois, un consensus sur I’apparition accrue des tumeurs
dans des souris immunodéficientes (thymectomie néonatale, sérum anti-lymphocytes) fut
difficile a trouver étant donné la discordance des résultats [13, 14] [15]. Stutman démontra
méme [’absence de différences significatives entre la formation des tumeurs induites
chimiquement chez les souris Nude CBA/H (athymiques) et chez les souris de type sauvage.
Ainsi, étant donné la faible compréhension des déficiences immunologiques des modeles de
souris Nude a disposition a cette €poque, ces résultats suffirent a convaincre la communauté
scientifique et conduisit a I’abandon du concept d’immunosurveillance du cancer. Méme les
programmes d’identification de molécules anticancéreuses négligérent la possibilité que les
réactions immunitaires puissent contribuer a 1’efficacité du traitement puisque depuis 1976, le
NCI « National Cancer Institute » utilise des modeles murins immunodéficients pour
identifier les molécules d'intérét via la xénotranplantation de tumeurs humaines [16].

Nous savons désormais que les souris Nude ne sont pas totalement immuno-
déficientes, elles possédent en I’occurrence un systéme immunitaire inné et d’autres
populations lymphocytaires fonctionnelles : des lymphocytes portant les TCR af, des cellules
T yo et des cellules NK, dont le développement est indépendant du thymus [17, 18]. De plus,
il a été démontré que les souris de souche Nude CBA/H expriment une enzyme (I’hydroxylase
aryl) ayant une activité spécifique pour la conversion du MCA, les rendant plus fortement
sensibles a I’induction tumorale [19]. A partir des années 1960, les premicres manipulations
immunitaires chez I’Homme débutérent avec les greffes de moelle osseuse, correspondant a
des transferts de cellules souches hématopoiétiques et donc du systéme immunitaire du
donneur vers le corps du receveur. En parallele de ces premiers essais d’immunostimulation,

I’intérét du bacille de Calmette-Guérin (BCG) dans le traitement du cancer de la vessie,

-14-



ravivé par Coe et Feldman, donne lieu en 1976 a un essai clinique d’inoculation intravésicale
du BCG conduit par A.Morales et al. Cet essai démontra une diminution significative du taux
de récidive du cancer superficiel de la vessie chez neuf patients. L’administration
intravésicale de BCG est actuellement efficace pour induire une immunité tumorale chez les
patients atteints d'un cancer de la vessie musculaire non invasif avec une réponse clinique de
50 a 70%. De trés récents travaux viennent de démontrer qu’une administration répétée de
BCG vivant était nécessaire pour obtenir une robuste infiltration tumorale de cellules T et un

apprétement de ces cellules productrices d’interferon y (IFN- y) [20].

B-Révision du concept et immunoediting du cancer

Plus récemment, le développement des technologies de manipulation génétique
comme la production de souris transgéniques ou d'anticorps monoclonaux spécifiques de
certains composés du systéme immunitaire ont permis de tester de mani¢re non équivoque et
de caractériser moléculairement la théorie d'immunosurveillance.

Ainsi, au début des années 1990, Pierre van der Bruggen et ses collégues ont identifié
pour la premiére fois un gene codant pour I’expression d’un antigéne de mélanome humain
MZ2-E, non retrouvé dans les tissus normaux. Quelques années plus tard, en 1994, I’équipe
du Dr R. Schreiber, en utilisant des approches de transplantations tumorales, a montré que des
fibrosarcomes immunogenes avaient une croissance plus rapide et plus efficace dans des
souris traitées par des anticorps neutralisants, spécifiques de I’'IFN-y [21]. En outre, des
expériences sur les souris 129/SvEv, déficientes pour le récepteur de I'IFN-y et la
signalisation dépendante de STATI ont révélé qu’elles étaient 10 a 20 fois plus sensibles a
I’induction tumorale par le MCA (methylcholanthréne) que les souris WT [22]. Ainsi, la
production endogeéne d'IFN-y constitue la base de la surveillance tumorale par le systéme
immunitaire, en contrdlant a la fois la formation de sarcomes induits par carcinogéne et
I’apparition spontanée de carcinomes épithéliaux [22]. En parallele, des études
complémentaires sont venues enrichir la connaissance du fonctionnement et des effecteurs de
I'immunosurveillance avec la démonstration de l'importance de la perforine, des cellules NKT

et des cellules T yd dans la protection contre la carcinogénése [23] [24] [25].
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1. La phase d’élimination

1.1 Développement de tumeurs chez des souris immunodéficientes

L'immunité anti-tumorale est soutenue par de nombreuses constatations
expérimentales murines. Il existe a ce jour trois modeles de cancer chez la souris, appropriés a
l'examen de "l'immunoediting" du cancer : les tumeurs induites par un carcinogéne, des
tumeurs spontanées qui surviennent lors du vieillissement et le développement de tumeurs
chez des souris génétiquement prédisposées au cancer. Ainsi, il a ét¢ démontré dans ces
modeles que divers types cellulaires, notamment les cellules T aff, T yd, les cellules NKT et
NK mais aussi les éosinophiles ainsi que les molécules effectrices : perforine, TRAIL, ou
encore les cytokines IFN-y et IL-12 ¢étaient impliqués dans les processus d'élimination et
"d'immunoediting" des tumeurs (tableaux 1, 2 ,3). Ces observations démontrent donc un réle
essentiel des cellules provenant a la fois des systemes immunitaires innés et adaptatifs dans
I'élimination des tumeurs induites, spontanées et provenant de modeles génétiques. Enfin, il
est important de rappeler que des variations existent au niveau de certains effecteurs mais ces
différences pourraient étre expliquées par des niveaux de régulation de l'immunité et de

tolérance spécifiques a chacun de ces modéles expérimentaux [26].

Tableau 1. Sensibilité a 'induction tumorale par un carcinogéne de souris immunodéficientes.
(Adapté de Vesely MD et al., Annu.Rev.Immunol. 2011)

Sensibilité a I'induction tumorale par un carcinogéne de souris immunodéficientes

Génotype Déficit immunitaire Observations Références
v v Cellules T, cellules B, - (27, 28]
Ragl’ ou Rag2 Cellules NKT /N Sarcomes induits par MCA
™ SarcoTj;;nuizlzzgar:é?SCA et des 29, 30]
_/_
fng IFN-y 1 Lymphomes induits par MNU
va Insensibilité a I' IFN-a, Lo
Statl IEN-B, IFN-y /N Sarcomes induits par MCA [22]
Pfo”” Perforine /N Sarcomes induits par MCA [29]
Cds0”-Cds6”" CD80 and CDS6 N Tumeurs cutanessvmdwtes par rayons (31]
Déplétion NK1.1 Cellules NK et cellules NKT /N Sarcomes induits par MCA [32]
Transgéniques . - ‘N Tumeurs cutanées induites par
RAEL Signalisation NKG2D DMBA/TPA [33]
Trail”~ TRAIL N Sarcomes induits par MCA [34]
‘N Tumeurs cutanées induites par
n2a”" IL-12 DMBA/TPA [30, 35]
1 Lymphomes induits par MNU
Ccl11771157" Eosinophiles /N Sarcomes induits par MCA [36]
Terb™”™ Cellules T af {J' Sarcomes induits par MCA [25]
-/~ Cellules T-dépendantes Lo
Cdid de CD1d /N Sarcomes induits par MCA [37]
Terd ™ Cellules T y6 /N Sarcomes induits par MCA [25]




Tableau 2. Développement de tumeurs spontanées de souris immunodéficientes. (Adapté de

Vesely MD et al., Annu.Rev.Immunol. 2011)

Développement de tumeurs spontanées de souris immunodéficientes

Génotype Déficit immunitaire Observations Références
Cellules T, cellules B, , . . . .
Rag2”" Cellules NKT; insensibilité 2 Adénomes '”te:]t:r’:r‘:; ﬁg:”ocarc'mmes [27]
Stat1”” I''FN-a., IFN-B, IFN-y
Lymphomes et adénocarcinomes
v IFN-y ) (38]
Ifng pulmonaires
Pfp”" Perforine Lymphomes [32]
Trail 7~ TRAIL Lymphomes [39]
Lmp2™”~ Apprétement antigénique Néoplasmes utérins [40]
gld mutant Mutant FasL Plasmocytomes [41]
112rb2”" IL-12RB2 Plasmocytomes et. carcinomes (42]
pulmonaires

Tableau 3. Augmentation de la fréquence des cancers dans des modéles génétiques murins

immunodéficients. (Adapté de Vesely MD et al., Annu.Rev.Immunol. 2011)

Augmentation de la fréquence des cancers dans des modeles génétiques murins immunodéficients

Génotype Déficit immunitaire Observations Références
Ifngr1™”” Insensibilité a I'IFN-y Développement d'un spectre plus large de (22]
Trp53'/' (Absence de p53) tumeurs que pour les souris Trp53'/'

v | ibilité a I'lFN-
Statl // nsenlilll\allé e”:aN v @ Développement d'un spectre plus large de [22]
/- -pb, - . ~/-
Trp53
rp5 (Absence de p53) tumeurs que pour les souris Trp53
o
Trp53*" (Hétérozygotie pour p53) plusp 7 g +/_p
rp53
pr_/_ Perforine Devgloppement’d ad’enocarcmomes
Y aas mammaires plus précocément que pour les [43]
Her2/neu (Fond génétique Her2/neu) souris Her2/neu
wa Semi-invariant Val4-ja résultant en Développement de carcinomes plus
Jal8 .
TRAMP I'absence de cellules NKT agressifs et plus précoces que pour les [44]
(Fond génétique TRAMP) souris TRAMP
Trail”’- TRAIL Développement de lymphomes et de
a e . lus précocément que pour les [39]
Tro53" Hét t sarcomes p t
rp5 (Hétérozygotie pour p53) souris Trp53+/
Kirkd " NKG2D carcinomes de 3 prostate et plus précoce 145
TRAMP F Snéti TRAMP
(Fond génétique ) que pour les souris TRAMP

Abréviations: cd, cluster of differentiation; Ifn, interferon; 7/, interleukin; MCA, methylcholanthrene; MNU, N-
methyl-N-nitrosourea; NK, natural killer; NK1.1, NK cell-associated antigen 1.1; NKG2D, NK group 2,
member D; NKT, natural killer T; Pfp, perforine; RAE, retinoic acid early transcript, Rag, recombination
activating gene; Statl, signal transducer and activation of transcription 1; Tcr, T cell receptor; TPA, 12-O-
tetradecanoyl-phorbol-13-acetate; Trail, TNF-related apoptosis-inducing ligand UV, ultraviolet. FasL, Fas
ligand; gld, generalized disease mutant mice; 7/12rb2, interleukin-12 receptor subunit f2; Lmp2, low-molecular-
mass protein 2.Her2/neu, human epidermal growth factor receptor 2; Jal8, Jal8 joining gene segment of TCR;
Kirkl, killer cell lectin-like receptor subfamily K, member 1; M/hl, mutL homolog 1; TRAMP, transgenic

adenocarcinoma of the mouse prostate; 7rp53, transformation related protein 53.
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1.2 La phase d’élimination : arguments cliniques, statistiques et histologiques

Chez I’Homme, les preuves d’une surveillance du cancer par le systéme immunitaire
sont apportées par plusieurs observations cliniques et arguments histologiques.

Tres tot, de nombreuses études ont suggeré que les personnes immunodéficientes, des
patients transplantés sous traitements immunosuppresseurs [46] ou des individus avec des
immunodéficiences primaires [47], présentaient un risque relatif de développement tumoral
significativement plus élevé. Une corrélation positive entre la durée d’immunosuppression
induite pharmacologiquement et I’incidence des cancers étaye en outre ’existence d’une
immunosurveillance du cancer chez I’Homme [48]. La prévalence du cancer chez les grands
greffés a été observée dans une gamme de situations de transplantation en utilisant une variété
d'immunosuppresseurs. Ainsi, les patients recevant des greffes de rein présentent une
incidence globale de malignité trois fois supérieure a la population générale. Bien que les
tumeurs malignes associées aux virus prédominent, il y a aussi un risque accru de développer
des cancers coliques, pulmonaires, pancréatiques, rénaux, endocriniens, [49], ORL, vésicaux
ou des mélanomes malins de novo, approximativement quatre fois plus important que celui de
la population générale au méme age [50]. Beaucoup de cancers (lymphomes non
Hodgkiniens, sarcomes de Kaposi, carcinomes génito-urinaires) ont cependant une étiologie
virale et sont liés a des infections par le virus d’Epstein-Barr, le herpésvirus humain 8 ou
encore les papillomavirus humains oncogeénes. Ces pathologies malignes ont une fréquence
d’apparition plus élevée chez les patients atteints du virus d’immunodéficience humaine
(VIH) [51]. L’incidence des tumeurs non virales chez les patients atteints du VIH est moins
documentée. Toutefois, des preuves d’une fréquence accrue des cancers solides ont été
apportées, particulicrement pour les adénocarcinomes pulmonaires [52], et cela
indépendamment de la consommation tabagique [53]. En outre, il a ét¢ montré chez des
patients porteurs de mutations dans les deux alleles du gene de la perforine (PRF1),
conduisant a une lymphohistiocytose hémophagocytique familiale, que 50% d’entre eux
développent au moins une hémopathie maligne avant I’adolescence, suggérant un rdle
¢éventuel de la perforine dans la protection contre les hémopathies malignes chez I’Homme
[54].

Des preuves cliniques soutiennent aussi la théorie de la phase d’équilibre de
I’immunoediting [26]. Tout d'abord, il faut noter I'existence d'une réponse immunitaire contre
les cellules pré-néoplasiques, retrouvées dans les gammapathies monoclonales de

signification indéterminée (MGUS) ou dans les myélomes indolents. Le controle par le
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systéme immunitaire de ces cellules qui peuvent éventuellement évoluer vers un myélome
multiple est compatible avec la phase d'équilibre [55]. Du reste, une multitude d’observations
cliniques suggerent que les cancers puissent rester quiescents chez les patients pendant de
nombreuses années, dépassant parfois 20 ans, avant que la pathologie maligne ne progresse a
des niveaux cliniquement décelables [56]. A titre d’exemple, 20-45% des patients atteints de
cancer du sein ou de la prostate rechutent, souvent des décennies plus tard [57] [58]. Le délai
prolongé¢ entre la rémission du cancer initial et la récidive peut, en partie, s'expliquer par des
contraintes immunologiques sur les cellules cancéreuses persistantes. Cette maladie résiduelle
minimale a une importance majeure car la grande majorit¢ de la morbidité et la mortalité
associée au cancer est imputable a des lésions métastatiques provenant de cellules souches
cancéreuses [3].

La corrélation positive entre la fréquence des lymphocytes infiltrant les tumeurs
(TILs) et la survie des patients sous-tend I’importance de I’immunité anti-tumorale.
L'association initiale entre le pronostic favorable du patient et les TILs a d’abord été observée
chez les patients atteints de mélanome [59] ou il a été signalé que des niveaux élevés de
cellules T CD8 + infiltrant étaient corrélés a une meilleure survie des patients que ceux avec
un faible nombre de lymphocytes. D¢s lors, divers antigénes spécifiques des mélanomes ont
¢t¢ identifiés [60]. Toutefois, les lymphocytes T CD8+ ne sont pas les seules cellules
infiltrantes associées a une amélioration du pronostic, on retrouve aussi les cellules NK, ou
les cellules NKT dans différents types de tumeurs solides dont les tumeurs ovariennes [61] et
coliques [62]. Enfin, dans certains cas rares, il a été observé des régressions spontanées de
tumeurs associées a un infiltrat de cellules immunitaires au sein par exemple de carcinomes
de peau infiltrés par des lymphocytes T CD4+ [63] ou encore de lymphomes [64] et de
tumeurs pulmonaires [65].

Concernant les cancers colo-rectaux, on peut également souligner les résultats des
travaux de J.Galon et de son équipe (Figl). Des analyses provenant de larges cohortes de
patients ont pour la premiere fois, démontré que le systétme immunitaire adaptatif pouvait
prévenir les premiers signes d’apparition de 1’invasion métastatique que constituent les
emboles tumoraux intra-vasculaires. En effet, ils ont détecté au sein de tumeurs colorectales
précoces des marqueurs d’une réponse cytotoxique anti-tumorale et notamment 1’expression
de Granzyme B/Granulysine et de plusieurs marqueurs d’activation, de différenciation, de
migration et de mémoire des cellules T [66]. En outre, ils ont démontré que 1’orientation
fonctionnelle, la densité et la localisation au sein de la tumeur de D’infiltrat immunitaire

étaient des déterminants du pronostic de survie et de récidive du patient. Ainsi, ils proposent
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que ’analyse in situ de Dinfiltrat immunitaire d’une tumeur puisse étre utilisée en tant

qu’outil pronostic chez les patients [67].

Overall Survival (%)
Overall Survival (%)

1 P<000]

Months Months

Figl. Courbes de survie globale (Kaplan—Meier) en présence ou en absence d’invasion

lymphatique et d’invasion métastatique précoce (VELIPI) par des lymphocytes T (CD45
RO+), chez 959 patients atteints de cancer colorectal. (Pagés et al, N Engl ] Med 2005)

Toutefois, l'infiltration tumorale par certains leucocytes, tels que les macrophages et
les Tregs (T régulateurs), a parfois un impact négatif sur la survie des patients [68]. Un
désaccord existe néanmoins concernant l'importance des cellules Ty, dans les tumeurs,
certains groupes ont corrélé la présence de cellules Treos Foxp3 + a un mauvais pronostic pour
les cancers ovariens et du pancréas [69] [70], tandis que d'autres groupes ont signalé un
meilleur pronostic des individus ayant des cellules Trg dans les échantillons de tissus
tumoraux de colon et de cancer ORL [71] [72]. Les raisons de ces différents résultats ne sont
pas claires mais peuvent étre liées au type de tumeur maligne impliquée. Les macrophages
sont aussi trés souvent retrouvés parmi ’infiltrat leucocytaire des tumeurs solides. Ils sont
présents dans une diversité de cancers chez I’Homme dont les cancers du colon, les

mélanomes, les cancers du rein, du poumon, de I’ovaire et du sein [73].
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1.3 Immunité innée et adaptative anti-tumorale
1.3.1 Reconnaissance : antigeénes tumoraux et signaux de danger

Bien que les tumeurs dérivent des cellules du « soi », elles sont caractérisées par une
grande instabilité génétique a I’origine de la formation de nouvelles protéines (néoantigenes)
ou de I’expression ectopique ou anormalement ¢levée de molécules qui les rendent différentes
du « soi ». Un des ¢éléments essentiels a 1'immunothérapie serait la découverte d'un antigene
tumoral idéal, c'est a dire, exprimé de fagon stable par la tumeur, absent des tissus normaux et
indispensable a la survie de la cellule cancéreuse. Un tournant décisif dans cette recherche a
été 1'adoption d'une approche appelée autologous typing dans laquelle les cellules tumorales et
normales provenant d'un patient sont utilisées comme cibles pour la reconnaissance
immunitaire spécifique par des anticorps et des lymphocytes T CD8+ propres a ce méme
patient [74] [75]. Grace a cette technique et l'utilisation de clonage génétique dans des
bibliothéques de cosmides [76], plusieurs molécules clés, et notamment une famille
d’antigeénes spécifiques, ont ¢été identifiées comme étant des antigénes tumoraux : les
antigénes "cancer-testicules" (CTA). Il s'agit de protéines exprimées par les cellules tumorales
de différents types histologiques mais absentes des cellules normales, a I'exception des
cellules germinales et des trophoblastes [60], révélant un réle important de la ré-activation du
programme gamétogénétique normalement silencieux dans les cellules somatiques, dans la
tumorigénese [77]. La liste des CTA a été ensuite considérablement élargie par le
développement d’une technique plus aboutie, développée par Pfreundschuh et ses collégues
[78]. Ils ont réussi a identifier plus de 20 CTA différents grace a des bibliothéques
d’expression d’ADNc phagique recombinant et I'immunocriblage des sera autologues des

patients [79].
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Les principaux antigénes tumoraux reconnus comme étrangers par le systéme immunitaire ont

¢été classés en cing catégories et résumés dans le tableau suivant.

Tableau 4. Classification des antigénes tumoraux définis. (Adapté de Srinivasan et Wolchok
J Transl Med. 2004) [80]

‘ Antigénes Exemples Références
"Cancer/testicules" (CTA) MAGE, BAGE, GAGE, NY-ESO-1 [76, 81]
be différenciation Tyrosinase, TRP1/gp75, TRP2, gp100, Melan-A/MART1, gangliosides, [82-84] [85]
PSMA (86, 87]
[88, 89]
Mutationnels p53, ras, B-catenine, CDK4, CDC27, a-actinine 4 [90, 91]
[92, 93]
Surexprimés HER2, WT1, EphA3, EGFR, CD20 [94-97] [98]
Universal antigens Télomerase, Survivine [99, 100]

Abréviations: Her2/neu, human epidermal growth factor receptor 2; Wilm's Tumor 1 (WT1) and Ephrin receptor
(Eph3) proteins; prostate specific membrane antigen (PSMA); Tyrosinase Related Protein-1 (TRP)-1; MAGE
Melanoma-associated antigen, gp glycoprotein.

Un autre mécanisme, récemment identifié, par lequel le systétme immunitaire inné
discrimine les cellules normales des cellules transformées implique l'interaction du récepteur
d’activation NKG2D (natural killer group 2 member D), exprimé sur les cellules NK, les
cellules T yo et les cellules T CD8 af avec des ligands spécifiques de la tumeur, induits par
un stress génotoxique, une infection virale ou par transformation médiée chimiquement [101].
Chez ’'Homme comme chez la souris, les ligands NKG2D ont un niveau d‘expression faible
dans les cellules normales et ¢élevé dans les cellules tumorales ou infectées. Ces ligands sont
répartis en deux grandes familles de protéines, structurellement proches des molécules du
CMH de classe I mais n’interagissant pas avec la 2 microglobuline: les familles MIC (MHC
class I chain-related proteins A and B) et RAET-1. La famille MIC : MICA, MICB et ULBPs
(UL16 binding proteins) est retrouvée exclusivement chez I’Homme, la famille RAET-1
(retinoic acid early transcript 1) est en revanche présente dans les deux espéces [102].
MICA/B sont des protéines fréquement exprimées a la surface des carcinomes primaires du
poumon, du rein, des ovaires, du colon [103] et du foie [104] mais aussi des mélanomes
[105]. Chez la souris, NKG2D se lie aux protéines Rae-1, a D’antigéne mineur
d’histocomptatibilit¢ H60 [106][107] et a MULT]1 (mouse ULI6 binding protein-like
transcript 1) [108]. L’expression de ces trois ligands de NKG2D a été observée dans un large
panel de tumeurs murines et est suffisante pour induire le rejet de plusieurs tumeurs

transplantables [109].
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1.3.2 Mécanismes et effecteurs des réponses immunitaires innée : NK, NKT, T yb et
adaptative : CD4, CDS8, IFNs

Le processus d'é¢limination des cellules tumorales comprend 1’activation de réponses
immunitaires innées et adaptatives. Pour la réponse immunitaire innée, plusieurs cellules
effectrices telles que les cellules NK, NKT et les lymphocytes T yd sont activées par les
cytokines inflammatoires (TNF-a, TGF-f, IL-1§, IL-6, IL-10, IL-12) libérées par les cellules
tumorales naissantes, les macrophages et les cellules stromales qui entourent les cellules
tumorales [110]. Les cytokines secrétées recrutent de nombreuses cellules immunitaires qui
vont a leur tour produire des cytokines pro-inflammatoires comme 1I’IL-12 et I'IFN-y. La lyse
des cellules tumorales par les cellules NK relargue ensuite des antigénes tumoraux qui vont
permettre une réponse immunitaire adaptative [32] [111] [112]. Les cellules NK vont
promouvoir la maturation et la migration des cellules dendritiques (DCs) aux nceuds des
ganglions lymphatiques drainants (TDLNs) améliorant ainsi la présentation antigénique aux
cellules T naives pour I’expansion clonale des lymphocytes T cytotoxiques (CTLs). Les
lymphocytes T spécifiques des antigénes tumoraux sont recrutés au niveau du site tumoral
primaire et tuent directement les cellules tumorales [113].
En outre, les 4 phases suivantes ont été proposées pour le processus d’élimination :
1- Reconnaissance des cellules tumorales par le systéme immunitaire inné : lorsqu’une tumeur
solide atteint plus de 2-3mm, elle requiert un afflux sanguin supplémentaire et un remodelage
stromal pour poursuivre la progression tumorale. Cet environnement induit des signaux pro-
inflammatoires conduisant au recrutement des cellules NK, NKT, T yd, des macrophages et
des DCs au site tumoral [114] [115]. Les cellules transformées exprimant les antigénes
tumoraux précédemment cités peuvent étre reconnues par ces cellules produtrices d’INFy
[116].
2- Maturation et migration des DCs et présentation croisée aux cellules T : I'IFN-y exerce un
controle des tumeurs via des effets anti-prolifératifs [117], angio-statiques [118] et pro-
apoptotiques [119]. Certaines chimiokines provenant de la tumeur et des tissus non tumoraux
du microenvironnement comme CXCL10 (1P10), CXCL9 (MIG) et CXCL11 (I-TAC)
bloquent la néovascularisation de la tumeur, tout en continuant a induire la mort des cellules
tumorales [120]. Les cellules tumorales nécrotiques sont ingérées par les DCs immatures
(IDC) qui ont maturé en présence de molécules pro-inflammatoires et ont migré vers les

TDLNS.
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3- Production de cellules T spécifiques des antigénes tumoraux:

Les cellules NK infiltrant la tumeur et les macrophages producteurs d’IL-12 et d’IFN-y vont
détruire les cellules tumorales par ’activation de mécanismes cytotoxiques comme la
perforine, TRAIL et la production de ROS (reactive oxygen species) [121] [122]. Dans les
TDLNs, les DCs présentent les antigenes tumoraux aux cellues T CD4+ naives qui se
différencient en cellules T CD4+ permettant le développement des lymphocytes T CD8+
spécifiques des antigénes tumoraux et leur expansion clonale.

4- Migration des cellules T CD4+, CD8+ spécifiques des antigenes tumoraux au site primaire
tumoral, ¢limination des cellules par les CTLs, amplifiée par 'IFN-y et sélection des cellules

de faible immunogénicité [27] [123].

2. La phase d’équilibre

De manicre générale, une phase de latence prolongée est fréquemment observée dans
le développement tumoral et la notion de phase d’équilibre de I’'immunoediting est venue
compléter un ancien concept déja connu qu’est la quiescence tumorale [124]. L’état de
dormance du cancer reste toutefois mal compris méme si de nombreuses données cliniques
(précédemment citées) soutiennent son existence. L’implication de divers mécanismes a
cependant ét¢ mise en évidence, comme la quiescence cellulaire « intrinséque » (arrét en
phase GO-G1) ou encore la dormance angiogénique « extrinséque », au cours de laquelle la
prolifération est compensée par I’apoptose (dlie a un faible vascularisation limitant 1’apport de
sang). Ces mécanismes de dormance tendent a favoriser un échappement au contrdle par le
systtme immunitaire, mais il est aussi envisageable que la faible prolifération tumorale
(infraclinique) soit le fait d’une activation du systéme immunitaire faisant intervenir des
cellules T CD8+, de I'[FN-y et des anticorps qui maintiendrait la croissance tumorale.
Récemment, de petites 1ésions inertes contenant des cellules tumorales en phase d’équilibre
ont ét¢ mises en évidence par MJ Smyth [125]. De plus, il a été observé que les tumeurs
dormantes ne se développaient dans des hotes immunocompétents qu’apres déplétion de
lymphocytes T ou neutralisation de I’IL-12 ou de I’'IFN-y par des anticorps monoclonaux. En
revanche, aucun effet n’a été remarqué avec la déplétion des cellules NK ou la neutralisation
des signalisations NKG2D et TRAIL. Morphologiquement, les cellules de la 1ésion en
dormance ont montré des caractéristiques des cellules cancéreuses avec des noyaux ¢élargis,

des degrés variables d’atypie et la présence de cellules T CD3+, de cellules B220+ et de
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phagocytes mononucléés F4/80+. Ces résultats suggerent donc qu’une immunité adaptative,

hautement spécifique est a I’origine du maintien en phase d’équilibre (Fig2) [126].

1‘0—WT+C|g Fig' 2: Le systéme immunitaire ‘adaptatif
0.8 maintient les sarcomes MCA induits a
0.6- I’état d’équilibre. 16 souris C57BL/6 WT
0.4+ l ont été traitées par 25 ug de MCA. A partir
o~ 0.2 du jour 200, 13 souris sans tumeur ont été
S 45 / /m traittes  hebdomadairement par des
§ 0.8 WT +anti-CD4/ immunoglobulines controles et 15 souris
e “CDA/IPNy sans tumeurs ont été traitées par des
0.4 l anticorps anti-CD4/-CD8/-IFN-y. (Koebel
0zl CM et al, Nature 2007)
0.0 T f T
0 100 200 300

Time post MCA (days)

3. La phase d’échappement

Une fois la théorie d’immunosurveillance du cancer admise, il a fallu comprendre
pourquoi les cancers apparaissaient chez des individus immunocompétents. L’explication la
plus vraisemblable a été que le systéme immunitaire, lors de la formation tumorale pouvait
sélectionner des variants ayant une meilleure capacité de survie dans un environnement
immunologiquement intact (un comportement retrouvé avec les bactéries, virus et parasites).
Des études sont venues corroborer cette hypothése puisque 40% des tumeurs de souris
RAG2/ ont été rejetées dans des hotes immunocompétents alors que la totalité¢ des tumeurs
provenant des souris WT ont eu une croissance graduelle, ce qui signifie que des tumeurs
formées en absence de systéme immunitaire intact sont plus immunogenes que celles

provenant d’hotes immunocompétents (Fig3) [27].
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Ainsi, comme le systéme immunitaire peut paradoxalement favoriser la croissance de tumeurs
susceptibles d'échapper a sa propre détection, I’immunosurveillance du cancer n'est plus le
terme adéquat pour décrire le concept qui, dans sa forme originale impliquait seulement les
phases initiales de la transformation cellulaire et un roéle purement protecteur. Est apparu
alors la notion "d’immunoediting” du cancer, terme décrivant a la fois des mécanismes
continus lors du développement tumoral, de protection et de sculpture de la réponse
immunitaire.

La théorie "d’immunoediting" des tumeurs ainsi élaborée (Fig 4), fait donc intervenir 3
phases appelées les 3 « Es » du cancer : Elimination, Equilibre et Echappement [127] [126].
Pendant la phase d'élimination, les systémes immunitaires innés et adaptatifs travaillent de
concert pour détruire la tumeur bien avant sa détection au niveau clinique. En revanche, si une
cellule cancéreuse variante n'est pas ¢éliminée pendant cette phase, sa croissance peut étre
maintenue en quiescence fonctionnelle par les cellules T, I'IL-12 et I'IFN-y, c'est la phase
d'équilibre. Mais suite a une pression de sélection Darwinienne des cellules tumorales
génétiquement instables, des variants peuvent émerger (modification des antigénes tumoraux
ou défaut dans 'apprétement antigénique) et n'étre plus reconnus par le systéme immunitaire
adaptatif. On peut aussi envisager qu'une insensibilité aux mécanismes d'action des effecteurs
immunitaires ou que l'induction d'un état immunosuppressif du microenvironnement puisse

étre a I'origine de la phase d'échappement.
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Fig 4. Immunoediting du cancer : réle du systéme immunitaire dans la suppression et la

promotion du cancer. Schreiber RD, Old LJ, Smyth MJ. Science. 2011 Précocémment dans le

développement tumoral, des signaux de danger comme les IFN de type I, des "DAMPS"
comme HMGBI1 ou des molécules de surface vont activer les immunités innées et adaptatives
pour détecter et détruire la tumeur avant qu'elle ne devienne cliniquement décelable. Des
variants cellulaires ayant survécu a la phase d'élimination vont rentrer dans la phase
d'équilibre ou seule I'immunité adaptative, représentée par les cellules T, I'IL-12 et I'TFN-y est
nécessaire au leur maintien a I'état de dormance. Apres une pression de sélection constante de
ces cellules génétiquement instables, ces variants peuvent n'étre plus reconnus par l'immunité
adaptative, devenir insensibles aux mécanismes des effecteurs immunitaires ou induire un état
immunosuppressif au niveau du microenvironnement tumoral. Ces cellules tumorales vont
alors entrer dans la phase d'échappement et promouvoir une croissance tumorale jusq'a

l'apparition clinique de la pathologie.
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Trés récemment, les travaux de I’équipe du Dr Screiber ont permis de prouver et
d’identifier certains mécanismes responsables de I’¢limination et de I’échappement tumoral.
Ils ont mis en évidence qu'un mutant R913L de la spectrine-f2 pouvait étre un antigéne de
rejet des sarcomes murins d42m1l. Ainsi, ils ont démontré que I’immunoediting du cancer se
faisait par un processus d’immunosélection lymphocytes T-dépendant qui pouvait promouvoir
la croissance de clones tumoraux pré-existants dépourvus du mutant spectrine-f2, hautement
antigénique. Ces résultats suggerent que la forte immunogénicité d'une tumeur non éditée
puisse €tre attribuée a 1'expression de protéines mutantes trés antigéniques pouvant conduire a
1ére

son ¢élimination (1 phase de la théorie). Et a I’inverse que 1’échappement par le systéme

immunitaire (3™ phase de la théorie) serait dii & un processus d’immunosélection dépendant
des cellules T et permettant la croissance des cellules tumorales n’exprimant pas ces antigenes

fortement immunogenes [128].

Fig 5. Le mutant spectrine-f2 est un antigéne de

A 5 rejet majeur des sarcomes MCA induits d42ml.
g ;2 y A.Croissance de cellules tumorales d42m1-ES3,
g ’g 15 > ; £ transduites avec la forme sauvage (n = 5, carrés) ou
5 12 /' i ‘o,’ mutante de la spectrine-B82 (n = 5, cercles) et de
é 4 e 55 "3'0 cellules controles d42m1-ES3 (n=5, triangles) B.

Days post-transplant

Croissance d'un mélange de 95% de cellules d42ml-

o9]

. d42m1 mixture T2 (spectrin-B2") et de 5% de cellules d42m1-T3
g (spectrin-B2 ) apres transplantation dans des souris
ég de type sauvage (n = 5, lignes solides, carrés pleins)
2 ou des souris Rag2-/ - (n = 2, lignes en pointillés,
é 00 o7 S < carrés vides). (Matsushita H et al, Nature 2012)

Days post-transplant

En réalité, les cellules tumorales peuvent échapper a la détection soit par un manque de
reconnaissance immunologique soit grace a l'induction d’une tolérance centrale ou
périphérique. En outre, dans un modele de cancer murin clonal et d'apparition sporadique
reflétant un long processus de transformation maligne, plus proche des cancers humains. G.
Willimsky et T. Blankenstein ont montré que les tumeurs méme hautement immunogenes

n'étaient pas capables d'induire une production de lymphocytes T cytotoxiques fonctionnels
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mais ont observé l'induction d'une tolérance a la persistance des antigénes tumoraux [129]. La
tolérance centrale est un processus par lequel les cellules T auto-réactives sont éliminées ou
converties en cellules Ty, dans le thymus [130]. Dans ce cas et en l'absence d'expression de
néoantigene, les tumeurs peuvent demeurer invisibles pour le systtme immunitaire adaptatif
et sont libres de se développer sans entrave. La tolérance périphérique est un processus
important par lequel les cellules T réagissant avec des antigénes du soi, non exprimés dans le
thymus, sont supprimées ou rendues non réactives en périphérie. Dans ce cas, un certain
niveau de réponse immunitaire anti-tumorale peut étre initi¢ de fagon transitoire et cela avant
que I’induction de la tolérance ne conduise a la progression tumorale [131].

En plus de I'induction de tolérance, les cellules tumorales peuvent acquérir des défauts
d'apprétement de I'antigéne et de voies de présentation facilitant 1'évasion de la
reconnaissance immunitaire adaptative. Dans les années 2000, il a été décrit que la perte ou la
sous-régulation de différentes molécules liées a la reconnaissance antigénique constituait un
mécanisme d’échappement (souvent utilisé par les microorganismes). Ainsi, que ce soit chez
I'Homme ou la souris, une perte des molécules de classe I du CMH a la surface des cellules
cancéreuses, apres une réponse partielle a une immunothérapie a base de cellules T ou dans
des tumeurs récurrentes de souris immunisées a été observée [132] [133]. Mais encore, la
perte de TAP-1 (composant de la machinerie intracellulaire qui facilite 1'apprétement et la
présentation antigénique), de la B2 microglobuline, de LMP2, de LMP7 et le développement
d’insensibilité¢ a I'IFN-y ou I'IFN-o/p par les cellules tumorales, empéche 1’élimination par
réponse & médiation cellulaire, conduisant de ce fait & une progression tumorale [134] [135].
Une version extréme de ce processus d'évasion se produit lorsque les tumeurs perdent la
capacité de réponse a 1'lFN-y, soit par mutation soit par inactivation épigénétique des genes
codant pour des composants de la signalisation du récepteur de I'lFN-y (IFNGR1, IFNGR2,
JAK1, JAK2, et STAT1) [136]. De méme, les tumeurs peuvent devenir méconnaissables par
les cellules du systéme immunitaire inné, par la perte de ligands pour les récepteurs effecteurs
des cellules NK, les récepteurs NKG2D [137] ou par D’activation constitutive de la
signalisation Stat-3 qui supprime 1’expression des signaux de danger pro-inflammatoires

permettant la maturation des cellules dendritiques (DCs) [138].
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Fig 6. Mécanismes d’échappement tumoral. (Vesely MD et al, Annu. Rev. Immunol 2011)
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Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor; IDO indoléamine 2,3-deoxygenase; iNOS Inductible Nitric
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Death Ligand 1; PGE2 prostaglandine-E2; TGF-p Transforming Growth Factor B; VEGF Vascular Endothelial
Growth Factor.

Les tumeurs échappent ou inhibent le systétme immunitaire par des mécanismes
intrinséques et extrinséques. Les altérations intrinséques peuvent avoir lieu par régulation
négative de la présentation antigénique (CMH), par régulation positive des inhibiteurs de
l'apoptose (Bcl-XL, FLIP), ou par expression de molécules de surface qui tuent directement
les cellules T cytotoxiques (PD-L1, FasL). En outre, les cellules tumorales sécrétent des
facteurs qui inhibent les fonctions effectrices des cellules immunitaires (TGF-, IL-10, le
VEGF, LXR-L, IDO, gangliosides, ou MICA solubles [103] ou recrutent des cellules
régulatrices générant des cytokines immunosuppressives (IL-4, IL-13, GM-CSF, I'lL1-B, de
VEGF, ou de PGE2).

Plus précisément, la sécrétion d'IL-4 et d'IL-13 induit le recrutement et la polarisation
des macrophages M2 (M2 M®) a partir de précurseurs my¢loides. Ces macrophages associés
aux tumeurs (TAM) sécrétent alors des molécules anti-inflammatoires, comme I’IL-10 et le
TGF-B, qui inhibent les réponses Thl anti-tumorales [139]. Ils favorisent ainsi la survie des
cellules tumorales, leur prolifération et leur migration, notamment par la sécrétion de facteurs

de croissance (ex: FGF, EGF) et la dégradation de la matrice extracellulaire (MMP) [140].
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Les TAM sont donc fortement impliqués dans le phénomene de perpétuelle cicatrisation qui
caractérise certaines tumeurs [141].

Les cellules T CD4+ CD25+ régulatrices (Tr.es) peuvent aussi inhiber les cellules T
effectrices spécifiques des antigénes tumoraux par le biais de multiples mécanismes, y
compris l'expression de CTLA-4. Ces cellules sont associées a une progression tumorale,
dans les cancers du poumon, du pancréas et du sein [142] [143] et sont corrélées a un mauvais
pronostic dans les cancers de 1’ovaire, du sein et du foie [144]. Chez les patients atteints de
cancer de ’ovaire, des Trys sont retrouvés dans I’ascite et dans la tumeur, majoritairement
dans les stades avancés de la maladie [69]. Les Ticgs sont attirés a la tumeur par la chimiokine
CCL22, sécrétée par les macrophages de 1’ascite et les cellules tumorales elles mémes.

Le caractere métastatique des cancers du sein chez certaines patientes a été corrélé a la
présence de cellules myéloides immatures (MDSC), mélange hétérogéne de macrophages et
de cellules dendritiques non fonctionnelles, comme 1’atteste leur faible capacité a présenter
les antigénes et a stimuler des lymphocytes T [145]. Le relargage d'IL-1B, de VEGF ou de
PGE2 (prostaglandines) peut entrainer 1'accumulation de ces MDSC qui peuvent inhiber la
fonction des cellules T en exprimant du TGF-B (transforming growth factor 1) de ' ARG1 et
de I'iNOS [146].

CONCLUSION PARTIE 1

Les tumeurs chimiquement induites ont joué un role essentiel dans I’histoire de
I’immunologie tumorale. Elles sont a 1’origine de la controverse sur I’importance d’un
contréle immunologique de la croissance tumorale. Mais elles ont aussi permis de fournir la
preuve de D’existence d’antigénes tumoraux spécifiques et par la suite, la premicre
démonstration du concept en trois phases de I’immunoediting du cancer. Cette controverse a
contribu¢ a ce que le NCI (National Cancer Institute) néglige l'importance du systéme
immunitaire dans I’efficacité des traitements. En outre, dans les premiers ages des thérapies
anticancéreuses, les marqueurs tumoraux spécifiques n’étant pas disponibles, les agents
antinéoplastiques conventionnels (y compris les produits chimiques endommageant I'ADN,
les anthracyclines, les antimétabolites, les poisons du fuseau mitotique et d'autres agents) ont
été sélectionnés pour leur capacité a tuer les cellules fortement prolifératives, 1'une des
proprietés les plus courantes des cellules tumorales [4]. De fait, cette cytotoxicité peut avoir
des effets immunosuppresseurs notables, soit directement en inhibant ou détruisant les

cellules effectrices du systéme immunitaire soit indirectement en induisant une anergie ou une
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paralysie immunitaire. Néanmoins, les thérapies conventionnelles anticancéreuses peuvent
aussi agir comme des immunostimulants par la subversion des mécanismes
immunosuppresseurs et par stimulation directe ou indirecte des effecteurs du systeme
immunitaire. Ainsi, la radiothérapie et certaines chimiothérapies peuvent induire des réponses
cellulaires rendant la mort des cellules tumorales immunogene, ce qui représente un atout
majeur pour I’élimination tumorale et la surveillance d’éventuelles cellules tumorales
résiduelles. L’immunogénicité des tumeurs mourantes est déterminée par une combinaison de
facteurs, incluant les mécanismes d’induction de la mort, le niveau de mort cellulaire,
I’environnement tumoral local et par conséquent la nature des cellules présentatrices
d'antigénes, présentes lors du relargage des antigénes tumoraux. La connaissance de ces
facteurs et la compréhension des mécanismes régulant le systéme immunitaire peuvent
permettre d’empécher la tolérance aux antigénes associés aux tumeurs et potentiellement étre

exploitées dans la conception d’immunothérapies efficaces contre le cancer [147].

Il- Immunogénicité des cellules tumorales mourantes

A- Effets immunostimulants des thérapies anti-cancéreuses conventionnelles

Les chimiothérapies ont longtemps ¢été associées au développement
d’immunosuppression systémique, elles sont d’ailleurs utilisées en clinique pour diminuer les
réponses immunitaires, pour le traitement par exemple, de maladies lymphoprolifératives ou
pour la prévention des rejets de greffe. Cinq catégories d’agents sont ainsi utilisés, les
radiations ionisantes, les corticostéroides, les agents alkylants, les sérums anti-lymphocytaires
et les anti-métabolites [148]. Toutefois, des études récentes ont démontré qu’a des doses plus
faibles, certains de ces mémes traitements pouvaient induire une augmentation des réponses
immunitaires anti tumorales (tableau n°5). Les proprictés immunostimulantes des
chimiothérapies ou des radiothérapies n’ont pas été totalement élucidées. Toutefois, certaines
sont associées a une augmentation de I’expression de molécules associées au stress provenant
des cellules tumorales mourantes ou endommagées, comme les ligands de NKG2D, Fas ou les
récepteurs de mort TRAIL et les HSPs qui rendent les cellules réceptives a des attaques
directes par le systétme immunitaire inné, incluant les cellules NK, les cellules NKT et les

cellules T yd [149].
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Tableau 5. Classification des effets immunostimulants connus de thérapies anticancéreuses

conventionnelles

Agent alkylant :

J nombre/fonction des Tregs
élimination sélective de

cyclophosphamide populations immunosuppressives [250]
Formation de liaisons
covalentes avec I'ADN
ine : | ti McCl
Sel de. plat.me nduction de [151]
oxaliplatine
N répertoire antigénique des
cellules tumorales [152]
Modification /M lyse induite par FasL [153]
de la structure Cassure de I'ADN Irradiation N expression de ligands de NKG2D [154]
de I'ADN " lyse des cellules tumorales par [155]
les cellules NK, NKT, LT y8, LT CD8
Induction de MCI
1
N lyse par LT {1:%
) | h i 4 bici /M vaccination par cellules [158]
Agents.m.terca ants/ Anthracyclines : ‘o.xoru icine tumorales sécrétant du GM-CSF
Inhibiteur de daunorubicine M ion des DC [159]
topoisomérases mitoxantrone aturation des DCs [160]
Induction de MCI
[155]
{ prolifération cellules B
(réponses humorales)
o T Lyse par LT [161]
'nh;b'r:'tf‘g:: la - (réponses cellulaires) [162]
y' ) Anti-métabolites . toxicité sélective contre les MDSCs [163]
d'acides gemcitabine )
nucléiques N expression des HSPs sur les [164]
cellules tumorales [165]
M phagocytose par DCs
o M phagocytose par DCs
) 'I"h'b't'oT 1 exposition membranaire des
Inhibiteur du proteo ¥se par 'a sous- : HSP9O0 sur les cellules mourantes [166]
rotéasome unite 265 Bortezomib Nréponse antitumorale T [167]
p (signalisation P
NF-KB)
S inhibition . ) . o
Inh@teuhr de Ber-Abl tyrosine Imatinib mesylate Induction repons:a immunitaire [168]
tyrosine kinase ki cellules NK dépendante
Inase
Sensibilisation Induction de MCl, [169]
alalumiére Photofrin thérapie Photodynamique Maturation cellules dendritiques,
laser relargage d’IL-1B
J fonctions Tregs
. Maturation des DCs
, Inh'b't,"?n d‘e la Taxanes : production de cytokines [170]
dépolymérisation des . . .
’ docetaxel paclitaxel inflammatoires [171]
poison du microtubules
(TNF-a, NO, COX-2)
fuseau
mitotique - -
"Alcaloides de la pervenche" : Production d’IL-1B, IL-6, IL-12
Destruction des vinblastine Réponses anti-tumorales CD8 [159]
microtubules vincristine Maturation des DCs
vinorelbine
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B- L’apoptose immunogéene ou mort cellulaire immunogéene (MCI)

L'apoptose est un type de mort cellulaire physiologique, considéré comme
immunologiquement silencieux, voire tolérogéne [172]. Les cellules apoptotiques sont
rapidement reconnues par les cellules phagocytaires en raison de la libération de divers
signaux "Find Me" [173]. Une fois reconnues par les cellules phagocytaires, elles sont
¢liminées suite a I’exposition membranaire de plusieurs signaux « eat me», comme la
phosphatidylserine, les opsonines, la lactoferrine [174] [175] et la suppression de signaux
«don’t eat me », comme les molécules CD31 et les molécules du systeme CD47/SIRPa qui
préviennent la phagocytose des cellules vivantes exposant la calréticuline [176]. Ce processus
de nettoyage n’induit pas de réponse immunologique majeure, grace au relargage de signaux
anti-inflammatoires comme 1’IL-10, le TGF-B1, les PGE2 et les PAF (platelet-activating
factors). La production de ces cytokines induit une différenciation des cellules T naives CD4"
en cellules Tregs €t cellules T helper 2 (Ty2) qui inhibent les réponses immunitaitres pro-

inflammatoires [177].

Le paradigme générallement accepté est que I’apoptose, forme physiologique de mort
cellulaire, se produit en 1’absence de motifs moléculaires associés au danger (DAMPs) et
favorise une tolérance immunogéne. A I’inverse, la nécrose qui résulte souvent de dommages
non physiologiques entraine une exposition des DAMPs et par conséquent une activation des
effecteurs immunitaires et inflammatoires car les DAMPs possédent le méme type de
récepteurs de reconnaissance que les PAMPs (motils moléculaires associés aux pathogénes)
[178]. Néanmoins, cette vision manichéenne de I’induction de 1’immunogénicité est une
simplification excessive car ce concept peut €tre remis en cause. En effet, il a ét¢ démontré
que dans certains cas, les antigénes provenant de cellules apoptotiques pouvaient déclencher
des réponses immunitaires efficaces [177] et qu'inversement la nécrose pouvait étre exécutée
de maniére programmée et hautement régulée [175]. Ainsi, il apparait désormais plus
judicieux de concevoir que l'immunogénicité de la mort cellulaire est déterminée par
I’induction de DAMPs et non par le type de mort cellulaire [179]. In vivo, I’apoptose
immunogene a été mise en évidence grace a des études montrant qu’une mort cellulaire
dépendante des caspases pouvait produire une vaccination anti-tumorale, basée sur

I’activation des DCs [155].
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L’induction d’une immunité antitumorale efficace en réponse a la chimiothérapie (in
vitro et in vivo) a été observée pour la premicre fois, dans des souris immunocompétentes,
apres traitement des cellules tumorales par une anthracycline, la doxorubicine (Fig7). Les
cellules tumorales mourantes, injectées sans adjuvant, ont ainsi montré la capacité a
provoquer une réponse immunitaire capable de réprimer la croissance des tumeurs inoculées
ou d’induire une regression tumorale dans des modeles de néoplasies établis. Toutefois, bien
que la doxorubicine et une autre chimiothérapie, la mitomycine C induisent toutes les deux
une mort cellulaire apoptotique par activation des caspases, seule la mort cellulaire par
doxorubicine s’est avérée immunogéne [160]. Etonnamment, les différentes chimiothérapies
ne sont pas équivalentes dans leur capacité a induire une mort immunogéne des cellules
cancéreuses. Sur 25 chimiothérapies testées pour I’induction d’une réponse immunitaire
protectrice contre une ré-inoculation de cellules vivantes, seule quatre, I’oxaliplatine et trois
anthracyclines se sont avérées efficaces. Et cela méme si tous les agents étaient
particulierement cytotoxiques et équivalent dans leur capacité d’induction de 1’apoptose [180]
[181].
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Fig 7. Comparaison des effets des anthracyclines sur I’évolution tumorale dans des souris
immunodéficientes et immuocompétentes. Observation de 1’induction d’une regression
tumorale dans les souris immunodéficientes et d’une vaccination anti tumorale (protection
prolongée) dans les souris immunocompétentes. (Casares N et al., ] Exp Med 2005)

En outre, d’autres études ont montré que de nombreux types de lignées cancéreuses chez la
souris (y compris les cellules du cancer du colon CT26, les fibrosarcomes MCA205, les
cellules de cancer du sein TSA, la lignée GOS d'ostéosarcomes et les thymomes EL4)
répondaient a une chimiothérapie a base d'anthracyclines ou d'oxaliplatine plus efficacement
quand ils étaient implantés dans des souris syngéniques immunocompétentes que dans des

hétes immunodéficients [160]. Mais encore, il a été mis en évidence que la déplétion des
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cellules T CD8 +, comme I’extinction du geéne (KO) de I'IFN-y ou de son récepteur
réduisaient I’efficacité de la chimiothérapie de la méme maniere que I’extinction du géne de
la recombinase Rag2 (absence de lymphocytes B et T, donc de I’immunité adaptative) [182].
Enfin, ces observations sont en lien avec des études cliniques révélant que les cellules T
productrices d’IFN-y sont des effecteurs efficaces de I’'immunité anticancéreuse [183] [184].
Les cellules succombant a cette mort cellulaire immunogéne vont subir certaines
modifications définies par un modele spatio-temporel précis. Celui-ci est caractérisé par la
mise en place de signaux d’apparition séquentielle, dont le plus précoce est I’exposition a la
surface membranaire de la protéine la plus abondante du réticulum endoplasmique, la
calréticuline (CRT). Ensuite, a un stade apoptotique, la sécrétion du plus abondant métabolite
intracellulaire, ’ATP et enfin a un stade post-apoptotique voire nécrotique secondaire, la
libération d’un facteur pro-immunogene, la protéine non histone liant la chromatine, High-
mobility group protein Bl (HMGBI1) peuvent déterminer si une mort cellulaire est

immunogene lorqu’ils apparaissent dans le microenvironnement des cellules mourantes.

C- Les chaperokines, calréticuline, HSP90, HSP70 : des signaux de danger (DAMPs)
essentiels a la phagocytose des cellules mourantes

Plusieurs DAMPs ont récemment ¢té identifiés comme étant indispensables a
I’apoptose immunogene. Un de ces signaux « eat me » principaux est 1’exposition a la surface
cellulaire de la calréticuline (ecto-CRT) car I’extinction de son gene par siRNA anihile
I’immunogénicité des cellules cancéreuses mourantes [155]. La calréticuline (CRT) est une
protéine hautement conservée de 46 kDa, liant le Ca®" et localisée principalement dans la
lumiére du réticulum endoplasmique (RE). Elle posséde diverses fonctions cellulaires comme
’activité chaperone, la régulation de I’homéostasie et de la signalisation calcique [175]. Dans
le RE, la CRT intéragit avec d’autres molécules comme ERp57 et la calnexine pour particper
au repliement des protéines [185]. De plus, la CRT joue un rdle important dans 1’assemblage
des molécules de classe I du CMH ou dans I’apprétement des peptides antigéniques [186], en
s’associant aux peptides transportés par TAP-1 et TAP-2 (transporters associated with
antigen processing) dans le RE [187].

En réponse aux anthracyclines, a ’oxaliplatine, aux radiations ionisantes et a la
thérapie photodynamique, la CRT est transloquée a la surface de la membrane plasmique, et
cela précocément dans le processus apoptotique, plusieurs heures avant I’exposition de la

phosphatidylsérine a la partie externe de la membrane plasmique [155] [180] [188].
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L’inhibition de la capacité d’exposition de la CRT en absence d'ERp57 dans la cellule a
montré la nécessité de la cotranslocation de ces deux protéines mais pas d’autres protéines du
RE comme la calnéxine ou le récepteur KDEL [189]. Cette cotranslocation constitue alors un
signal de reconnaissance pour la phagocytose par les cellules dendritiques. Les mécanismes
de translocation de la calréticuline ont pu étre élucidés et sont résumés dans le schéma suivant
(Fig8). Ils font intervenir la production de ROS, un module de stress du RE (induction du
complexe de protéines PP1 (protein phosphatase 1)/GADD34 (growth arrest and DNA
damage-inducible protein) et des phosphorylations de PERK (protein kinase RNA-like
endoplasmic reticulum kinase) et d’elF2o (Eukaryotic Initiation Factor 2), un module
apoptotique (abolition de la translocation CRT/ERp57 par I’inhibiteur a large spectre des
caspases, le Z-VAD-fmk) et un module de sécrétion faisant intervenir I’appareil de Golgi et
une exocytose dépendante des protéines SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor

Attachment protein REceptor) [190].
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Il est intéressant de noter que I’apoptose induite par la mitoxantrone, 1’oxaplatine et les
radiations UV n’est pas inhibée par des anticorps bloquant TRAIL ou des anticorps
neutralisants le ligand de CD95, suggérant que les ligands des récepteurs de mort ne sont pas
impliqués dans I’exposition de la CRT, et cela alors qu’il a ét¢ montré que TRAIL, FasL ou
CDA40L interagissaient fortement avec la CRT [191]. Henson et son équipe ont été les
premiers a décrire que I’exposition de la CRT (concomitante a [’exposition de la
phosphatidyl-sérine) facilitait la phagocytose des cellules mourantes par les macrophages
J774 et que dans ce cas de figure, le blocage de LPR1 (Low density lipoprotein receptor-
related protein 1)/CD91 inhibait cette phagocytose [176]. Quoiqu’il en soit, I’identité du
récepteur de surface ou de I’entité biologique qui permet d’amarrer la CRT reste inconnue
[192]. Néanmoins, il a ét¢ montré que I’ecto-CRT co-localisait au niveau de la membrane
plasmique avec des régions riches en gangliosides GM-1 [176] et que les récepteurs de la
CRT sur les DCs pouvaient étre LRP1 [176], SR-A (scavenger receptor A) ou SREC-I
(scavenger receptor expressed by endothelial cell-I) [193]. Plus récemment, avec la
découverte de I’induction d’une apoptose immunogene par la thérapie photodynamique, un
amarrage essentiel de I’ecto-CRT via la molécule LRP1 a été identifé [169]. Cependant,
LRP1 est un récepteur multifonctionnel reconnaissant 30 ligands différents, cela suggere qu'il
ne soit pas le seul récepteur de la CRT. De plus, il a été mis en évidence par Bajor et ses
collégues en 2011 que la CRT peut exercer son pouvoir immunogene sous sa forme excrétée
extracellulairement [194]. Enfin, la CRT est une protéine « collante » qui peut intéragir avec
des protéines solubles du sérum comme la thombospondine ou le facteur du complément Clq,

lesquelles pouraient servir de pont pour faciliter la reconnaissance par les phagocytes [195].

La CRT est aussi considérée comme ¢tant liée a la famille des protéines de choc
thermique, les HSPs. Bien qu’elles n’aient pas d’homologies structurales, elles possédent des
caractéristiques communes d’induction de réponses immunitaires spécifiques, dépendantes
des cellules T CD8+ [196]. Ainsi, il a été montré par Dhodapkar et son équipe que le
bortezomib, un inhibiteur spécifique de la sous-unit¢ 26S du protéasome induisait
I’expression de la protéine HSP90 a la surface des cellules mourantes de myelomes humains
et que la reconnaissance de ces cellules par les DCs (inhibée par la geldanamycine et sans
nécéssité d’adjuvant) conduisait a la production de cellules T anti-tumorales. Similairement,
dans des expériences précliniques, il a été prouvé que I’augmentation de 1’expression des
HSPs par application d’hyperthermie locale sur les tumeurs [197] ou encore par surexpression

d'HSP70 (virus oncolytiques ou plasmides codant pour HSP70) pouvait augmenter
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I’immunogénicité [198]. Le ciblage extracellulaire de GRP170, une protéine chaperone du RE
régulée par le glucose, peut aussi augmenter I’immunogénicité des cellules tumorales [199]. 11
y a de nombreux mécanismes grace auxquels les HSPs peuvent jouer un tel rdle, elles
améliorent la reconnaissance et la phagocytose des cellules mourantes par les DCs quand elles
sont présentes a la surface cellulaire, elles agissent aussi en interagissant avec les peptides
antigéniques dérivés des tumeurs pour optimiser la présentation antigénique [200]. Enfin, une
¢tude vient de démontrer que le role joué par les chaperokines ne se limite pas a cela car la
CRT humaine extracellulaire peut aussi induire la maturation des DCs. Elle se caractérise par
I’expression de plusieurs molécules de co-stimulation, comme CD86, CD40 et les molécules
de classe II du CMH et par I’activation des monocytes via la signalisation NF-kB. Enfin, le
fait que la pré-activation des monocytes par les HSPs conduise a la production de presque
toutes les cytokines requises pour le processus de maturation souligne bien le role primordial

des chaperokines dans la réponse immunitaire adaptative [194] [201].

D- La sécrétion d’ATP active I'inflammasome NLRP3 et induit la polarisation des
cellules T CD8+ productrices d’IFN-y

L’oxaliplatine est efficace pour contrdler la croissance tumorale des thymomes EG7
(exprimant 1’ovalbumine) ou EL4 dans les hotes immunocompétents mais cet effet
thérapeutique est anihilé dans les souris Rag2”~ (absence de cellules T et B), dans les souris
nude (absence de cellules T) et dans les souris déficientes pour le récepteur 1 de 'IFN-y
(Ifngrl ) [202]. Cela suggere que de la méme maniére que pour I’élimination par
immunosurveillance, la mort cellulaire immunogene implique des lymphocytes et requiert une
signalisation IFN-y/IFN-yR intacte. En revanche, les cellules EG7, EL4, les cellules de colon
CT26, ou les sarcomes MCA205 répondent parfaitement a la chimiothérapie (oxaliplatine ou
doxorubicine) dans les souris déficientes pour la perforine (Pfp "), TRAIL (Tnfsf10) ou IL-
12RB2 (1112rb27" ) [203]. De plus, il a été montré que les tumeurs implantées dans des souris
déficientes pour I’inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor pyrin domain containing-3
protein ou cryopyrine) [204] ou la caspase-1 perdaient leur capacit¢ de réponse a
I’oxaliplatine. L’inflammasome NLRP3 est un complexe proté¢ique multimérique qui active la
caspase-1, ce qui entraine 1’activation (par clivage protéolytique) et la sécrétion des cytokines
pro-inflammatoires IL-1B, IL-18, IL-33. L’une d’entre elles, I'IL-1 est nécessaire a la
polarisation optimale des cellules T CD8+ productrices d’IFN-y. Il a ét¢ montré que la

production d’IFN-y spécifique de ’OVA (ovalbumine) induite par les cellules EG7 mourantes
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était abolit dans les souris NIrp3™, Caspl”” et les souris déficientes pour le récepteur de I'IL-
1B, ce qui suggere qu’un inflammasome NLRP3 fonctionnel est nécessaire a I’activation des
lymphocytes T naifs [203]. Or, un des activateurs les plus pléiotropiques de I'inflammasome
NLRP3 est I'ATP extracellulaire relargu¢ par les cellules stressées et qui agit sur les
récepteurs purinergiques [205]. En effet, la déplétion en ATP par le DNP (2,4-dinitrophenol)
ou I’addition d’apyrase (enzyme dégradant I’ATP) abolit la capacit¢ d’induction d’une
réponse immunitaire locale des cellules EG7 mourantes, suggérant que le reglargage d’ATP
joue un role primordial dans ’activation de I’inflammasome NLRP3 pour induire une mort
cellulaire immunogene [202]. En outre, 1’équipe du Dr Rachivandran en 2009, a mis en
¢vidence que I’¢élimination enzymatique de ’ATP et de I’UTP inhibait la capacité¢ des
surnageants des cellules apoptotiques a recruter des monocytes in vitro et in vivo et il a été
identifi¢ que le récepteur purinergique P2Y, était un capteur essentiel de ces nucléotides
[206] [207]. De plus, I’inhibition de la sous-classe de récepteurs purinergiques P2X par le
PPADS (iso pyridoxalphosphate-6-azophenyl-2',5'-disulphonate) abolit la stimulation des
cellules T par les DCs exposés aux cellules EG7 traitées par 1’oxaliplatine. Enfin, le récepteur
P2X; possédant une forte affinité pour I’ATP, la capacité des souris p2rx7 '~ & entrainer une
réponse a I’IFN-y conduisant a la polarisation des cellules T CD8+ a été évaluée et a ainsi
révélé que l’interaction ATP/P2RX; était indispensable a 1’induction d’une mort cellulaire
immunogeéne [202]. Le récepteur P2X; est un récepteur ionotropique a distribution
ubiquitaire, fortement exprim¢ sur les cellules immunitaires. L’activation du récepteur P2X;
par I’ATP extracellulaire induit le recrutement a la membrane de pannexin-1 ce qui entraine
I’ouverture d’un canal cationique permettant la sortie massive d’ions K+. Il a ét¢ mis en
¢vidence qu’un inhibiteur des canaux K+ sensible a I’ATP (le glyburide) pouvait bloquer

I’activation de I’inflammasome NLRP3 par I’ATP [208].

Enfin, dans un contexte plus clinique, il a ét¢ montré qu’il existait des mutations gain
de fonction du géne NLRP3, entrainant une maladie inflammatoire, le syndrome de Muckle-
Wells, pouvant étre traitée par administration systémique d’antagonistes du récepteur de I’IL-
1B [209]. De plus, un polymorphisme du géne P2RX; humain (Glu496Ala) a été associ¢ a un
déficit de liaison a I’ATP [210], et & une diminution de la sécrétion d’IL-1f [211] par les
monocytes humains, dont la fréquence dans la population caucasienne est de 1’ordre de 30%.
Enfin, la survie sans progression de patientes porteuses de cancer du sein non métastatiques et
traitées par des anthracyclines, a été étudi¢e en fonction de leur génotype pour P2RX; (variant

vs normal). L’analyse par un mod¢le de régression de Cox a mis en évidence une association
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statistiquement significative entre le génotype P2RX7 et la survenue de métastases (Hasard
ratio* de 1.6 IC95 1.074; 2,398) (Fig9). Ces résultats démontrent I’implication du récepteur
P2X; dans la voie de I’inflammasome activée par la mort cellulaire tumorale et confirme
I’implication du systéme immunitaire dans la réponse thérapeutique aux anthracyclines chez
I’Homme [202].

*Désigne le rapport des taux d’incidence dans un modele de COX (la survenue de métastases

est donc 1,6 fois supérieure dans le groupe P2RX;variant). IC : Intervalle de Confiance

Supplemental Table 1. Baseline characteristics of the individuals, tumors, and primary treatments
P2X7 (Glu496Glu) P2X7 (Glu496Ala) pvalues
(n=144) (n=81)
Mean Age (years) 48.7+10.7 49.6.6+11.5 NS
Pathological Nodal status—n (%)
1 -3 positive nodes (pN1) 87(60.4) 45 (54.3)
4-9 positive nodes (pN2) 45 (31.2) 25(30.9) NS
>10 positive nodes (pN3) 12 (8.4] 12 (14.8)
Pathological Tumor size—n (%)
0-2cm (pN1) 38(26.6) 28 (34.6)
2-5cm (pT2) 89(62.2) 47 (58) NS
>5¢m (pT3, pT4) 16 (11.2) 6(7.4)
Mean pathological tumor size (cm) 2.75+19 2.45%1.7 NS 2100 — Glud96Glu (n = 144)
Histologicgrade of tumor —n (%) by - Glud96Ala (n = 81)
3 Poorly differentiated 60 (43.2° 29 (38.7) S 80
2 Moderatly differentiated 66 (47.5) 39 (45.2) NS g‘
1 Well differentiated 13(9;3) 7(9;3) » 60
Hormone receptorstatus—n (%) 8
positive 36(24.8) 24(28.2) = 40
negative 104 (71.7) 55 (64.8) NS g
Missing 5(3.5) 6(7) ’g 20 Log-rank P = 0.02
Follow up (months) M + SD 71.5+406 77.5+416 NS .g_ 0
pT: pathological tumor size. pN: pathological Nodal involvement. All data are presented as means o~ 0 20 40 60 80 100 120 140
+ standard deviation, or percentages. Time (months)

Fig 9. Tableau récapitulatif et courbes de Kaplan Meier estimant la rechute métastatique dans

une cohorte de patientes atteintes de cancer du sein (1 = 225), traitées aux anthracyclines et

porteuses des alléles normaux de P2RX7 (Glu496Glu) ou de la mutation perte de fonction

(Glu496Ala). (Ghiringhelli F et al., Nat Med 2009)

Néanmoins, bien que les voies de signalisation qui régissent 1'exposition de la CRT a la
surface membranaire aient été¢ définies dans une certaine mesure, les informations concernant
la signalisation moléculaire impliquée dans la sécrétion d’ATP restent insuffisantes méme s’il
a été noté qu’en réponse aux inducteurs de la MCI, les cellules cancéreuses manifestaient
deux types de réponses de stress premortem, le stress du RE mais aussi I’autophagie.
L'autophagie est un processus conservé au cours duquel les membranes subcellulaires
subissent des changements morphologiques dynamiques (autophagosomes) qui conduisent a
la dégradation des protéines cellulaires et des organites cytoplasmiques [212] [213] [214]. De
récentes démonstrations ont révélé que la voie de signalisation phosphatidylinositol 3-kinase

(PI3K)-AKT-mTOR, activée dans plusieurs types de cancer [215], est importante pour
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l'autophagie [216] et joue un réle complexe dans le développement tumoral. A un stade
précoce de la carcinogénése, l'inhibition de l'autophagie peut conférer un avantage a la
croissance tumorale, celle-ci nécessitant un niveau plus élevé de synthése protéique que de
dégradation [217]. Le complexe formé par la PI3K de classe III et beclin 1 (BECN1/Atg6) au
niveau du réseau trans-golgien est un activateur de l'autophagie [218]. Et des niveaux
diminués de BECN1 ont été retrouvés dans les échantillons tumoraux de patientes atteintes de
cancer du sein. De plus, les lignées cellulaires de cancer du sein contiennent fréquemment des
délétions dans un des alleles du gene codant pour BECNT1 [219]. Enfin, la contribution de la
délétion allélique de BECNI a la carcinogénése a ét¢ également démontrée par une incidence
accrue de cancers du poumon, de carcinomes hépatocellulaires et de lymphomes dans des
souris BECNI'" [220] [221].Toutefois, a des stades tardifs de la progression tumorale,
l'autophagie semble agir comme un mécanisme de protection contre les conditions de stress,
permettant aux cellules des zones centrales de la tumeur de proliférer en maintenant leur
anabolisme lors de conditions faibles en nutriment et en oxygene [217, 222].

Plusieurs protéines Atg sont impliquées dans la formation de
l'autophagosome.L'ubiquitination d'Atg5 et Atgl2 par les enzymes Atg7 et AtglO est
nécessaire au recrutement des autres protéines a la membrane autophagosomale pour former
la vacuole autophagique [223, 224]. Et, il a été observé que I’extinction des genes A7G3,
ATGS, ATG7 et BECNI abolissait la sécrétion pré-apoptotique d’ATP dans plusieurs lignées
cellulaires humaines et murines, succombant a la MCI. En revanche, 1’autophagie n’a aucun
impact sur 1’exposition membranaire de la CRT ou sur le relargage d’HMGBI1 et son
induction par des stimuli pharmacologiques comme la rapamycine n’est pas suffisante pour
entrainer un relargage d’ATP. Il a été montré que la sécrétion d’ATP autophagie dépendante
n’a lieu que dans un contexte de mort cellulaire imminente, c’est a dire lorsque les caspases
sont activées, peu de temps avant 1’exposition de la phosphatidyl-sérine et la rupture de la
membrane plasmique [225] [226]. Cela suggere que ’activation de 1’autophagie premortem
permettrait de préserver un statut bioénergétique, dans lequel en dépit des dommages
cellulaires consommateurs d’énergie, les tentatives de réparations et les niveaux
intracellulaires d’ATP seraient maintenus. Plusieurs arguments démontrent que la sécrétion
d’ATP induite par les chimiothérapies immunogénes est dépendante d’une signalisation
autophagique. Ainsi, toutes les expériences tendant a réduire le flux autophagique, que ce soit
par D’extinction des genes ATG3, ATGS5, ATG7, ATGI0 et BECNI ou par 1’ajout de
chloroquine (alkalinisation des lysosomes), de bafilomycine A1l (inhibiteur spécifique de

I’ATPase responsable de la maturation des vacuoles autophagiques) atténuent la capacité des
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cellules tumorales mourantes a vacciner les souris contre une ré-injection de cellules vivantes
de méme type. De plus, la co-injection d’inhibiteurs des ATPases extracellulaires comme
I’ARL67156 ou le NGXT191 restaure I’immunogénicité des cellules mourantes déficientes
pour I’induction d’autophagie. Enfin, dans des tumeurs autophagie-compétentes, un important
infiltrat monocytaire et lymphocytaire (DCs et lymphocytes T activés) a été retrouvé a deux
jours et neuf jours aprés 1’administration systémique d’inducteurs de la MCI [226]. Reste a
savoir désormais si de tels mécanismes peuvent étre impliqués dans 1'échappement a
I’immunosurveillance pendant 1’oncogénése précoce des cellules pré-malignes autophagie-
déficientes.

Les cellules tumorales libérant de 1'ATP aprés traitement par des anthracyclines
amorcent donc une réponse bénéfique de type 1 (Th1/Tcl) dépendante de la sécrétion d'IL-1
et certains composants inflammatoires, a l'interface des réponses immunitaires innées et
adaptatives ont été récemment identifiés. Ainsi, peu de temps apres la chimiothérapie, des
sous-populations distinctes de lymphocytes Tyd (Vy4™ et Vy6") producteurs d’IL-17A et de
TIL CDS8" colonisent la tumeur. La spécificité d'action de ces cellules a été mise en évidence
par l'inhibition des voies de signalisation de I'NF-y ou de I'L-17A qui abolit I'effet
thérapeutique de la doxorubicine et de I'oxaliplatine. Bien que les cellules Tyd produisent a la
fois de I'IL-17A et de 1'lL-22, seule 'absence d'une signalisation fonctionnelle IL-17A-IL-
17R inhibe les réponses des cellules T spécifiques des tumeurs [227]. Ces résultats suggerent
l'existence d'un axe fonctionnel impliquant la production d'IL-1p par les cellules dendritiques,
stimulant ainsi la production d'IL17 et les fonctions anticancéreuses des cellules Tyd, celles-ci

attirant les effecteurs Tcl au site tumoral [149, 228].

E- Le relargage d’un facteur pro-immunogéne HMGB1, indispensable a une
présentation antigénique optimale

Parce que I’activation d’une immunité innée est un pré-requis au déclenchement d’une
réponse immunitaire adaptative, il est primordial de s’intéresser aux mécanismes des
effecteurs du systéme inné pouvant intervenir dans 1’activation des cellules T au cours de la
chimio- ou radiothérapie. Les TLRs (7oll-Like Receptor) font partie des effecteurs essentiels
de P'immunité¢ innée, exprimés a la surface des cellules présentatrices d’antigénes et
hautement conservés, ils reconnaissent des motifs moléculaires associés aux pathogénes
(PAMPs) [229]. IIs sont en outre, capables de détecter des signaux de danger d’origine

endogéne (DAMPs) qui peuvent étre émis par des cellules stressées ou endommagées, pour
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moduler des réponses immunitaires adaptatives [230] [231]. De manicre a évaluer
I’implication des TLRs dans le contrdle d’une réponse immunitaire contre les cellules
tumorales mourantes, 1’effet de la doxorubicine, de I’irradiation ou de 1’oxaliplatine a été
comparativement suivi dans différents modéles de tumeurs établies, a savoir les cellules CT26
(carcinomes du colon), les TS/A (adénocarcinomes mammaires) ou les GOS (ostéosarcomes
de Glasgow) dans les souris sauvages (WT) et les souris déficientes pour 7/r4. Contrairement
a l'inhibition de la croissance tumorale observée dans les hdtes sauvages, aucun effet
significatif ne fut mis en évidence dans les souris #/r4 ", ce qui souligne le role essentiel de
TLR4 dans le controle du développement tumoral [232]. La présence des cellules T est
¢galement nécessaire a 1’induction d’effets anti-tumoraux puisqu’aucune réponse anti-
tumorale efficace n'a été observée dans les souris nude aprés traitement systémique des
tumeurs TS/A ou GOS. Apres avoir interagit avec son ligand, TLR4 peut alors transduire une
signalisation via deux protéines adaptatrices, TRIF (Toll/IL-IR domain containing adaptor
inducing IFNf) ou Myd88 (myeloid differentiation primary response protein) [233]. Aini,
pour identifier la signalisation impliquée dans ’efficacité de 1’oxaliplatine, la croissance des
tumeurs GOS dans les souris sauvages, Trif” et MyD88 ' ~a été comparée. Ces expériences
ont révélé le caractére essentiel de la signalisation TLR4/MyD88 dans la contribution au
succes de la thérapie anti-cancéreuse. Ensuite, pour élucider les mécansimes moléculaires
sous-tendant I’immunogénicité des traitements in vivo, les différents TLRs ont été criblés
pour leur capacité a induire une présentation antigénique par les DCs aux cellules T naives
(mesure de la production d’IFN-y par les cellules des ganglions lymphatiques drainant, apres
re-stimulation par la protéine OVA). Ainsi, les cellules EG7 mourantes (EL4 exprimant la
protéine OVA) ont été injectées dans des souris WT ou 7. Irl™” -, T 2" -, T 3™ -, T Ird”", Tlr5” °,
Tlr6™, Tlr7”", Tr9"" et seules les souris déficientes pour 7LR4 n’ont pu induire une
présentation antigénique optimale. Ainsi, il a été montré que TLR4 était impliqué dans la
présentation croisée des antigénes membranaires aux lymphocytes T CD4 et T CD8 mais a
I’inverse, TLR4 n’est pas impliqué dans la présentation des antigénes solubles [182] [233].
De plus, il a été noté que dans les DCs T7r4 ", les particules phagocytaires des cellules EG7
¢taient plus rapidement détruites par la voie lysosomale que dans les DCs WT. Cette
observation en accord avec une étude précédente qui reportait que TLR4 prévenait la fusion
des endosomes et des lysosomes [234]. Ainsi, des inhibiteurs de la maturation des vacuoles
comme la chloroquine ou la bafilomycine Al peuvent compenser I’absence de réponse a la

chimiothérapie dans les souris 7/r4 "~ [232]. L’absence du TLR4 entraine donc une fusion
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accélérée des endosomes avec les lysosomes, ce qui conduit & la destruction des antigénes

tumoraux qui ne peuvent alors €tre présentés a la surface des DCs.

Contrairement a la plupart des TLRs qui interagissent avec un panel restreint de
ligands, TLR2 et TLR4 peuvent cibler une large variét¢é de DAMPs [231]. En effet, de
nombreuses protéines endogeénes se lient et peuvent stimuler TLR4, c’est le cas notamment
des protéines HSP60 et HSP70, des LDL oxydées [235], de la fibronectine et de la -
défensine [236] ou encore ’HMGBI (alarmin high-mobility group box 1 protein) [237]. Le
terme « alarmine » regroupe un ensemble de protéines rapidement relarguées au cours d’une
infection ou lors de Iésions tissulaires qui mobilise et active les effecteurs des systémes de
défense et de réparation de 1I’hote [238]. HMGBI1 (aussi appelée amphotérine) est une
abondante protéine nucléaire liée a la chromatine et non aux protéines histones, elle intervient
dans plusieurs fonctions comme la transcription ou 1’assemblage de complexes
nucléoprotéiques [172]. Il existe trois types de protéines HMGB, composées de deux
domaines de liaisons a I’ADN (boites A et B) et d’une queue C-terminale [239]. HMGBI1 a
une expression ubiquitaire alors quHMGB2 et HMGB3 sont exprimées principalement au
cours de I’embryogénese [240]. HMGBI1 peut étre sécrété directement par les macrophages et
les monocytes activés (IL-1f, TNF ou LPS) mais cette sécrétion active requiert I’acétylation
de plusieurs résidus lysine spécifiques [239]. HMGBI a aussi été longtemps per¢u comme un
DAMPs, relargué passivement par les cellules nécrotiques [241]. 11 est néanmoins devenu de
plus en plus évident que d’autres voies de mort cellulaire, comme 1’apopotose [242] ou la
mort cellulaire « autophagique » [243] pouvaient entrainer un relargage ’HMGBI1 a certains
stades de la phase exécutrice. En effet, il a été report¢ qu'HMGBI était associé a I’apoptose,
notamment lors de la phase de nécrose secondaire, ce processus de relargage étant bloqué par
le z-VAD-fmk [232] [242] (inhibiteur des caspases et retardateur de la nécrose secondaire)
[244]. En outre, HMGBI1 est détectable dans le surnageant des cellules (CT26, MCA205,
EG7, ou TS/A) en nécrose secondaire, 18h aprés traitement par des anthracyclines (ou autres
inducteurs de la MCI). Des expériences d’immunoprécipitations ont confirmé que TLR4 a la
surface des macrophages interagissait directement avec la protéine HMGBI1, provenant des
surnageants de cellules CT26 traitées a la doxorubicine. Ensuite, il a été montré que la
neutralisation de tous les ligands possibles de TLR4 par la protéine de fusion TLR4-Fc
inhibait la présentation de ’OVA (provenant des cellules EG7 irradié¢es) médiée par les DCs,
et cela de la méme maniere que la neutralistion d’HMGBI1 par un anticorps. Ainsi, HMGB1

libéré par les cellules tumorales mourantes, en se liant a TLR4, facilite la présentation croisée
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des antigénes tumoraux par les DCs en diminuant la dégradation lysosomale du matériel
phagocyté [172] mais peut aussi réguler négativement la fonction immunosuppressive des
Trees [245]. Du reste, la forme extracellulaire d’HMGB1 présente d’autres actions
immunostimulatrices, elle active les macrophages [246], les DCs immatures dérivant des
monocytes [238] et induit le recrutement des neutrophiles [247]. Enfin, I’invalidation de
l'expression d'HMGBI1 par siRNA dans les cellules tumorales diminue leur immunogénicité
in vivo, les rendant incapables de médier une vaccination anti-cancéreuse apres traitement aux
anthracyclines ou a ’oxaliplatine. [232] Toutefois, ces roles immunostimulateurs ’HMGB1
peuvent étre modifiés au niveau post-transcriptionnel, notamment par la production de ROS
pouvant oxyder HMGBI et induire une immuno-tolérance [248]. Cependant, il a été démontré
que la forme oxydée ’HMGB1 augmentait la cytotoxicité des agents chimiothérapeutiques et
des radiations ionisantes et cela, par I’induction d’une apoptose des cellules cancéreuses

impliquant la voie mitochondriale [249].

Chez I’'Homme, il a été découvert deux polymorphismes du geéne 7LR4, les SNPs
(Simple  Nucleotide Polymorphism) 154986790 et 1s4986791, qui correspondent
respectivement aux substitutions Asp299Gly et Thr399Ile,  affectant le domaine
extracellulaire de TLR4. Il a d’adord été démontré que ces mutations étaient associés a une
hyposensibilité au LPS inhalé, mise en évidence par la perte de capacité de production d’IL-
la par les cellules épithéliales alvéolaires [250]. Ensuite, en transfectant des cellules Hela
avec I’ADNc codant pour [I’allele Asp299Gly de TLR4, il a ¢été montré par
coimmunoprécipitation que ces mutations inhibaient l'interaction entre TLR4 et la protéine
HMGBI1 recombinante. De plus, bien que les DCs dérivant des monocytes de personnes non
atteintes puissent présenter les antigénes des cellules de mélanomes mourantes aux
lymphocytes T cytotoxiques (de maniere dépendante d’HMGBI1), les DCs dérivant des
monocytes d’individus porteurs de la mutation Asp299Gly ne parviennent pas a le faire [232].
Ces résultats conduisent alors & examiner la pertinence clinique de la mutation de TLR4 dans
la réponse au traitement anticancéreux. Ainsi, une étude rétrospective a partir d’'une cohorte
de 280 patients présentant des cancers du sein avec envahissement des ganglions
lymphatiques et traitées par radiothérapie et chimiothérapie adjuvante a base d’anthracyclines
(protocole FEC), a été réalisée. Apres génotypage de I’ADN sanguin par PCR tagman, la
fréquence d’expression monoallélique du polymorphisme Asp299Gly a été évalué a 17.1%.
Aucune différence significative n'a été observée concernant les facteurs pronostiques

classiques (age, taille des tumeurs, grade, récepteurs hormonaux) entre les patients contrdles

-46-



et les individus porteurs de la mutation de I’all¢le de 77/r4. Cependant, la survie sans métastase
des femmes porteuses du variant allélique de 7/r4 fat significativement plus faible (50% de
rechute pour les porteuses de la muations, 37.4% chez les patients non mutés, a 10 ans ; Log-
rank test, P = 0.03) [251] [232]. Au final, la mutation 7/r4 a été identifiée comme un facteur
prédictif indépendant, du succeés thérapeutique d’un traitement adjuvant a base
d'anthracyclines. De plus, I’impact de la perte de fonction de ’alléle de 7LR4 sur la survie
sans progression métastatique (progression free survival PFS) a ensuite été étudié chez 338
patients atteints de cancers colorectaux (CRC) et traités a 1’oxaliplatine. Il a été observé que
les patients porteurs de 1’allele normal de 7Ir4 présentaient une survie sans progression
(Hasard ratio de 0.73, IC95% 0.53; 1.00) et une survie globale (Hasard ratio de 0.72, IC95%
0.52; 1.01) améliorées par rapport a celle des pateints porteurs de la mutation perte de
fonction. En revanche, dans une cohorte de patients atteints d’un CRC au stade II (n=258),
traités par résection chirurgicale et sans chimiothérapie adjuvante, aucune différence
statistique n’a été observée. Ces résultats suggerent que la substitution Asp299Gly du géne
TLR4 n’est pas un facteur pronostique mais plutét un facteur prédictif de la réponse a

I’oxaliplatine [151] [252].
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Fig 10. Schéma récapitulatif des particularités de la mort cellulaire immunogeéne (adapté de
Galluzzi L et al, 2012 In press) L'exposition de la calréticuline pré-apoptotique, la sécrétion
apoptotique d'ATP et la libération d’HMGB1 post-apoptotique sont nécessaires aux cellules
mourantes pour induire une maturation des DCs productrices d'IL-1p pouvant recruter les
cellules Tyd et polariser les CTLs vers la production d'TFN-y, essentielle a I'efficacité
antitumorale de la réponse immunitaire.

E- Stratégie d’identification de nouveaux inducteurs de la MCI

Grace aux récents progrés dans le domaine de la chimie combinatoire de nouveaux
outils et notamment des bibliothéques de molécules sont devenus disponibles et permettent
ainsi 1’utilisation des approches de criblages a haut débit [253]. Le but de I’étude a donc été
d’identifier de nouveaux inducteurs d’une MCI, a partir d’une bibliothéque de composés
approuvés par la FDA (Food and Drug Administration) et donc couramment utilisés en
clinique. Un des intéréts principaux de cette stratégie est la connaissance de la
pharmacodynamique des composés utilisés, qui fournit un avantage considérable pour
I’utilisation immédiate des molécules en essai clinique. Cette approche est rendue possible par
I’identification des mécanismes moléculaires indispensables a la MCI et les avancées

technologiques de ces dix derniéres années dans les domaines de la robotisation des
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microscopes et des outils d'analyse d'images automatisés [254]. Ainsi, nous avons utilisé la
plateforme de microscopie a fluorescence automatisée BD pathway 855® pour suivre
I’apparition séquentielle des trois événements majeurs de la MCI, c’est a dire la co-
translocation de la CRT et de la protéine chaperone ERp57 a la surface cellulaire [155] [189],
la sécrétion d’ATP dépendante de 1’autophagie [202] [225] et la libération plus tardive
d’HMGBI1 [232]. Pour cela, nous avons construits des biosenseurs ou lignées exprimant
stablement les protéines de la MCI, a savoir la CRT, la LC3 et HMGBI fusionnées a la GFP
(Green Fluorescent Protein) et une protéine histone H2B fusionnée a la RFP (Red
Fluorescent Protein). L’utilisation d’une protéine nucléaire fluorescente comme H2B (ou
d’autres marqueurs : Hoechst 33342 ou DAPI) permet d’évaluer la viabilité cellulaire par la
quantification du nombre de noyaux. Cependant, cette technique présente les mémes
problémes que les autres tests de viabilité, a savoir 1’incapacité de distinction entre mort
cellulaire et arrét de la prolifération méme si elle renseigne sur la morphologie nucléaire.
C’est pour cela qu’un marqueur de la perméabilisation cellulaire (iodure de propidium) a été
¢galement ajouté dans les criblages suivants.

La redistribution des protéines de fusion CRT-GFP et ERp57-GFP du réticulum
endoplasmique a la périphérie cytoplasmique (granularité) est un évenement morphologique
substitutif et préalable a I’exposition membranaire de ces protéines. La relocalisation a la
surface membranaire a été confirmée par le marquage de la protéine de fusion CRT-HaloTag
avec le ligang HaloTag imperméable. La sécrétion d’ATP a été conjointement évaluée par la
disparition du marquage quinacrine de I’ATP vésiculaire et d’un signal fluorescent basé sur le
transfert d’énergie par résonance (FRET) entre les protéines fluorescentes de la sous-unité €
de la synthase FIFO—ATP synthase. L’autophagie a ¢t¢ mise en évidence par I’agrégation
punctiforme de la protéine de fusion GFP-LC3 dans le cytoplasme (autophagosomes ou
autophagolysosomes). Enfin, la redistribution de la protéine de fusion HMGB1-GFP du noyau

au milieu extracellulaire a été estimée en parallele de la perméabilisation membranaire.
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MATERIEL ET METHODES
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Lignées cellulaires tumorales. Toutes les lignées cellulaires ont été maintenues a 37 © C sous
5% de CO2. Tous les milieux ont été¢ complétés avec 10% (v / v) de sérum bovin feetal (FBS),
1 mM pyruvate de sodium, 10 mM d'HEPES, 10 U/mL de sodium, de pénicilline et 10 pg/mL
de sulfate de streptomycine. Les cellules murines de fibrosarcome MCA205, les cellules
humaines de cancer de la prostate LNCaP, de carcinome oral Cal27 et de carcinome
hépatocellulaire HepG2 ont été cultivées dans du RPMI-1640; les cellules d’ostéosarcomes
U208, les cellules du col de 1'utérus HeLa et les adénocarcinomes du sein MDA-MB 231 ont
été cultivés dans du DMEM; les adénocarcinomes du c6lon HCT 116 ont été maintenus dans
un milieu 5A de McCoy et les carcinomes pulmonaires non a petites cellules A549 dans du F-
12K. Les cellules U20S co-exprimant de manicre stable les protéines de fusion fluorescentes
histone 2B-RFP (H2B-DP) et calréticuline-GFP (CRT-GFP), HMGBI1-GFP ou GFP-LC3 ont
¢été cultivées en présence continue de 200 pg/mL de G418 + 1 pg/mL de blasticidine ou 200
pg/mL de zeocine + 1 pg/mL blasticidine. Les cellules exprimant de fagon stable U20S CRT-
HaloTag" (CRT-HT), Ateam, ou ERp57 fusionnée a la GFP (ERp57-GFP) ont été maintenues
en présence de 200 pg/mL de zeocine ou 200 pg/mL de G418.

Transfections plasmidiques stables et transitoires. Les cellules U20S ont été transfectées en
utilisant le réactif de transfection Lipofectamine2000® (Invitrogen) avec soit I’ADNc codant
pour la CRT-GFP, ERp57-GFP, GFP-LC3, Ateam ou HMGBI1-GFP. Les cellules
transfectées ont été sélectionnées en présence d’antibiotiques et clonées par tri au cytometre
en flux (Becton Dickinson, San José, USA). Pour I’expression d’H2B-RFP, les clones ont été
transduits par des particules lentivirales grace a un systetme d’expression lentivirale
ViraPower™ (Invitrogen). L’ADNc codant ’H2B-RFP a ¢été clone dans le plasmide
pENTR/D-TOPO  plasmid  (Invitrogen), en  utilisant les amorces: 5'-
CACCATGCCAGAGCCAGCGAAG-3" et 5-TTAGGCGCCGGTGGAGTGGC-3'. La
séquence codante pour H2B-RFP a été ensuite recombinée dans le vecteur d’expression
lentiviral pLenti6/V5-DEST (Invitrogen), suivant les recommandations commerciales. La
production de particules virales s’est faite par transfection transitoire de cellules de rein
humaines 293HT. Le virus a ¢été ensuite concentré par ultracentrifugation et titré avant
I’infection. Pour I’expression des sous-unités ol et a3 des Na'K'ATPases humaines et
murines, des cellules U20S ont été co-transfectées par les constructions codant pour les génes
humains Atplal et Atpla3, murins Atplal- ou Atpla3 (envoyées par T. Maniatis, Harvard
University) et le plasmide codant pour DsRed (pDsRed, Clontech-Invitrogen, USA). Les

cellules ont été ensuite sélectionnées pour la résistance au G418, conférée par ce plasmide.
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Criblage a haut débit de l'exposition membranaire de la CRT, d'ERp57, du relargage
d'HMGBI et d'ATP, de la granularité de la GFP-LC3. Cinq x 10° cellules U20S co-
exprimant de maniére stable H2B-RFP, CRT-GFP ou ERp57-GFP ou HMGBI1-GFP ou GFP-
LC3 ont été ensemencées dans des plaques 96 puits poly-L-lysine-prétraité Black/Clear et
incubées 24 h. Les composés de la bibliothéque oncology drug set (NCI DTP) ont été ajoutés
a des concentrations finales de 1 et 10 uM, alors que les agents de la bibliotheque US Drugs
collection (Microsource Discovery Systems, USA) ont été utilisés a la concentration de 1 uM.
Les cellules ont été incubées 4h, 12h ou 24h et fixées avec du paraformaldehyde a 4%
pendant 20 min. Le paraformaldehyde a été remplacé par du PBS et quatre images de chaque
puits ont été acquises grace au microscope a fluorescence automatisés BD Pathway 855
automated bioimager (BD Biosciences), équipé d’un objectif UApo/340 x 20/0.75 (Olympus,
Japan). Les images ont ensuite été segmentées et analysées a 1’aide du logiciel BD AttoVision
software version 1.6.1 (BD Biosciences). Les composés relargant I’ATP ont été identifiés
grace a I’utilisation de cellules exprimant stablement le biosenseur FRET dATP FRET-based
ATP Ateam, ou par marquage quinacrine, (1 uM de quinacrine dans une solution de Krebs-
Ringer (125 mM NaCl, 5 mM KCI, I mM MgS04, 0.7 mM KH2PO4, 2 mM CaCl2, 6 mM
glucose and 25 mM HEPES, pH 7.4) pendant 30 min a 37 °C). En parallele de 1’évaluation
des statuts de la CRT, d’HMGBI1 et d’ATP, la morphologie nucléaire a été déterminée et
utilisée comme indicateur de la mort cellulaire. Pour prendre en consideration les variations
intra et inter-plaque, les données intra-plaque ont ét¢ normalisées en évaluant le ratio par
rapport a la moyenne de chaque point d’une plaque, les données inter-plaque ont été

normaliées en utilisant le Z-scores.

Transcription inverse des siRNA. Les plaques 384 puits Bio-One pClear (Greiner Bio One,
Autriche) ont été recouvertes de siRNA distincts a 250 nM (Qiagen), congus pour cibler 250
geénes humains différents impliqués dans les signalisations la mort cellulaire et de la réponse
au stress. Les siARN ont été positionnés de manicre aléatoire afin de minimiser les effets
spatiaux. Pour chaque géne, deux siRNA distincts ont été choisis, aprés impression, les
plaques ont été déshydratées, scellées et conservées a -20 ° C jusqu'a leur utilisation. Pour la
transfection inverse, les siRNA ont été réhydratés avec 5 pL de milieu OptiMEM
(Invitrogen), suivie par l'addition du réactif de transfection ® HiPerfect (Qiagen) selon les

instructions du fabricant.

-50-



Détermination des concentrations A’HMGBI et d’ATP. La quantification d’HMGBI1 dans
les surnageants cellulaires a été réalisée par une méthode immuno-enzymatique (HMGBI1
ELISA kit II, Shino test corporation, Japan) selon les instructions commerciales. Les
concentrations d’ATP extracellulaires ont été déterminées grace a un test ENLITEN ATP
(Promega, Madison, USA), basée sur un systéme luciférine—luciférase, suivant les
instructions. L’absorbance et la chimioluminescence ont ét¢ mesurées au moyen d’un lecteur

Fluostar OPTIMA (BMG Labtech, Germany).

Quantification de ’adhérence cellulaire en temps réel. 5 x 10° cellules U20S ont été
transfectées avec les constructions codant pour les pompes murines Atplal, Atpla3. Vingt
quatre heures apres, les cellules ont été transférées dans des plaques 96 puits E-plates (Roche,
Mannheim, Germany) pendant 24 h avant d’étre traitées par 0.1, 1 ou 10 uM de digoxine pour
48 h supplémentaires. Leur adhérence a la surface recouverte de microélectrodes d'or a été
controlée toutes les 15 min en fonction de I'impédance électrique cellulaire, au moyen d'un
analyseur portable xCELLigence Real-Time (Roche). L'impédance électrique cellulaire

mesure l'opposition d'un tapis de cellules adhérentes au passage d'un courant alternatif.

Immunofluorescence. Pour le marquage membranaire de la calréticuline et des protéines
HSP90, apres traitement, les cellules ont été récupérées, lavées au PBS et fixées avec du
paraformaldehyde a 0.25%. Apres lavage avec du PBS a 4°C, les cellules ont été incubées 30
min sur glace avec les anticorps anti-CRT (ab2907, Abcam, Cambridge, UK) ou anti-HSP90
antibody (ab13495, Abcam) dilués dans du tampon de blocage froid (3% SVF, v:v dans PBS),
suivi d'un lavage et d'une incubation de 30 min avec l'anticorps secondaire approprié
conjugué¢ a 1'AlexaFluor 488" (Invitrogen). L'iodure de propidium a été ajouté a la
concentration de 1 pg/mL, aprés un dernier lavage. L'anticorps Isotype anti-IgG (Cell
Signaling Technology, USA) a été utilis¢é comme contrdle négatif du marquage. Pour le
marquage de la CRT-HaloTag”®, les cellules U20S exprimant la protéine de fusion CRT-
HaloTag", générées comme décrit précédemment (1) ont été incubées 30 min avec le ligand
imperméable HaloTag AlexaFluor 488" dilu¢ dans du milieu DMEM complet. Aprés lavage,

les cellules ont été marquées avec 1 pg/mL de iodure de propidium (PI), suivi d’une analyse

en cytofluorométrie, limitée aux cellules vivantes (PI'). Pour les marquages des protéines
elF20, ATF6 et XBP1, les cellules U20S ont été cultivées sur des lamelles et traitées avec de
la MTX, des glucosides cardiotoniques ou de la thapsigargine, ont été lavées avec du PBS et

fixées avec de la PFA a 4% pendant 10 min, perméabilisées avec 0,1% de Triton-X100
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pendant 10 min puis rincées avec du PBS. Les sites de liaison non spécifiques ont été bloqués
avec 10% de sérum de chevre dans du PBS pendant 30 min. Les cellules ont ensuite été
incubées une nuit a 4 © C avec des anticorps primaires reconnaissant la protéine phosphorylée
elF2a (P-elF2a, # 3597, Cell Technology de signalisation) ATF6 (ab37149) ou XBPI
(37152), dilu¢ dans du PBS additionné de sérum de chévre 3% (v: v). Apres lavage, les
lamelles ont été incubées avec I’anticorps secondaire AlexaFluor ® conjugué¢ (Molecular
Probes) approprié, en présence de 1 pg/mL de Hoechst 33342, et enfin montées sur des lames

avec le milieu de montage Fluoromount ®.

Vaccination antitumorale et traitement de tumeurs établies. Les cellules de fibrosarcomes
murines MCA205 (H-2) ont été incubées avec 1 pM de MTX, 20 uM de digoxine ou 40 pM
de digitoxine en présence ou non de 200 uM de MitoC ou de 150 uM de CDDP pendant 24 h
pour obtenir une mortalité d’environ 60% (marquage Annexin-V/DAPI). 3 x 10° cellules
MCA 205 ont été injectées en sous-cutané dans le flanc gauche de souris syngéniques
C57BL/6 (H-2"). Sept jours plus tard, 3 x 10* cellules MCA205 vivantes ont été innocculées
dans le flanc droit des souris et la croissance tumorale a été surveillée tous les cing jours
pendant 30 jours. L’absence de tumeur a été interprétée comme une indication de 1’efficacité
de la vaccination antitumorale. Pour les expériences de déplétions en cellules CD8+, les
souris ont été injectées avec soit 2.5 mg/mL de I’isotype Controle LTF2 de rat IgG2b
(#BE0090) ou d’anticorps de souris anti-CD8a (#BE0061) fournis par BioXcell, deux jours
avant la ré-injection avec des cellules vivantes et aux jours 0, 1, 3, 7, 8, 15, 22 et 29. Pour les
croissances tumorales en réponse aux différentes combinaisons de chimiothérapies, 5x 10°
cellules MCA 205 ont été inocculées dans le flanc des souris immunocompétentes C57BL/6
et immunodéficientes athymiques nu/nu (Charles River Laboratory, Wilmington, USA),
réparties au hasard dans des groupes de 10. Lorsque le tumeur a atteint 30-40 mm?, les souris

ont re¢u une dose unique, intrapéritonéale de combinaisons de chimiothérapies ou de PBS.

Activation des cellules dendritiques. Cinq x 10° cellules MCA 205 ont été injectées en sous-
cutané dans les cuisses de souris C57BL/6. Lorsque les tumeurs ont atteint une taille de 50
mm?, les souris ont été traitées de maniére systémique et quatre jours apres, les ganglions
lymphatiques inguinaux ont été prélevés et les cellules ont été re-stimulées in vitro par 2
png/mL d’anticorps anti-CD3 (#BE0001-1) et 2 pg/mL d’anticorps anti-CD28 (#BE0015-1)

pendant trois jours. Enfin, la concentration en IFN-y a été évaluée dans les surnageants.
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Quantification cytofluorométrique de l'infiltrat lymphocytaire tumoral .Cinq x 10’ cellules
de fibrosarcomes MCA205 ont été inocculées en sous-cutané a des souris syngéniques
C57BL/6. Une semaine plus tard, les souris ont été traitées intrapéritonéalement par PBS, par
5 mg/Kg de MTX, par 0.33 mg/Kg de MitoC ou par 0.33 mg/Kg de MitoC + 2.5 mg/Kg de
digoxine. Sept jours plus tard, les tumeurs ont ét¢ soigneusement prélevées, coupées en
morceaux et incubées pendant 30 min a 37 © C dans un tampon de digestion (400 U/mL de
Liberase TL Research Grade + 150 U/mL de DNase I dans du milieu RPMI 1640). Des
suspensions cellulaires ont été¢ obtenues apres broyage des tissus digérés et filtrés a 70 pm.
Les cellules ont été incubées avec 50 ng/mL de phorbol 12-myristate 13-acétate et 1pg/mL d'
ionomycine pendant 4 h a 37 °C pour l'activation de la production intracellulaire de cytokines.
Apres blocage des interactions non spécifiques par 10 pg/mL d' anti-CD16/CD32 (5 min,
+4°C), les cellules ont été lavées avec du PBS et marquées avec des anticorps anti-CD45.2-
PerCPCy5.5, anti-CD3-FITC (#17A2, BioLegend), anti-CD4-Pacific Blue (#RM4-5, BD
Biosciences), anti-CD8-APC-Cy7 (#53.6.7), anti-TCR6—APC (#GL-3), anti-IL-17A-PE
(#TC11-18H10) et anti-IFNy-PE-Cy7 (#XMG1.2) conjugués, en suivant les instructions du
kit Cytofix/Cytoperm™. Le kit de marquage LIVE/DEAD Fixable Dead Cell® a été utilisé

pour discriminer les cellules vivantes et mortes.

Etude clinique rétrospective. L'étude rétrospective du registre de la population des patients de
I'Institut Gustave Roussy (Villejuif, France) concerne ceux qui ont été traités avec la digoxine
pour une affection cardiaque concomitante au moment du diagnostic du cancer et pendant tout
le traitement anticancéreux. Un total de 145 patients atteints de cancers et traités par la
digoxine a été enregistré entre 1981 et 2009 et suivi pendant au moins 10 ans apres le
diagnostic. La survie globale de ces patients a été comparée a celle de 290 patients appariés
qui n'ont pas recu la digoxine. Plus précisément, chacun des patients traités par la digoxine a
¢été apparié a deux patients témoins sur la base de leur sexe, 4ge au moment du diagnostic,

type de tumeur, classification TNM et de leur thérapie.

Analyses statistiques. Les données continues ont été comparées avec le test de Mann—
Whitney U et les données catégoriques avec le test de Fisher ou du %2. Les données cliniques
et in vivo (courbes de survie Kaplan—Meier) ont été comparées avec le test du Log-rank.
Toutes les valeurs de p ont été obtenues grace a un test T de Student bilatéral et les valeurs

<0.05 ont été considérées comme statistiquement significatives.
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Le criblage d’une bibliothéque de 120 composés anticancéreux couramment utilisés en
clinique (National Cancer Institute’s Developmental Therapeutics Program oncology drug
set), grace aux biosenseurs précédemment cités, a conduit a I’identification de plusieurs
chimiothérapies déja connues comme étant des inducteurs de la MCI. La corrélation entre les
différents paramétres évalués (Figl. B, C, D) et le haut score de ces composés (Fig. 1, 2) a

permis de tester la force du systéme et de valider notre approche de criblage a haut débit.
Identification des GCs comme inducteurs de la MCI

Afin d’identifier de nouveaux agents ayant la capacité d’induire une exposition
précoce de la CRT, une sécrétion pré-apoptotique de I’ATP et un relargage tardif ’HMGBI,
les cellules U20S ont été exposées pendant 4h, 12h ou 24h a une bibliothéque de composés
approuvés par la FDA, suivi de I’évaluation par microscopie a fluorescence de ces trois
paramétres. (Fig. 3A). Le calcul des scores z (équivalents aux écarts types, ils sont associés a
des valeurs de p probabilité trés petites et figurent dans les extrémités de la distribution
normale) a permis d’établir un classement, fortement corrélé a chacun des trois critéres de la
MCI pris individuellement. Parmi les 10 composés au plus haut score, on retrouve toujours
des anthracyclines (doxorubicine, ¢€pirubicine et mitoxantrone) et quatre glucosides
cardiotoniques (GCs) différents, deux composés utilisés en clinique la digoxine (DIG) et la
digitoxine (DGT) et deux molécules expérimentales, la ouabaine et le lanatoside C (Fig. 3D).
La capacité d’induction des trois parametres de la MCI par la DIG ou la DIGT a ensuite été
confirmée par des méthodes alternatives et a des concentrations de 1’ordre du nanomolaire

dans différentes lignées cancéreuses humaines (Fig. 3 E-H, Fig. 4).
Mécanismes d’induction de la MCI par les GCs

Nous avons ensuite découvert que certains mécanismes d’induction de la MCI par les
GCs étaient identiques a ceux des anthracyclines [202, 203, 232]. Ainsi, en réponse aux GCs,
une induction du stress pre-mortem du RE a été observée et mise en évidence ici par
I’activation de la phosphorylation d’elF2a, de la translocation nucléaire d’ATF6 et de
I’epissage de XBP1. (Supplemental Fig. 2). En outre, I’exposition de la CRT et la sécrétion
d’ATP son inhibés en présence de Z-VAD-fmk ou d’antioxydants (Fig. SA, Supplemental
Fig. 3), suggérant une implication des caspases et des ROS. Les GCs étant des inhibiteurs de
la pompe Na'/K" ATPase [255] et possédant une plus faible affinité pour la sous-unité murine

al [256] que pour son homologue humain, nous avons déterminé si 1’induction de la MCI
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était liée directement ou indirectement a cette inhibition, en transfectant des cellules
d’ostéosarcomes U20S avec I’ADNc codant pour les sous-unités ol ou o3, murines ou
humaines. Ainsi, la protection partielle contre la cytotoxicit¢ des GCs (Fig. 5B, Fig. 4
supplémentaire) et la réduction des paramétres de la MCI (Fig. S D-E) en présence de la
sous-unité murine ol ont permis de conclure a un mécanisme d’action direct par inhibition de
la pompe Na'/K' ATPase. Cette pompe régulant les flux ioniques intracellulaires [257],
différents ionophores ont été testés pour leur capacité d’activation de I’exposition de la CRT
et des relargages d’ATP et ’HMGBI1. En effet, I’implication d’un flux calcique été mis en
évidence par I’ionophore A23187 et les chélateurs du Ca*" (EDTA : extracellulaire et BAPT-
AM : intracellulaire) (Fig. SA, Fig. SA, B supplémentaire). De manicre a caractériser plus
finement les signalisations impliqués dans la MCI induite par le GCs, des cellules U20S
transfectées par une bibliothéque de siRNA correspondant a 250 génes cibles impliqués dans
la signalisation de la mort cellulaire ont été traitées par de la MTX ou de la DIG. Il faut noter
que les voies de signalisation qui régulent 1'exposition CRT, la sécrétion de 'ATP et HMGBI1
en réponse a la digoxine et a la MTX sont dans I'ensemble relativement dissemblables. (Fig.
5F) Toutefois, le regroupement hiérarchique des données a révélé qu’entres autres, les
protéines FADD (Fas-Associated protein with Death Domain), CRADD (Death domain-
containing protein) et BAK1 (Bcl-2 homologous antagonist/killer 1) étaient impliquées dans

les signalisations induisants la MCI. (Fig. 5G).

Induction de la MCI par les GCs in vivo

La vaccination anti-tumorale est réalisée par injection de cellules tumorales mourantes
(environ 60% d’exposition de phosphatidyl-sérine) dans le flanc de souris syngéniques et
I’absence de croissance tumorale apres ré-injection (7 jours plus tard) de cellules vivantes en
sous-cutanée au niveau du flanc opposé est interprétée comme 1’activation d’une réponse
immunitaire efficace [160] [155]. Pour ces expériences chez la souris, les GCs ont été
combinés a des agents endommageants I’ADN non immunogeénes (la cisplatine CDDP et la
mitomycine C MitoC) pour obtenir une mortalit¢ cellulaire suffisante, empéchant la
croissance des tumeurs au site de vaccination, aprés lavage des cellules mourantes. Méme si
les cellules MCA205 (fibrosarcomes) traitées par la CDDP et la MitoC peuvent entrainer la
sécrétion d’ATP et le relargage d’HMGBI, elles sont incapables d’induire une exposition pré-
apoptotique de la CRT a la membrane. Cependant, ce défaut d’exposition de la CRT peut étre

corrigé en présence de DIG ou de DIGT. (Fig. 6A). Ainsi, il a été observé que la combinaison
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de CDDP ou MitoC avec les GCs pouvait stimuler une réponse immunitaire anti-tumorale
significative (Fig. 6B, C), partiellement inhibée par la déplétion des cellules T CD8+ grace a
un anticorps spécifique. (Fig. 6A supplémentaire). En outre, il a ét¢ observé qu’aprés
traitement systémique par la MitoC plus DIG de souris porteuses de tumeurs, les cellules
productrices d’IFN-y des ganglions lymphatiques inguinaux étaient trois fois plus nombreuses
que dans les souris traitées par la MitoC seule. (Fig. 6B supplémentaire). Les GCs restaurent
donc la capacité des cellules mourantes traitées par des chimiothérapies non immunogénes a
stimuler une réponse immunitaire anticancéreuse. Enfin, les expériences de croissance
tumorale chez des souris immunocompétentes et immunodéficientes ont révélé que le
traitement systémique par la MitoC, la CDDP ou la DIG avaient peu d’effets sur la croissance
des tumeurs, alors que la combinaison de MitoC ou CDDP plus digoxine apportait un
bénéfice thérapeutique significatif (Fig. 6D, E). Cet effet n’a toutefois pas été observé dans
les hotes immunodéficients (Fig. 6F, G). En outre, 1’étude de I’infiltrat tumoral a mis en
¢vidence la présence de cellules T /8 productrices d’IL-17A et de cellules T CD4+ ou CD8+
productrices d’IFN-y (Fig. 6C supplémentaire), révélant une réponse immunitaire

anticancéreuse locale.

Amélioration de la survie globale des patients atteints de carcinomes par la DIG

Grace a un algorithme de recherche, nous avons identifi¢ les patients atteints de
carcinomes et répertoriés dans les archives de I’IGR entre 1981 et 2009, ayant recus de la
digoxine au cours de leur traitement conventionnel. Nous avons ainsi comparé¢ la survie
globale de 145 de ces patients a celle de 290 patients n’ayant pas recu de DIG. Les patients
ont été appariés (1:2) en fonction de 1’age, du genre, de la thérapie et des principaux facteurs
pronostiques (Fig. 7A, Fig. 7-9 supplémentaire). Il alors ét¢ constaté¢ une amélioration
significative de la survie globale des patients traités a la DIG (Fig. 7B). Les patients n’ayant
pas recu de DIG présentent une survie moyenne de 52% (45% - 58%) a 5 ans, alors que la
survie moyenne des patients traités par la DIG est de 65% (56% - 73%) (Log-rank p=0.002).
Le hasard ratio de la mort est de 0.62 (IC95%: 0.46 - 0.84) pour les patients traités par DIG.
Plus précisément, nous avons constaté que la prise de digoxine avait un impact positif sur la
survie globale des patients atteints de cancers du sein, colorectal, ORL et hépatocellulaire.
(Fig. 7C, Fig. 8-10 supplémentaire). Enfin, des analyses plus approfondies de certains sous-
groupes ont révélé que la digoxine n’affectait pas le survie globale des patients traités par des

agents chimiothérapeutiques immunogénes (anthracyclines pour les cancers du sein et
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oxaliplatine pour les cancers colorectaux). En revanche, la digoxine a un impact
significativement positif sur la survie des patients ayant recu des agents autres que les

anthracyclines ou I’oxaliplatine (Fig. 7D,E).
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CANCER

Cardiac Glycosides Exert Anticancer Effects by Inducing
Immunogenic Cell Death

Laurie Menger,"?? Erika Vacchelli,""** Sandy Adjemian,’*? Isabelle Martins,"** Yuting Ma,"%>
Shensi Shen,">* Takahiro Yamazaki,>>* Abdul Qader Sukkurwala,’>3 Mickaél Michaud,*?
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Francois Ghiringhelli,>® Nazanine Modjtahedi,"** Lorenzo Galluzzi,>® Fabrice André,*°
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Some successful chemotherapeutics, notably anthracyclines and oxaliplatin, induce a type of cell stress and
death that is immunogenic, hence converting the patient’s dying cancer cells into a vaccine that stimulates
antitumor immune responses. By means of a fluorescence microscopy platform that allows for the automated
detection of the biochemical hallmarks of such a peculiar cell death modality, we identified cardiac glycosides
(CGs) as exceptionally efficient inducers of immunogenic cell death, an effect that was associated with the in-
hibition of the plasma membrane Na*- and K*-dependent adenosine triphosphatase (Na*/K*-ATPase). CGs ex-
acerbated the antineoplastic effects of DNA-damaging agents in immunocompetent but not immunodeficient
mice. Moreover, cancer cells succumbing to a combination of chemotherapy plus CGs could vaccinate synge-
neic mice against a subsequent challenge with living cells of the same type. Finally, retrospective clinical analy-
ses revealed that the administration of the CG digoxin during chemotherapy had a positive impact on overall
survival in cohorts of breast, colorectal, head and neck, and hepatocellular carcinoma patients, especially when

they were treated with agents other than anthracyclines and oxaliplatin.

INTRODUCTION

Primary or transplantable tumors respond to chemotherapy with
anthracyclines or oxaliplatin much more efficiently when they are
implanted in syngeneic immunocompetent mice rather than in im-
munodeficient hosts (1-3). Along similar lines, clinical studies dem-
onstrate that severe lymphopenia negatively affects prognosis in
multiple distinct solid cancers subjected to chemotherapy (4). These
findings suggest that immune responses elicited by chemotherapy
may play a decisive role in the outcome of anticancer therapy (5, 6).

Although most chemotherapeutics fail to trigger immunogenic cell
death (ICD), some (like anthracyclines and oxaliplatin) are able to do so
(1, 2, 7). Cancer cells succumbing to ICD can vaccinate mice against a
subsequent challenge with living cells of the same type (1, 2, 7) or elicit
anticancer immune responses in patients (8). Extensive biochemical
analyses have revealed the distinctive properties of immunogenic (as
opposed to nonimmunogenic) cell death. These turned out to be the
preapoptotic exposure of calreticulin (CRT) at the cell surface (2, 8, 9),
the secretion of adenosine 5'-triphosphate (ATP) from stressed and
dying cells (7, 10), and the cell death-associated release of the nuclear
high mobility group box 1 (HMGB1) protein (2, 11). CRT stimulates
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the engulfment of dying cancer cells by dendritic cells (DCs) (2).
HMGBI1 acts on Toll-like receptor 4 (TLR4), hence eliciting a mye-
loid differentiation primary response gene 838 (MyD88)-mediated
response that underpins optimal tumor antigen processing by DCs
(2, 11). ATP binds purinergic P2RX7 receptors [thus activating the
nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor family, pyrin
domain-containing 3 (NLRP3) inflammasome] to stimulate the pro-
duction of interleukin-1p (IL-1B), which is required for stimulating
interferon-y (IFN-y) production by tumor-specific CD8" T lymphocytes
(7). Knockout of Tlr4 or P2rx7 (as well as that of genes coding for their
downstream signal transducers including Myd88, Nirp3, Il1r, and Ifng)
phenocopies the ablation of the cellular immune system, meaning that
tumors growing in Tlr4 ™=, P2rx7~"~, Myd88™"~, Nlrp3™~, Il1r™"~, Ifng ",
Ifngr™'", athymic, or CD8" T cell-depleted mice all fail to respond to
immunogenic chemotherapeutic regimens. Along similar lines, single-
nucleotide polymorphisms that compromise the function of human
TLR4 or P2RX7 are negative predictors of the clinical response to adju-
vant chemotherapy with anthracyclines (in breast cancer) or oxaliplatin
(in colorectal cancer) (2, 7, 12). These results suggest the possible trans-
lational relevance of the data obtained in mouse models, implying the
obligate contribution of anticancer immune responses to the success of
ICD-inducing chemotherapies.

The capacity of anthracyclines and oxaliplatin to induce ICD relies,
at least in part, on off-target effects. These agents indeed trigger an en-
doplasmic reticulum (ER) stress response that leads to CRT exposure
even in cytoplasts, that is, cells that have been enucleated and hence lack
the best-known target of these chemotherapeutics (DNA) (2, 13). Al-
though all anthracyclines that have been tested so far induce ICD (2),
platinum compounds are heterogeneous in this regard. Thus, in contrast
to oxaliplatin, cisplatin [cis-diamminedichloroplatinum(II) (CDDP)] is
unable to induce an ER stress response followed by ICD (12, 14), meaning
that there is no simple structure-function relationship that would predict
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Fig. 1. A fluorescent biosensor-based platform for the identification of
ICD inducers. (A) Schematic representation of the bioassay with represent-
ative confocal fluorescence microphotographs of control (CTR) and MTX-
treated cells. (B to D) Human osteosarcoma U20S cells expressing the
indicated biosensors were exposed to a collection of 120 different cytotoxic
agents (final concentration, 1 uM), and ICD-related parameters were mea-
sured. Each point represents the mean of duplicate determinations for each
drug. Scale bar, 10 um. (B) Relationship between CRT-GFP granularity (a
parameter that indicates the clustering of CRT at the cell periphery) and
ERp57-GFP granularity or CRT-HT exposure, as determined 4 hours after
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addition of the drugs. (C) Relationship between the loss of quinacrine
staining (represented by positive values), the formation of cytoplasmic
GFP-LC3 puncta, the intracellular ATP concentration, as determined with an
ATP-sensing FRET probe (ATeam), and the extracellular ATP concentrations,
as determined by means of a commercial luciferase-based assay. (D) Rela-
tionship between HMGB1-GFP release (represented by positive values),
plasma membrane permeabilization (PMP) (monitored with Pl), pyknosis
(nuclear shrinkage, represented by positive values), and extracellular HMGB1
concentrations (measured by ELISA). P values calculated with the Pearson
test are indicated in each graph.

the capacity to cause ICD. As a result, ICD inducers
have thus far been identified empirically by determining
whether mouse cancer cells responding to them would
elicit a protective immune response in vivo (1, 2, 15).
To overcome this limitation, we designed an auto-

mated epifluorescence microscopy-based platform

allowing for the detection of the known biochemical
hallmarks of ICD in human cancer cells stably ex-
pressing fluorescent biosensors. Using this platform,
which is suitable for high-content, medium-throughput
analyses, we identified cardiac glycosides (CGs) as a
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Fig. 2. Identification of ICD inducers among 120 anticancer agents. (A and B) Human osteo-
sarcoma U20S cells stably coexpressing CRT-GFP and H2B-RFP (histone 2B-red fluorescent pro-
tein) or HMGB1-GFP and H2B-RFP as well as wild-type (WT) U20S cells were treated with
compounds from the National Cancer Institute’s Developmental Therapeutics Program oncol-
ogy drug set [final concentration, 1 uM (A) or 10 uM (B)] for the indicated time, followed by the
assessment of ICD-related parameters. Results (means, n = 3; each point represents one agent)
have been sorted according to mean Z score for each agent to highlight the nonlinear time
dependency of the appearance of distinct ICD characteristics. (C) Hierarchical clustering of drug
effects. (D) Hits. Green and red values indicate positive and negative effects (Z score), respectively.
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The known parameters determining ICD are the co-
translocation of CRT and the ER chaperon ERp57 at
the cell surface (2, 16), the autophagy-dependent secre-
tion of ATP (7, 10), and the release of the non-histone
chromatin protein HMGBI (2), which occur before,
during, and after apoptosis, respectively (2, 7, 13). Hu-
man osteosarcoma U20S cells were used to screen
a chemical library encompassing all the 120 anti-
cancer drugs that are currently used in the clinic (final
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Fig. 3. Identification of ICD inducers among 1040 FDA-approved drugs. (A to C) Human osteosarcoma U20S
cells stably coexpressing CRT-GFP and H2B-RFP or HMGB1-GFP and H2B-RFP as well as WT U20S cells were
treated with FDA-approved or experimental drugs at a final concentration of 1 uM for the indicated time and
then assessed for CRT-GFP granularity (a surrogate marker of CRT exposure), cytoplasmic quinacrine fluores-
cence (after staining with the ATP-sensitive dye quinacrine), and nuclear HMGB1-GFP fluorescence. Nuclear
shrinkage (an indicator of apoptotic cell death) was monitored by the H2B-RFP signal or upon Hoechst 33342
staining. Z scores of two independent experiments conducted in duplicates upon interplate normalization are
depicted in (A) and (B). The sum of the Z scores of the monitored ICD hallmarks is shown in (C). P values were
calculated with respect to the values shown in (C). (D) A heat map of CRT exposure, ATP release, HMGB1
translocation, and nuclear shrinkage is presented for the entire library (left panel) and for compounds that
belong to the upper 1% percentile (right panel). (E) Representative images depict the formation of CRT-
containing granules, the secretion of ATP from quinacrine™ ATP-containing vesicles, and the release of
HMGB1 from the nucleus, 4, 12, or 24 hours, respectively, after the administration of MTX, DIG, or DIGT. Scale
bars, 10 um. (F to H) WT U20S cells were treated with 1 uM MTX or increasing concentrations of DIG and DIGT
(10, 50, and 100 nM) for 4, 12, or 24 hours and then subjected to cytofluorometric immunodetection of CRT
exposure (F), luciferase-based detection of ATP (G), and the assessment of extracellular HMGB1 by ELISA (H),
respectively. Columns report the percentage of live cells exhibiting CRT exposure (CRT*PI”) and the concen-
trations of extracellular ATP and HMGB1 (mean + SEM; n = 3; *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001, two-tailed
Student’s t test, compared to CTR cells).
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concentrations, 1 and 10 uM), and ICD-
related parameters were measured (time
points, 4, 12, and 24 hours) by robotized
epifluorescence microscopy followed by
automated image analysis (Fig. 1A). The
translocation of a CRT-GFP (green fluo-
rescent protein) fusion protein (14) from
the perinuclear ER to the cellular periph-
ery paralleled a similar relocalization of
ERp57-GFP (16), as well as the exposure
of a CRT-HaloTag fusion protein on the
cell surface (detected with a plasma mem-
brane impermeant HaloTag ligand) (14)
(Fig. 1B). The staining obtained with an
ATP-sensitive fluorophore, quinacrine (17),
was comparable to the ATP-dependent
signal given by a fluorescence resonance
energy transfer (FRET)-based biomarker
relying on the € subunit of the bacterial
F,Fo—ATP synthase flanked by cyan and
yellow fluorescent proteins (18). The re-
duction of intracellular ATP could be de-
tected with quinacrine as well as by means
of a luciferase-based assay to measure ex-
tracellular ATP concentrations. Moreover,
the loss of quinacrine-dependent fluores-
cence was paralleled by the aggregation
of a GFP-LC3 fusion protein in cytoplas-
mic puncta (autophagosomes or auto-
phagolysosomes) (19) (Fig. 1C), in accord
with the observation that autophagy is
required for ATP release from dying tu-
mor cells (10). HMGBI release was de-
tected as a loss in the nuclear fluorescence
of an HMGBI1-GFP chimera (20) or as an
accumulation of extracellular HMGB1
[detected by enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA)] and occurred in
conjunction with plasma membrane break-
down [as measured with the vital dye
propidium iodide (PI)], in turn reflecting
primary or secondary (postapoptotic)
necrosis (21) but not with apoptotic chro-
matin condensation (Fig. 1D). Among
the seven compounds that most effective-
ly triggered the known hallmarks of ICD,
as determined by the hierarchical cluster-
ing of data on CRT translocation, nuclear
HMGBI loss, and cellular ATP release
(Fig. 2, A and B), were several known
ICD inducers (Fig. 2, C and D), namely,
three anthracyclines [daunorubicin, doxo-
rubicin, and mitoxantrone (MTX)] (1, 2),
as well as bortezomib (22). In addition,
this list included two vinca alkaloids with
known immunogenic side effects (vincris-
tine and vinorelbine) (23, 24), as well as
the tyrosine kinase inhibitor crizotinib, for
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Fig. 4. ICD induction by CGs in a panel of human cancer cell lines. (A) Cervical adenocarcinoma Hela cells,
colon adenocarcinoma HCT 116 cells, non-small cell lung carcinoma A549 cells, prostate carcinoma LNCaP
cells, oral squamous carcinoma Cal27 cells, hepatocellular carcinoma HepG2 cells, and breast adenocarcinoma
MDA-MB 231 cells were treated with 1 uM MTX or 10 nM, 100 nM, and 1 uM DIG for 4 hours, followed by
immunostaining and cytofluorometric detection of cell surface-exposed CRT. (B and C) Alternatively,
cells were treated as in (A) but for 12 and 24 hours, followed by the assessment of extracellular ATP by means
of a luciferase-based assay (B) and the release of HMGB1 into the supernatant by means of an HMGB1-specific
ELISA (C). Data are reported as means = SEM (n = 3; *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001, two-tailed

Student’s t test, compared to CTR cells).

which no immunological effects have been reported thus far. Thus,
known ICD inducers yielded high scores and were identified on the basis
of the use of surrogate ICD markers, validating our screening approach.

Identification of CGs as candidate inducers of ICD

To identify novel agents endowed with the capacity to stimulate ICD,
we exposed human osteosarcoma U20S cells for 4, 12, or 24 hours to a
chemical library encompassing all U.S. Food and Drug Administration
(FDA)-approved (and some experimental) drugs (final concentration,
1 pM), followed by the assessment of CRT exposure, ATP release, and
HMGBI loss (Fig. 3A). Apoptotic nuclear shrinkage was measured
continuously (Fig. 3B and table S1). The arithmetic sum of the Z scores
of the three ICD parameters (Fig. 3C) established a rank that strongly
correlated with each of the three ICD criteria taken individually (Fig. 3A),
as well as with apoptosis induction at each time point, although to a
lower extent (Fig. 3B). Three distinct anthracyclines (doxorubicin,
epirubicin, and MTX), whose capacity to induce ICD is amply docu-
mented (2, 7), ranked among the 10 best hits, corresponding to the
1% upper percentile of the 1040 FDA-approved or -evaluated agents.

www.ScienceTranslationalMedicine.org

HepG2 MDA-MB231

Mechanisms of CG-induced ICD

ICD inducers are known to activate a
premortem ER stress response (2, 12, 13),
and CGs did activate three arms of the ER
stress response [that is, phosphorylation
of eIF20. (eukaryotic initiation factor 2a),
nuclear translocation of ATF6 (activating
transcription factor 6), and splicing of
XBP1 (X-box binding protein 1)] at least
as efficiently as MTX (fig. S2). The broad-
spectrum caspase inhibitor Z-VAD-fmk (N-benzyloxycabonyl-Val-Ala-
Asp-fluoromethylketone) as well as the antioxidants N-acetylcysteine
and reduced glutathione inhibited not only the cytotoxicity of CGs
but also CRT exposure and ATP release (Fig. 5A and fig. S3). Thus,
the induction of ICD hallmarks by DIG or DIGT is intimately linked
to their cytotoxic potential. CGs are known to target the plasma mem-
brane Na",K"-ATPase (Na'- and K*-dependent adenosine triphos-
phatase), thus reducing the Na* and K" gradients and stimulating Ca*"
influx (25). Taking advantage of the fact that DIG and DIGT have
a far lower affinity for the murine Na",K"-ATPase subunit o, than
for its human counterpart (26, 27), we determined whether ICD induc-
tion by CGs is mediated by on-target or off-target effects. Human U20S
cells transfected with mouse o, (but not with human a; or another
mouse subunit, o) were indeed partially protected from CG cyto-
toxicity (Fig. 5B and fig. S4) and exhibited reduced CRT exposure
(Fig. 5C), ATP secretion (Fig. 5D), and HMGBI release (Fig. 5E). These
results suggest that CGs induce ICD characteristics through their effects
on Na*,K"-ATPase-regulated ion fluxes. Accordingly, the Ca**" ionophore
A23187 (but neither the K" ionophore nigericin nor the protonophore
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Fig. 5. Mechanisms of CG-induced ICD. (A)
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Pharmacological modulation of ICD signals. Hu- GIR

man osteosarcoma U20S cells were kept in the
absence (CTR) or in the presence of the indicated
cytotoxic compounds, alone or in combination
with the indicated cytoprotective agents (left
panel) or ionophores (right panel), and ICD hall-
marks were assessed by high-content image anal-
ysis based on biosensor cell lines as in Fig. 1. Results
are means + SEM of n = 3 independent experi-
ments. (B to E) Implication of Na* K*-ATPase in
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pathways involved in MTX- or DIG-induced ICD.
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cell death or stress-relevant genes was reverse-
transfected in U20S cells, which were then cul-
tured in control conditions or exposed to MTX
and DIG. The capacity of siRNAs to reduce (red)
and enhance (green) ICD hallmarks was as- F
sessed as in Fig. 1. Unsupervised hierarchical
clustering of data is shown in (F), and the pro-
teins whose inhibition most efficiently inhib-
ited CRT exposure as elicited by MTX and DIG
are shown in (G). See table S2 for a full list of
siRNAs and their effects.

CRT

ATP

HMGB1

carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone)
was able to induce CRT exposure, ATP se-
cretion, and HMGBI release (Fig. 5A and
fig. S5A), and these effects were prevented
by both intracellular and extracellular Ca>* chelators (fig. S5B). To
further investigate the mechanisms through which CGs induce mani-
festations of ICD, we reverse-transfected U20S cells with an array of
500 siRNA (small interfering RNA) duplexes, corresponding to 250
target genes involved in cell death signaling, and monitored their re-
sponse to MTX and DIG (the most widely used CG in the clinic) (28)
in terms of CRT exposure, ATP secretion, and HMGBI release. As
revealed by unsupervised hierarchical clustering, the signaling path-
ways that regulate CRT exposure, ATP secretion, and HMGBI release
in response to DIG and MTX are overall relatively dissimilar, yet present
consistent overlaps (Fig. 5F and table S2). For instance, DIG- and MTX-
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siRNA

induced CRT exposure, the prime ICD characteristic, was disrupted by
the knockdown of a largely overlapping cluster of target genes (Fig. 5G).
Among the siRNAs that most effectively prevented DIG- and MTX-
stimulated CRT exposure, two targeted death domain—containing pro-
teins (FADD and CRADD), and two others targeted proteins that have
been previously implicated in MTX-induced CRT exposure, namely,
ERp57 (16) and BAK]1, a proapoptotic multidomain protein from the
BCL-2 family (13). Although the interpretation of this data set is limited
by the suboptimal efficacy of reverse transfection arrays, these results
underscore that CGs and anthracyclines stimulate overlapping path-
ways of ICD signaling.
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Fig. 6. Restoration of the immunogenicity of CDDP and MitoC
in vivo. (A) Murine fibrosarcoma MCA205 cells were treated with
1 uM MTX, 200 uM MitoC, or 150 uM CDDP, alone or combined
with the indicated concentrations of DIG and DIGT, for 24 hours,
followed by the determination of CRT exposure (by immuno-
fluorescence), ATP secretion (upon quinacrine staining), and
HMGB?1 release (by ELISA). Results are shown as a heat map.
(B and €) MCA205 cells treated for 24 hours with 1 uM MTX,
200 uM MitoC, or 150 uM CDDP alone or combined with 20 uM
DIG or 40 uM DIGT were inoculated into immunocompetent
C57BL/6 mice, which were rechallenged 7 days later with living
cells of the same type. The percentage of tumor-free mice was
evaluated every 5 days for the following 30 days (n = 15). (D to G)
Live MCA205 cells were injected subcutaneously into immuno-
competent C57BL/6 mice (D and E) or immunodeficient nu/nu
mice (F and G). When tumors became palpable, mice were intra-
peritoneally injected with DIG (2.5 mg/kg), MitoC (0.33 mg/kg),
and CDDP (0.22 mg/kg), alone or combined as indicated, and
tumor growth was assessed regularly for the next 20 days (*P <
0.01, two-tailed Student’s t test, compared to all other groups, n = 10).
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ICD induced by CGs in vivo
In tumor vaccination experiments, cancer cells were exposed to
cytotoxic chemotherapeutics in vitro until 70 + 10% of the cells
expose phosphatidylserine on the outer leaflet of the plasma
membrane, as assessed by means of annexin V binding. Dying
cancer cells were then injected subcutaneously into mice, and
1 week later, the animals were rechallenged with live tumor
cells of the same kind, injected into the opposite flank. The ab-
sence of tumor growth is interpreted as the sign of a productive
anticancer immune response (1, 2, 14). In a first series of ex-
periments involving DIG- or DIGT-exposed cancer cells, mice
developed cancers at the primary injection site, presumably be-
cause the washing out of CGs allowed for the rapid recovery of
viable cells and their growth in vivo. In contrast, cells treated
with the DNA-damaging agents CDDP and MitoC (mitomy-
cin C) failed to form tumors at the primary injection site. In this
assay, however, CDDP and MitoC were unable to induce ICD,
meaning that tumor cells killed by these agents and injected
into mice failed to trigger a protective anticancer immune re-
sponse (1, 2, 14). Accordingly, CDDP and MitoC were unable
to induce preapoptotic CRT exposure in vitro, although they
did trigger ATP secretion and HMGBI release. This defect
in CRT exposure was corrected in the presence of DIG or
DIGT (Fig. 6A). Accordingly, when murine cancer cells were
treated with a combination of CDDP or MitoC plus DIG or
DIGT, such cells lost their growth potential and acquired the
capacity to stimulate a productive immune response in vaccina-
tion experiments (Fig. 6, B and C). This immune response was
partially lost upon antibody-mediated depletion of CD8" T cells (fig.
S6A). After systemic treatment of tumor-bearing mice with MitoC plus
DIG, inguinal lymph node cells secreted higher amounts of IFN-y com-
pared to cells isolated from mice receiving MitoC alone, as shown upon
recovery of draining popliteal lymph node cells and stimulation with anti-
CD3 plus anti-CD28 antibodies (fig. S6B). Thus, CGs restored the capacity
of dying cells to stimulate anticancer immune responses in conditions in
which nonimmunogenic chemotherapeutics alone failed to do so.
Subsequently, we evaluated the capacity of DIG to improve the re-
sponse to therapy of established cancers growing on immunocom-
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petent or immunodeficient mice. In conditions in which systemic
chemotherapy with MitoC, CDDP, or DIG alone had minor effects
on tumor growth, the combination of MitoC or CDDP plus DIG in-
duced a significant therapeutic benefit (Fig. 6, D and E). This effect was
observed when tumors grew on immunocompetent mice, yet was lost
when the tumors proliferated on athymic (nu/nu) mice (Fig. 6, F and G).
These results underscore the obligate contribution of the immune
system to the chemotherapeutic activity of DIG. Indeed, the admin-
istration of MitoC plus DIG induced tumor infiltration by IL-17A-
producing y/8 T cells and IFN-y-producing CD4" or CD8" T cells as
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Fig. 7. Increase in the overall survival of carcinoma patients by CGs. (A and B) Effect of DIG on
breast carcinoma patients. The overall survival of DIG-treated carcinoma patients and case-
matched patients who underwent similar treatments (A) (for additional patient characteristics,
see figs. S7 to S10) is reported (B). (C) Statistical impact of DIG treatment on the overall survival
of cancer patients. Columns report the P value obtained by the comparison of DIG-treated and
case-matched patients (log-rank test). (D and E) Impact of DIG on overall survival in the context of
immunogenic versus nonimmunogenic chemotherapy. Overall survival of breast cancer patients
who received anthracycline-based or non-anthracycline-based chemotherapy alone or com-
bined with DIG (D). Colorectal cancer (CRC) patients were subdivided in oxaliplatin and non-
oxaliplatin-receiving individuals, and the overall survival of DIG-treated versus control patients was
estimated (E). *Not matched on etiology and a-fetoprotein. NA, not applicable; HR, hazard ratio.

efficiently as MTX did (fig. S6C), demonstrating the
elicitation of a local anticancer immune response.

Next, we used a text-based research algorithm to
identify all carcinoma patients who, between 1981
and 2009, received CGs (in particular, DIG) during
conventional carcinoma therapies, as documented
in the computerized archives held at Institut Gustave
Roussy. We compared the overall survival of 145 pa-
tients treated with CGs with that of 290 patients who
did not receive CGs. Patients were matched (1:2) for
tumor type, stage, anticancer therapy, gender, and
major prognostic parameters [such as estrogen re-
ceptor and human epidermal growth factor receptor
2 (HER2) expression for breast cancer, etiology and
o-fetoprotein for hepatocellular cancer, and Gleason
score for prostate cancer] (Fig. 7A and figs. S7 to S9).
DIG-treated patients exhibited a significantly enhanced
overall survival (Fig. 7B) compared to age- and sex-
matched patients with similar tumor characteristics
(tumor type and stage) and receiving similar treat-
ment but no CGs. Patients who did not receive
CGs presented a 52% (45 to 58%) survival at 5 years,
whereas patients treated with CGs presented a 65%
(56 to 73%) overall survival at 5 years (log-rank P =
0.002). The hazard ratio for death was 0.62 [95%
confidence interval (95%CI), 0.46 to 0.84] for pa-
tients treated with CGs. DIG was efficient in amelio-
rating the overall survival of patients treated with
chemotherapy alone but not of those treated with
radiotherapy alone (fig. S7). Moreover, DIG had a
significant positive impact on the overall survival
of patients with breast, colorectal, head and neck,
and hepatocellular cancers, yet failed to improve
the overall survival of lung and prostate cancer pa-
tients (Fig. 7C and figs. S8 to $10). Further subgroup
analyses revealed that DIG failed to affect the overall
survival of patients who received chemotherapy with
immunogenic agents, namely, anthracyclines for
breast cancer and oxaliplatin for colorectal cancer.
In contrast, DIG had a significant positive impact
on patients who received treatment with agents
other than anthracyclines or oxaliplatin (Fig. 7, D
and E). Together, these results suggest that DIG
can ameliorate the efficacy of nonimmunogenic anti-
cancer therapies.

DISCUSSION

The present study describes a fluorescent biosensor—
based platform for the identification of ICD induc-
ers. Three major hallmarks of ICD (CRT exposure,
ATP secretion, and HMGBI release) were measured
by robotized fluorescence microscopy coupled to au-
tomated image analysis on cancer cells expressing
appropriate biosensors, using a setup that is suitable
for high-content, medium-throughput screening and
that can be scaled up for high-throughput purposes.
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Using a collection of FDA-approved and experimental drugs, we iden-
tified CGs as candidate ICD inducers and then validated their capac-
ity to induce ICD in preclinical models and in clinical settings, hence
providing a proof of principle of the approach.

Although the initial discovery and pharmacological development of
CGs are unrelated to oncology, several investigators have advocated the
use of CGs for the treatment of cancer (29, 30). Thus, CGs can ef-
fectively reduce the growth of xenografted human cancer cells in mice
(30-32), a finding that, however, has been criticized because CGs have a
higher affinity for the human Na*,K"-ATPase than for its murine
equivalent (26). Nonetheless, it has been reported that, as opposed
to normal cells, human cancer cells express a combination of Na",K*-
ATPase subunits that has a particularly high affinity for CGs, rendering
them selectively susceptible to CG cytotoxicity (29). CGs are widely used
in the general population, in particular, elderly patients (28), and several
clinical studies have suggested that CGs may affect the clinical course of
cancer. Thus, long-term use of CGs can increase the incidence of breast
cancer (33) and reduce that of prostate cancer (33), perhaps because
CGs are weak agonists of estrogen receptors.

Here, we provide evidence that clinically used CGs such as DIG
and DIGT can stimulate ICD in vitro through their inhibitory effect
on Na*,K*-ATPase and consequent Ca”" influx through the plasma
membrane, in line with the documented proapoptotic and proim-
munogenic effects of raised cytoplasmic Ca®" levels (14, 34). Accord-
ing to one recent study, CGs can inhibit the ATPase activity of the pattern
recognition receptor RIG-1 (retinoic acid-inducible gene 1), a sensor of
viral RNA, thus reducing IFN-B expression, and may inhibit tumor
necrosis factor (TNF) signaling, at least in part by interfering with
the nuclear translocation of the transcription factor NF-kB (nuclear
factor xB) (27). These anti-inflammatory effects are likely not to affect
the anticancer immune responses, because neither the knockout of
the common receptor for class 1 IFNs nor that of TNF has a major
negative impact on the antitumor effects of anthracyclines in mice (7).
Moreover, it appears plausible that the doses of CGs that are effective
in human cancer cells (29, 30) are lower than those that mediate anti-
inflammatory outcomes in normal cells of the immune system.

The clinical data supporting a positive impact of CGs on the out-
come of some chemotherapeutic regimens have been obtained by ret-
rospective analyses of patient cohorts who received CGs in one single
hospital. Although this design facilitated the identification of matched
controls (who shared biological and clinical parameters and were treated
by the same department in the same period), it requires further valida-
tion. Prospective analyses must confirm that the administration of CGs
along with chemotherapy ameliorates overall survival in cancer patients
within the disease categories identified in this paper. We surmise that
prospective clinical trials would have high chances to unravel beneficial
effects for CGs in patients with locally advanced head and neck cancer
who are treated with CDDP (which does not induce ICD on its own).

The fluorescent biosensor-based platform that we describe here
has multiple potential applications. First, it can be used in its present
setup to screen other drug collections. Thus far, we have only investi-
gated a limited collection of agents, among which about 200 had a clear
cytotoxic effect on the cells used in this screen, namely, human U20S
osteosarcoma cells. Results from previous functional screens suggest
that only a minority (namely, 4 of 28 tested) of cytotoxic agents can
stimulate ICD (I, 2, 12), indicating that this is an exceptional event that
differs from nonimmunogenic apoptotic death because it occurs in nor-
mal development and adult tissue homeostasis. In accord with this

www.ScienceTranslationalMedicine.org

concept, we observed that most apoptotic inducers used in this screen
failed to concomitantly stimulate all the hallmarks of ICD. It will be
interesting to determine the ICD-inducing capacity of large collections
of cytotoxic agents to identify new drugs that elicit an immunological
bystander effect. Moreover, in the pipeline of drug discovery, it might be
advisable to decide on the clinical development of compounds that
share target and mechanism of action based on their (perhaps differ-
ential) ICD-stimulatory capacity.

SUPPLEMENTARY MATERIALS
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Materials and Methods

Fig. S1. Cardiac glycosides induce Hsp90 exposure.

Fig. S2. ER stress induction by cardiac glycosides.

Fig. S3. Cardiac glycosides induce CRT exposure.

Fig. S4. Human cells expressing murine Na*,K*-ATPase subunit a, are less sensitive to cardiac
glycosides.

Fig. S5. A role for calcium fluxes in cardiac glycoside-induced immunogenic cell death.

Fig. S6. T cell populations and cytokines involved in the digoxin-stimulated anticancer immune
response.

Fig. S7. Comparison of digoxin effects on the survival of cancer patients treated with chemo-
therapy alone or radiotherapy alone.

Fig. S8. Effect of digoxin on the survival of patients with non-small cell lung cancer (NSCLC) or
prostate cancer.

Fig. S9. Effect of digoxin on the survival of patients with breast cancer or colorectal cancer (CRC).
Fig. S10. Effect of digoxin on the survival of patients with head and neck cancer or hepato-
cellular cancer.

Table S1. Drug screen identifies cardiac glycosides as immunogenic cell death inducers.
Table S2. RNA interference arrays identify overlapping signaling pathways toward immuno-
genic cell death.
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Supplemental Figure 1

Figure S1. Cardiac glycosides induce HSP90 exposure. Human osteosarcoma U20S cells
were left untreated (CTR) or treated for 12 h with 1 pM mitoxantrone (MTX), 1 uM
bortezomib (BTZ), 1 uM digoxin (DIG), 1 uM digitoxin (DIGT), 150 uM cisplatin (CDDP)
or 30 uM mitomycin C (MitoC), followed by immunostaining for the detection of surface-
exposed HSP90. Columns report the percentage of living cells (PI') that exposed HSP90 on
the cell surface (HSP90") (means + SEM, n = 3, * = p < 0.05, two-tailed Student’s  test, as

compared to CTR cells).
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Supplemental Figure 2

Figure S2. ER stress induction by cardiac glycosides. Human osteosarcoma U20S cells
were left untreated (CTR) or treated for 4 h with 1 uM mitoxantrone (MTX), 1 uM digoxin
(DIG), 1 uM digitoxin (DIGT), or 1 uM thapsigargin (THAPS) as a positive control, followed
by immunostaining for the detection of ER stress markers (elF2a phosphorylation,
translocation of ATF6 to the nucleus, XBP1 splicing). Representative images illustrating
cytoplasmic elF2a phosphorylation (A), ATF6 nuclear translocation (B) and XBP1 splicing
(C). In panels D-F, quantitative data are reported (means + SEM, n = 3, * = p < 0.05, two-

tailed Student’s ¢ test, as compared to CTR cells).
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Supplemental Figure 3

Figure S3. Cardiac glycosides induce CRT exposure. Human osteosarcoma U20S cells
were left untreated (CTR) or pre-incubated for 30 min with 5 mM N-Acetyl-l-cysteine
(NAC), 5 mM reduced L-glutathione (GSH), or for 2 h with 150 uM benzyloxycarbonyl-Val-
Ala-Asp (OMe)-fluoromethylketone (Z-VAD) and then treated with 1 uM digoxin (DIG),
digitoxin (DIGT) or mitoxantrone (MTX) for 4 h, followed by cytofluorometry for the
assessment of calreticulin (CRT) exposure on the cell surface. Columns report the % of living
cells (PT) that exposed CRT on the cell surface (CRT") (means = SEM, n = 3, * = p < 0.05,

two-tailed Student’s ¢ test, as compared to CTR cells).
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Supplemental Figure 4

Figure S4. Human cells expressing murine Na'/K" ATPase subunit al are less sensitive
to cardiac glycosides. (A) Human osteosarcoma U20S cells stably co-expressing the DsRed
fluorescent protein and the murine Na'/K~ ATPase subunits al (mAtplal) or a3 (mAtpla3)
were kept in control conditions or treated with 1 pM mitoxantrone (MTX) or with 0.1, 1 or 10
uM digoxin (DIG) or digitoxin (DIGT) for 24 h. Thereafter, cells were co-stained with
AnnexinV-FITC and DAPI and cell death was monitored by cytofluorometry. White and
black columns report the % or dying (DAPI'AnnV") and dead (DAPI") cells, respectively
(means £ SEM, n =3, * = p < 0.05, two-tailed Student’s 7 test, as compared to CTR cells). (B)
Wild-type U20S cells transfected as in A were plated on microelectrode-coated plates,
allowed to adhere for 24 h, and then treated with the indicated concentration of digoxin
(DIG). Thereafter, the cell index, an indirect measure of cell morphology and adherence, was
monitored every 15 min for the following 2 days by means of a xCELLigence analyzer. Data
are presented as means = SEM (n = 3, * = p < 0.05, two-tailed Student’s ¢ test, as compared to

mock-transfected cells treated with the same concentration of DIG).
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Supplemental Figure 5

Figure SS5. A role for calcium fluxes in cardiac-glycosides-induced immunogenic cell
death. (A) Wild-type human osteosarcoma U20S cells were treated with 1.25, 2.5 or 5 uM
nigericin (a K™ ionophore), CCCP (a protonophore) or A23187 (a Ca*" ionophore) for 4 h,
followed by immunostaining for the cytofluorometric detection of calreticulin (CRT) surface
exposure. (B) Wild-type U20S cells were treated for 4 h with 5 uM A23187, 1 uM digoxin
(DIG) or 1 uM digitoxin (DIGT), either alone or in combination with 10 uM BAPTA-AM (an
extracellular Ca®" chelator) or 1 mM EDTA (an intracellular Ca®* chelator). CRT exposure
was subsequently assessed by immunostaining and FACS analysis. In A and B, columns
report the % of living cells (PI') that exposed CRT on the cell surface (CRT") (means + SEM,

n =3, * = p <0.05, two-tailed Student’s ¢ test).
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Supplemental Figure 6
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Figure S6. T cell populations and cytokines involved in the digoxin-stimulated anticancer
immune response. (A) Contribution of CD8" T cells to the anticancer immune response
stimulated by the co-administration of mitomycin C (MitoC) and digoxin (DIG) or
mitoxantrone (MTX). MCA205 fibrosarcoma cells were treated in vitro with 1 uM MTX, or

200 uM MitoC, alone or combined with 20 uM DIG, and then subcutaneously injected into



the left flank of C57BL/6 mice. Seven days later, mice were injected with live MCA205 cells
into the opposite flank (day 0) and were routinely monitored for tumor incidence. In addition,
mice received periodic injections of an isotype control antibody or a CD8a-specific antibody
starting on day -2. (n=/0 mice per each group) (B) Effect of digoxin treatment on DCs
activation. MCA205 fibrosarcoma cells were injected into the thighs of C57BL/6 mice. When
tumors reached about about 50 mm? in size, the mice were treated intraperitoneally with PBS,
5 mg/Kg MTX, 0.33 mg/Kg MitoC or 0.33 mg/Kg MitoC + DIG 2.5 mg/Kg. Four days after
chemotherapy injection, tumor draining inguinal lymph nodes were collected, and cells were
submitted to in vitro re-stimulation for 3 days, followed by the quantification of IFNy into the
cell supernatant by ELISA (means = SEM, n = 3, * = p < 0.05, two-tailed Student’s ¢ test, as
compared to CTR cells). (C) Impact of digoxin on tumor infiltration by T cell subpopulations.
C57BL/6 mice with palpable MCA205 fibrosarcomas received PBS (CTR) or systemic
chemotherapy consisting in 2.5 mg/Kg DIG, 0.33 mg/Kg MitoC or 5 mg/Kg MTX, as
indicated. Seven days later, tumors were dissociated and different T cell subpopulations, as
defined by the cell surface expression of CD4, CD8a and y/0 TCR as well as by the
intracellular expression of IFNy and IL-17A, were quantified by immunofluorescence staining
and cytofluorometric analysis (means = SEM, n = 7 tumors per treatment group, * =p < 0.05,

two-tailed Student’s 7 test).
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Supplemental Figure 7

Figure S7. Comparison of digoxin effects on the survival of cancer patients treated with
chemotherapy alone or radiotherapy alone. Among the patient cohort represented in Fig. 7A,
patients who received chemotherapy alone (without radiotherapy, hormonotherapy or surgery) (A)
were analyzed for overall survival according to their status of digoxin (DIG) receivers (B).
Similarly, the overall survival patients who received radiotherapy alone (without chemotherapy,

hormonotherapy or surgery) was analyzed according to their status of DIG receivers (C,D).
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Supplemental Figure 8

Figure S8. Effect of digoxin on the survival of patients with non-small cell lung cancer
(NSCLC) or prostate cancer. Among the patient cohort represented in Fig. 7A, NSCLC (A) and
prostate cancer patients (B) were selected for subgroup analysis of overall survival according to
their status of digoxin (DIG) receivers (C,D). p values (Log-rank test) are reported. Please note
that DIG-treated and untreated (CTR) patients were individually case matched. (AC,

adenocarcinoma; *, exclusively radiotherapy)
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Supplemental Figure 9

Figure S9. Effect of digoxin on the survival of patients with breast cancer or colorectal
cancer (CRC). Among the patient cohort represented in Fig. 7A, patients with breast (A) and
colorectal cancer (B) were selected for subgroup analysis of overall survival according to their
status of digoxin (DIG) receivers (C,D). p values (Log-rank test) are reported. Please note that
DIG-treated and untreated (CTR) patients were individually case matched. (*exclusively

hormonotherapy)
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Supplemental Figure 10

Figure S10. Effect of digoxin on the survival of patients with head and neck cancer or
hepatocellular cancer. Among the patient cohort represented in Fig. 7A, patients with head and
neck (A) and hepatocellular cancer (B) were selected for subgroup analysis of overall survival
according to their status of digoxin (DIG) receivers (C,D). p values (Log-rank test) are reported.

Please note that DIG-treated and untreated (CTR) patients were individually case matched.
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DISCUSSION




La plateforme de microscopie a fluorescence que nous avons utilis€¢ présente de
multiples applications potentielles et son utilisation pourrait étre optimisée par le criblage
d’autres bibliothéques de composés. Dans cette étude, nous n’avons testé que 1160 molécules,
dont 200 seulement possédaient un réel potentiel cytotoxique pour les cellules
d’ostéosarcomes humains U20S. Les précédents criblages, ceux qui ont permis d’identifier
les premiers inducteurs de la MCI ont révélé que seule une petite fraction des agents
cytotoxiques (4 sur 28)[155] [232] [202] était capable de stimuler cet événemment
apoptotique exceptionnel, différent de la mort apoptotique non immunogene intervenant dans
le développement et I’homéostasie des tissus adultes. Cette étude basée sur la fluorescence
des biosenseurs a donc permis I’identification des GCs comme nouveaux inducteurs de la
MCI, de part leur stimulation de trois caractéristiques majeures, la cotranslocation de
CRT/ERp57 a la membrane, la sécrétion d’ATP et le relargage ’HMGBI1. Nous avons en
outre démontré leur capacité d’induction d’'une MCI dans des modeles précliniques et dans un
contexte clinique, fournissant ainsi une preuve de principe de l'approche utilisée.

Le paradigme de la découverte d’une nouvelle application clinique pour des composés
actifs trés anciens s’applique précisémment aux glucosides cardiotoniques. Ils sont utilisés
depuis 1500 avant JC par diverses cultures comme émétiques, diurétiques, toniques
cardiaques et poisons de fleches [258] [259]. A priori sans rapport avec 1’oncologie, ils ont
cependant fait I’objet de plusieurs études révélant leur intérét dans le traitement du cancer
[260] [261]. De nos jours, ces molécules naturelles servent a augmenter la contractibilité
cardiaque des patients atteints d’arythmie et d’insuffisance cardiaque congestive [262].
Chimiquement, ils sont composés d’un noyau stérane possédant une partie lactone en position
17 et des résidus glycosides (L-rhamnose, D-glucose, D-digitoxose, D-digitalose, D-diginose,
D-sarmentose, L-vallarose and D-fructose) en position 3 [260]. En fonction du résidu lactone,
ils sont classés en deux catégories. Les cardénolides possedent un anneau butyrolactone
insaturé et sont retrouvés dans diverses plantes comme la Strophanthus (ouabaine), les
Digitalis lanata et Digitalis purpurea (digoxine, digitoxine), la Scilla maritima
(proscillaridine A), le Nerium oleander (oléandrine, oléandrigénine). Les bufadiénolides,
présents quant a eux, chez les grenouilles Bufo Rubescens et Bufo marinus
(marinobufagénine) possédent un anneau a-pyrone [263]. Le mécanisme d’action des GCs ne
fat découvert qu'il y a une cinquantaine d’années, lorsque Schatzmann et son équipe ont
identifié¢ leur capacité d’inhibition spécifique de la pompe Na+/K+-ATPasel (EC 3.6.3.9).
L’ATPase est une protéine membranaire ubiquitaire qui utilise I’énergie provenant de

I’hydrolyse de I’ATP pour conduire le transport actif des ions K+ dans la cellule et des ions
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Na' hors de la cellule. L’inhibition de la pompe entraine 1’augmentation du niveau d’ions Na"
dans le cytplasme ce qui active 1’échangeur Na'/Ca®" et augmente la [Ca®]; [264] [257]. Nous
avons précédemment fournit la preuve que deux GCs utilisés en clinique, la DIG et la DIGT
pouvaient stimuler une MCI in vitro par inhibition de la pompe Na+/K+-ATPase et induction
d’un influx calcique, ce qui est en accord avec les effets proimmunogenes et proapoptotiques
des niveaux de Ca2+ cytoplasmiques ¢élevés [265] [266] [267]. La production de ROS s'avére
étre ¢également un paramétre important pour induire la MCI puisqu’en présence
d’antioxydants, l'exposition de la CRT est inhibée [190]. Nous avons également mis en
¢évidence une inhibition de 1’exposition de la CRT et de la sécrétion d’ATP en présence de
NAC ou de GSH, en réponse a la DIG ou a la DIGT. De maniére surprenante, ces
antioxydants ou encore I’inhibiteur des caspases, Z-VADfmk n’ont eu aucun effet sur le
relargage d’HMGBI induit par les CGs, contrairement a ce qui a été observé en présence de
MTX. Ainsi, certains mécanismes d’induction de la MCI semblent étre différents pour les
GCs. Concernant le reste de la signalisation, une activation du stress du RE premortem a été
observée apres traitement des cellules par la DIG, la DIGT ou la MTX. Cependant, les
expériences d’immunohistochimie sur les cellules U20S ne nous ont pas permis de
discriminer laquelle des trois voies de signalisation de stress du RE est majoritairement
stimulée en réponse aux GCs. Il serait donc intéressant d’évaluer si comme pour la MTX, la
suppression d'ATF6 Activating transcription factor 6 (avec un siRNA) ou de IREl ER-
resident transmembrane kinase-endoribonuclease inositol-requiring enzyme [ (par
inactivation du géne) n'a pas d'action sur l'exposition de la CRT [190].

Pour le module apoptotique, il a ét¢ démontré dans la littérature que les GCs pouvaient
activer une signalisation apoptotique intrinséque (ou mitochondriale) par un relargage du
cytochrome C et une perte du potentiel de membrane mitochondrial (MMP) dans des lignées
de LAM [268], dans la lignée de cancer de la vessie T24 [269] ou dans les cellules Hela
[270]. Toutefois, en réponse a la MTX, I’exposition de la CRT semble indépendante de
I’apoptose associée a la perte de MMP dans les cellules Hela. Il faut cependant rappeler que
I’exposition de la CRT est un événement précoce, non concomitant a la perte de MMP et au
relargage de cytochrome C. En outre, une activation de la caspase 8, ainsi qu’un recrutement
des protéines pro-apototiques Bak et Bax ont été induits dans des lignées leucémiques
humaines par ’'UNBS1450, un dérivé des cardélonides [271]. Ces résultats ont été corroborés
par le criblage des siRNA impliqués dans les signalisations de mort cellulaire induite par la
DIG. Pour résumer, des effets pro-apototiques des GCs ont été repertoriés dans plusieurs

lignées cellulaires cancéreuses, incluant le sein [272] [273] [274], la prostate [275] [276]
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[277], le mélanome [278], le pancréas [279], le poumon [280] [281], les cellules leucémiques
[268], les neuroblastomes [282], d’adénocarcinomes rénaux [274] et les glioblastomes (a
noter que les GCs traversent la barriére hémato-encéphalique) [283] [284]. Au vu des ces
résultats et afin d’éliminer une possible action spécifique du type cellulaire U20S, nous avons
mesuré les caractéristiques de la MCI en réponse aux GCs par des méthodes alternatives a
I’utilisation de la plateforme dans sept lignées cellulaires cancéreuses humaines différentes.

De récentes expériences ont montré qu’un autre type de mort cellulaire, la nécroptose
(mort cellulaire non apoptotique, induite par la fixation des lignands TNF-a, TRAIL et FasL,
activant les RIPK receptor-interacting protein kinase) pouvait intervenir dans la régulation du
systétme immunitaire. En effet, il a ét¢ montré que la nécroptose dépendante de RIPK3 des
cellules hépatocytaires conduisait au relargage massif et prolongé de DAMPs dans la
circulation sanguine et que cet événement constituait un facteur étiologique déterminant pour
I’inflammation liée au choc septique [285]. Nous avons donc tenté d’élucider si des
mécanismes similaires pouvaient étre a I’origine de la MCI induite par les CGs. Ainsi, des
expériences de cytométrie en flux ont révélées que la nécrostatine (inhibiteur des RIPK)
n’avait aucun effet sur 1’exposition de la CRT induite par la DIG, la DIGT ou la MTX.

Du fait de l'induction d'une cardiotoxicit¢ importante, les CGs ont une fenétre
thérapeutique étroite, qui est de 1'ordre du nanomolaire. Les effets bénéfiques cliniques de la
DIG reposent donc sur des concentrations sériques inférieures a 1ng/mL, représentant environ
0,25mg par jour [286]. La plage de concentration plasmatique des patients traités est entre 20
et 33 nM pour la DIGT et entre 1 et 2,8 nM pour la DIG [274]. Ceci étant di a une différence
structurelle entre la DIG et la DIGT au niveau d’un groupement hydroxyl, ce qui change la
pharmacodynamique et la pharmacocinétique de ces substances. Par conséquent, aprés avoir
identifié¢ leur potentiel d'induction de la MCI par criblage et aux concentrations de 1uM et
10uM, nous avons mesuré par des méthodes alternatives, les différents parameétres de la MCI.
11 faut savoir que I’intoxication aux GCs peut entrainer d'autres effets secondaires comme des
arythmies mais aussi des anomalies du systéme nerveux ou des problémes gastro-intestinaux.
Les cas de surdosages peuvent néanmoins étre traités par 1’administration d’antidotes a base
de fragments Fab d’anticorps spécifiques de la DIG [287].

Une des caractéristiques les plus surprenante et intéressante des GCs est que les
réponses des cellules cancéreuses aux GCs semblent étre différentes de celles des cellules non
malignes. En effet, dans divers types de cellules épithéliales, des études récentes soulignent
un nouvel aspect de la biologie de la Na + / K +-ATPase en tant que signalosome polyvalent

(Src, EGFR, RAS, MAPK, PLC, PI3K) pouvant réguler divers processus cellulaires [288]

-75-



[289] [280] [275] [290]. En outre, 1'étude pharmacodynamique de certains GCs comme la
ouabaine a révélé qu'in vitro, a des concentrations comprises entre 1 et S0uM, ils pouvaient
jouer un role dans l'attachement des cellules [291], l'expression des genes CFTR/MDR-1
(Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator / Multidrug resistance) [292],
l'orientation de la polarité [293], le trafic des protéines [294] et enfin la prolifération [295];
[296] [297] [298] des cellules normales comme les myocytes, les cellules endothéliales et les
cellules épithéliales [257]. En revanche, de nombreuses études comparatives mettent en
¢vidence l'induction d'une cytotoxicité préférentielle, d'autophagie et d'un arrét du cycle
cellulaire des cellules tumorales pour des concentrations de GCs inférieures a 1uM [261]
[275]. 11 a été montré par exemple, que les GCs (bufadénolides) pouvaient induire une
apoptose sélective des lymphoblastes T Jurkat dés 100nM alors qu'ils affectent trés peu les
cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC) jusqu'a 100uM [299]. De la méme
maniere, 1'oléandrine présente une cytotoxicité sélective pour les cellules malignes (Hela,
DU145, PC3) mais pas pour les PBMC et les neutrophiles, & des concentrations identiques
[290]. Mais encore, la sensibilisation aux radiations des cellules d'adénocarcinome
pulmonaire A549 dés 4h de traitement par la ouabaine & 1uM n'est pas retrouvée pour les
fibroblastes pulmonaires CCL-210, méme traités a 10uM [300]. Dans une autre étude, pour
exclure la possibilité que ces effets ne soient imputables a une plus importante prolifération
des cellules, des cellules non malignes mais a forte prolifération (stimulation a 1'IL-2) ont été
utilisées comme controle. Il a été observé que les concentrations de GC (DIGT) qui inhibent
la croissance et entrainent l'apoptose des cellules cancéreuses étaient inefficaces sur ces
cellules non malignes [283]. Plusieurs publications suggerent que ces effets seraient lie a
I’expression différentielle de combinaisons de sous-unités de la pompe Na+/K+ATPase
entrainant une affinité particulierement élevée pour les GCs [260]. En effet, I’é¢tude de douze
lignées cellulaires tumorales a indiqué qu’une forte expression de la sous-unit¢é al en
présence d’une faible expression de la sous-unité a3 était corrélée a une augmentation de la
résistance a la cytotoxicité des GCs [301]. La pompe Na+/K+ATPase est composée de deux
sous unités en proportions équimolaires: la sous-unité catalytique o est une protéine
transmembranaire contenant les sites d’intéraction pour le NA+, le K+, I’ATP et les GCs et la
sous-unité régulatrice f, transmembranaire elle aussi et possédant des sites de glycosylations
nécessaires a I’activité enzymatique du complexe [260]. Chez la souris, la sous-unité a1 est
relativement insensible a I’inhibition par les GCs, cela vient d’une mutation dans deux acides

aminés (QI11R et N122D) de la premicre région extracellulaire. Entre les rongeurs et
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I’Homme, on note ainsi une insensibilit¢ de 1’ordre de 1000 fois supérieure [302]. Des
expériences in vivo ont révélé que les GCs pouvaient diminuer la croissance de cellules
cancéreuses humaines xénogreffées chez la souris [261] [257], cette constatation a été
cependant critiquée en raison de cette plus forte affinité pour la pompe humaine que pour
I’équivalent murin [256]. De ce fait, pour obtenir une mortalité des cellules murines MCA205
d’environ 70%, la concentration de DIG ou de DIGT nécessaire est d’environ 100uM.
Toutefois, les concentrations optimales pour I’exposition de la CRT dans ces cellules sont
20uM pour la DIG ou 40uM pour la DIGT et en combinaison avec les chimiothérapies non
immunogenes que sont la mitomycine C ou la cisplatine, une mortalité suffisante pour la
vaccination tumorale fiit obtenue. Concernant le traitement systémique par GCs utilisé pour
les expériences de croissance ou d’infiltration tumorales, les différentes doses testées ont
révélé qu’une concentration de DIG de 2,5mg/kg, correspondant a la demie dose létale,
permettait d'obtenir un bénéfice thérapeutique significatif.

Quelques effets anti-inflammatoires en réponse aux GCs ont également été mis en
¢vidence. Selon une étude récente, les CGs (bufaline) peuvent inhiber l'activité ATPase du
récepteur RIG-1 (retinoid-inducible gene [), un capteur de 1'ARN viral, ce qui réduit
l'expression d’interféron f3, et peut inhiber la signalisation du TNF (tumor necrosis factor) en
interférant en partie avec la translocation nucléaire du facteur de transcription NF-x B [303].
Néanmoins ces effets ne sont pas susceptibles d’affecter les réponses immunitaires
anticancéreuses car il a ét¢ montré que I’invalidation du géne codant pour le récepteur
commun aux interférons de classe I ou la présence de TNF n’entrainent pas d’impact négatif
majeur sur les effets antitumoraux des anthracyclines chez la souris [202]. Une autre étude a
révélé que la DIG, a des concentrations non cytotoxiques pour les PBMC (<100nm) pouvait
inhiber la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF-alpha, IL-6) [304]. Toutefois, il
semble plausible que les doses de GCs induisant des proprictés anticancéreuses [257] soient
inférieures a celles qui assurent la médiation anti-inflammatoire dans les cellules normales du
systéme immunitaire. D¢s lors, la réponse finale au traitement par les GCs dépend de la dose,
de la durée d'exposition et du tissu concerné [260]. Quoiqu'il en soit, les effets pléiotropiques
sélectifs des GCs sur les cellules cancéreuses justifient leur utilisation potentielle comme
thérapie anticancéreuse, et la premiere génération de traitements du cancer basés sur leur

utilisation est actuellement en essais cliniques [257].
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Malgré le fait que les doses thérapeutiques des digitaliques soient dangereusement
proches des doses létales, ils constituent encore les médicaments les plus efficaces,
disponibles pour le traitement de l'insuffisance cardiaque causée par l'hypertension ou
l'artériosclérose. A titre d'exemple, aux Etats-Unis environ 1,7 millions de patients ont été
traités par la digoxine pour une insuffisance cardiaque et / ou une fibrillation auriculaire
[305]. C’est pourquoi de nombreuses données épidémiologiques existent a propos des GCs et
elles ont permis de réaliser de nombreuses études rétrospectives au cours de ce 20™ sicécle
révélant des résultats surprenants : trés peu de patients maintenus sous traitement par GCs
pour des problémes cardiaques sont décédés d'un cancer [306]. Ainsi, dans les années 1980,
Stenkvist et ses collégues ont rapporté que les cellules de cancer du sein de patientes ayant
recues une thérapie a base de digitaliques comportaient des caractéristiques plus bénines que
celles des patientes controles [307] [308] [309]. De plus, cinq aprés une mastectomie, le taux
de récidive des patientes sous traitement a la DIG était 9,6 fois inférieur a celui des patientes
sans digitalique [309]. A la méme époque, une confirmation de ces résultats fut apportée par
I’équipe de Goldin, qui a étudié les effets du traitement aux digitaliques chez 127 patients
atteins de cancer. Sur les 21 morts attribuées au cancer, un patient seulement appartenait au
groupe digitalique [309]. Toutefois, ces résultats encourageants ne déclenchérent pas
beaucoup d'attention a 1'époque. Plus récemment, des données de 20 ans de suivi ont
démontré que les patients ayant regu des digitaliques présentaient une diminution du taux de
mortalité (6%, 2/32) par rapport au groupe contrdle (34%, 48/143) [310]. Cependant, le faible
nombre de patients de cette étude ne permet pas de conclusions solides concernant les effets
de ces molécules dans le traitement du cancer. En réponse a ce besoin, Haux et son équipe ont
conduit une analyse des effets anticancéreux du traitement par la DIGT d’une cohorte de 9
271 patients. Bien qu’aucun effet anticancéreux significatif ne fut mis en évidence, un lien
entre de fortes concentrations plasmatiques de DIGT et un risque réduit d’apparition de
leucémies et de cancers du tractus urinaire fit établit [311] [283] [257]. Enfin, trés
récemment, une ¢tude du risque d’apparition de cancer de la prostate a été effectuée par le
suivi de 1986 a 2006 de 47 884 patients. Elle a révélé que I'utilisation réguliere de DIG
diminuait de 25 % le risque d’apparition du cancer de la prostate par rapport aux patients non
traités (risque relatif = 0.76; 95% IC 0.61-0.95), notamment aprés plus de 10 ans de
traitement (risque relatif = 0.54; 95% IC, 0.37-0.79; P < 0.00.1) [312]. En revanche, une
utilisation prolongée de CGs peut augmenter 1'incidence de cancer du sein, peut-étre di au fait
que les GCs sont des agonistes des récepteurs aux oestrogénes [313]. Finallement, concernant

notre étude rétrospective, les données cliniques démontrant un impact positif des GCs sur les
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résultats de certains schémas chimiothérapeutiques ont été obtenues par une anlyse
rétrospective de cohortes de patients issus d'un seul hdpital. Bien que ce modéle d'étude ait
facilité I'identification des patients témoins appariés (partageant les paramétres biologiques et
cliniques et traités par le méme département, a la méme période), il nécessite des validations
plus approfondies. Des analyses prospectives pourraient confirmer que l'administration de
GCs conjointement a la chimiothérapie améliore la survie globale chez les patients atteints de
cancer pour les catégories identifiées dans cette étude.

Ces dernicres années, un certain nombre d'essais cliniques ont été entrepris pour tester
les effets bénéfiques des GCs dans le traitement de divers type de cancer. A ce jour, une seule
¢tude est terminée. Il s'agissait d'évaluer l'effet de la combinaison d'Erlotinib (un inhibiteur
sélectif de la tyrosine kinase du récepteur du facteur de croissance épidermique EGFR) et de
la DIG dans un essai de phase II sur les cancers du poumon non a petites cellules
NCTO00281021. Néanmoins, sur les 26 participants, les analyses n'ont révélé qu'une réponse
partielle chez un seul patient. Toutefois, d'autres études prospectives sont en cours, les
résultats concernant l'examen des effets du Lapatinib (un autre inhibiteur de la tyrosine kinase
de 'EGFR) sur la pharmacocinétique de la DIG dans les cancers du sein métastatiques ErbB2
positifs sont attendus NCT00650910. Un autre essai (phase I) concerne la pharmacocinétique
et les interactions moléculaires entre le traitement par Tivantinib (un inhibiteur de la tyrosine
kinase du récepteur de facteur de croissance des hépatocytes HGFR) et la DIG pour divers
types de cancer NCT01517399. En outre, deux essais de phase I sont en cours concernant
l'oléandrine (PBI-05204), une étude teste actuellement la combinaison d'oléandrine (Nerium
Oleander), de carboplatine et de docetaxel dans le traitement des patients atteints de cancers
du poumon non a petites cellules NCT01562301 et une étude recrute des candidats atteints de
cancers avancés pour analyser l'effet de l'oléandrine seule NCT00554268. Egalement, une
¢étude de phase II randomisée, en double aveugle et avec des contrdles placebo évalue I'impact
des GCs (bufaline, cinobufagine et résibufogénine) contenus dans le Huachansu (un
traitement de médecine chinoise provenant de la grenouille) et de la gemcitabine
(antimétabolite analogue de la déoxycytidine) dans le traitement du cancer pancréatique.
NCT00837239. Pour terminer, des patients sont en cours de recrutement pour une étude pilote
de phase II testant I'impact d'un traitement a la DIG pour les récidives de cancer de la prostate
NCTO01162135. Enfin, au vu des résultats apportés par notre étude rétrospective et des
diverses validations précliniques, une étude de phase I réalisée a 1'hopital Européen Georges
Pomidou, sur des patients atteints de cancer ORL localement avancé et traités a la CDDP ou a

la CDDP+ DIG vient d'étre entreprise. Les GCs font donc I'objet d'une investigation clinique
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grandissante et nous espérons que tous ces essais prospectifs sur les effets de la DIG dans le
traitement du cancer nous permettront a terme d'obtenir des bénéfices thérapeutiques. Enfin, il
serait intéressant de développer la synthése de dérivés des GCs ayant la capacité d'inhiber la
prolifération ou d'induire une MCI des tumeurs humaines tout en réduisant la toxicité

cardiaque relative de ces molécules.

Pendant longtemps, le systéme immunitaire a été per¢u en oncologie comme un simple
spectateur passif. Désormais, il est devenu évident qu'il joue un rdle essentiel dans
I'oncogénese. D'une part il a été montré que ses certains de ses composants, comme les
lymphocytes B et les macrophages étaient impliqués dans la carcinogénése induite par
l'inflammation [314]. D'autre part, il intervient dans 1'oncogénése précoce pour maintenir les
cellules potentiellement tumorigénes sous surveillance. Les cellules T CD8+ et les cellules
NK, quant a elles constituent une barric¢re protectrice constante que les précurseurs tumoraux
doivent outrepasser pour conduire au développement tumoral [315]. En outre, un lien non
équivoque a été établit entre le succes de la thérapie et les indicateurs d'une réponse
immunitaire, a savoir la composition de l'infiltrat tumoral et les polymorphismes de genes
codant pour des modulateurs immunitaires. En effet, l'efficacité de plusieurs schémas
thérapeutiques incluant les chimiothérapies conventionnelles et les thérapies ciblées s'avere
liée (au moins en partie) a l'activation des effecteurs du systéme immunitaire innée et
adaptatif. Ainsi, plusieurs composés anticancéreux comme les anthracyclines, I'oxaliplatine
ou désormais la DIG et la DIGT ont montré leur capacit¢ a stimuler une immunité
antitumorale spécifique, permettant, on l'espere I'éradication de cellules tumorales résiduelles

pour le traitement prolongé du cancer.
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