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Abstract

Heat shock proteins (HSPs) were first discovered in Drosophila by Ritossa in 1962. As stress proteins,
HSPs are induced in response to a wide variety of physiological and environmental insults. HSPs have a cyto-
protective function and act as molecular chaperones by assisting the folding of nascent or misfolded proteins and
by preventing their aggregation. Mammalian HSPs have been classified into 5 families according to their
molecular weight: HSP110, HSP90, HSP70, HSP60 and the family of small HSPs such as HSP27 (Kampinga et
al., 2009). The most well-known inducible stress chaperone HSP70 is hardly detectable at basal level in normal
“non-stressed” cells, but in cancer cells HSP70 is constitutively highly expressed. In that respect, this HSP play a

key role in oncogenesis and in resistance to chemotherapeutic drugs (Goloudina et al., 2012).

Until now, the cytoprotective properties of HSP70 were attributed to its intracellular functions mainly via
its ability to block the apoptotic process at key points of the signal (Ravagnan et al., 2001). More recently, a
membrane bound form of HSP70 was detected but also at the surface of exosomes derived from tumor cells but
not non-cancerous cells (Kuppner et al., 2001). Moreover, growing evidence support the critical role of this
membrane-bound HSP70 in the process of tumorigenesis (Pfister et al., 2007; Schmitt et al., 2007) via the
activation of myeloid suppressor cells (MDSCs), which inhibit the anti-tumor immune response (Chalmin et al.,
2010). Thereby, HSP70 by this dual action represents an attractive target for new anti-cancer therapy.

In that aim, we developed specific inhibitors of HSP70, including peptide aptamers and peptides. In this
work, we demonstrated that two aptamers A8, Al7 (and the peptide P17), interact with different domains of
HSP70 and, significantly sensitized cancer cells to apoptosis induced by chemotherapeutic drugs. Accordingly, in
vivo studies in mice and rats showed a significant reduction of tumor growth by these inhibitors. Finally, we
generate an A8 derived peptide called P8.1 that specifically neutralized the extracellular region of HSP70 at the
surface of exosomes. Our results demonstrated that this peptide P8.1 inhibits MDSC activation and restored the

antitumor immune response in vitro and in vivo, respectively.

Overall, our work will help to develop and validate more effective cancer therapy based on the

association of conventional chemotherapy with HSP70 inhibitors.

Keywords: HSP70, exosome, cancer, inhibition, therapy.
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Introduction




. Les protéines de choc thermigue (HSP)

Les protéines de choc thermique (HSPs, Heat Shock Protein), sont encore appelées
protéines de stress. Ces protéines sont des chaperons moléculaires qui protéegent les cellules
contre diverses agressions et assurent leur survie. La réponse cellulaire au stress a été mise en
évidence il y a plus de cinquante ans par le scientifique Italien Ferruccio Ritosssa. Par un
heureux hasard, il trouva que les cellules de drosophile exposées a une température élevée
présentaient une augmentation d’activité chromosomale au niveau des chromosomes géants
appelés polythenes, trouvés dans les glandes salivaires. Ritossa tres intrigué par cette
observation, répéta cette expérience avec les contrbles appropriés. La réponse au « heat
shock » était née (Ritossa, 1962). Ritossa a eu de nombreuses difficultés a publier cela, car
cette découverte était considérée par les grands journaux scientifiques sans intérét
physiologique. A cette époque, les journaux scientifiques étaient bien loin d’imaginer les
répercussions de cette découverte dans la recherche médicale de nos jours. Ses conclusions
ont donc été publiées dans le journal Experientia, qui n’existe plus de nos jours.
L’identification des protéines de choc thermique fut découverte seulement douze années plus
tard par le Professeur Tissieres. A la suite de cela, ces protéines ont été décrites comme un
ensemble de protéines qui s’accumulent dans la cellule apres un choc thermique. En 1982,
I’équipe de Schlessinger démontra que ces protéines sont trés conservées au cours de

I’évolution et retrouvées de la bactérie jusqu’a I’homme (Lindquist, 1986).

Actuellement, I’importance et I’impact de la réponse des HSPs sont reconnus comme
jouant un réle majeur dans la survie cellulaire (Schmitt et al., 2007) faisant suite a différentes
conditions de stress. Deux catégories de stress sont identifiées: le stress environnemental et le
stress pathologique classées en sous-catégories détaillées dans le Tableau 1 (Macario &
Conway de Macario. 2005). Brievement, le stress environnemental inclut le choc dd a la
chaleur, au froid, aux irradiations et a I’alcool ou autres produits chimiques. Par ailleurs, le
stress pathologique peut étre causé par les infections virales et bactériennes ou le cancer.
L’ensemble de ces stress est considéré comme des stress protéotoxiques. En effet, I’exposition
d’une cellule a un stress induit dans la cellule quatre étapes successives. La premicre étape,
dite d’altération, conduit a la dénaturation des protéines ayant pour conséquence la perte de
leur fonction et la formation d’agrégats protéiques insolubles et toxiques pour la cellule. La
seconde étape de la réponse au choc thermique, se caractérise par 1’activation

transcriptionnelle des genes HSP, et la synthese des protéines HSPs dites inductibles. Puis,



vient la phase de récupération durant laquelle les altérations vont étre corrigées par les
protéines HSPs. Dans ce cas, les HSPs sont considérées comme des chaperons moléculaires.
Enfin, I’activation des génes HSP est interrompue et les HSPs retrouvent leur niveau basal.
Cette fonction de chaperon moléculaire confére un role essentiel aux HSPs dans la protection
de la cellule soumise a ces différents stress. Les HSPs sont eégalement essentielles a la cellule
dans des conditions physiologiques (Tableau 1). Dans ce cas, les HSPs participent a de
nombreux processus cellulaires tels que la croissance, la prolifération et la différenciation

cellulaire.

Type de stress

Alcool (éthanol, méthanol, propanol),

himi . - o .
¢ que Anesthésique, Nicotine, Insecticides
Mécanique Compression, Etirement, Cisaillement
Métaux Zinc, Aluminium, Mercure, Nickel
Privation de nombreux composants
Nutritionnelle nutritionnels (carbone, glucose, nitrogene,
phosphate et nitrate)
Osmotique Changements de concentration de sels, sucre,
' Stress 4 et autres osmolarités
environnementaux L . ,
X Tous les dérivés des radicaux libres, peroxyde
Oxygene , \ . .
d’hydrogene, hypoxie, anoxie
pH Alcalin, Acidose
Physique Chaleur, Froid, Irradiation (UV)
. Emotions, Conflit, Déséquilibre hormonal
Psychologique
(hypothalamus)
Infection virales et bactériennes,
Stress Biologique Inflammation, Maladies auto-immunes,
; Fiévre, Ischémie, Cancer
pathologiques
Chimique Mé¢dicaments, Traitement anticancéreux
Stress . . Différentiation cellulaire, Croissance,
. . Biologique rp .
physiologiques Prolifération, Cycle cellulaire

Tableau 1 : Les différentes conditions auxquelles répondent les HSPs dans la cellule.



a. Synthése des HSPs

La réponse au choc thermique se traduit par 1’activation et a la translocation dans le
noyau du facteur de transcription HSF pour "heat shock factor”. Ce dernier reconnait des
séquences spécifiques, présentes en copies multiples dans le promoteur d’un géne HSP,
appelés : les HSEs pour "heat shock elements™ (Amin, Ananthan, & Voellmy, 1988). Un seul
type de HSF chez la levure et la drosophile a été identifié. Par contre une famille multigénique
de HSF est retrouvée chez les plantes, les animaux et ’homme (De Thonel, Mezger, &
Garrido, 2011). HSF1 et HSF2 sont retrouvés chez les mammiferes, ils sont localisés de fagon
ubiquitaire, HSF3 est décrit chez les oiseaux et récemment a été découvert chez la souris.
Enfin, HSF4 est présent chez I’homme, les oiseaux et les rongeurs. Ce dernier est
préférentiellement exprimé dans le cceur, le pancréas, les muscles et le cerveau. Les HSFs
présentent différents réles répertoriés dans le Tableau 2. De maniere générale, HSF1 et HSF3
agissent comme des activateurs transcriptionnels répondant aux stress, alors que HSF2 est
activé durant des stades spécifiques du développement embryonnaire ou la différenciation
cellulaire ou lors de l'inhibition du protéasome dépendant de I'ubiquitine (Kallio et al., 2002;
Ostling, Bjork, Roos-Mattjus, Mezger & Sistonen, 2007). HSF4 agirait plutét comme un
modulateur dans le développement et la maintenance des organes sensoriels (Fujimoto et al.,
2004).

Chez les mammiféres, HSF1 est considéré comme le facteur majeur d'activation
transcriptionnelle dans les conditions de stress cellulaire. Il a été démontré que la déficience
pour le géne Hsfl abolit totalement I'induction de I'expression des principales HSPs apres un
choc thermique (McMillan, Xiao, Shao, Graves, & Benjamin, 1998; X. Xiao et al., 1999).
HSF1 est composé de plusieurs domaines auxquels une fonction spécifique est attribuée: un
domaine de liaison a I'ADN, un second responsable de la trimérisation de HSF qui est une
étape nécessaire a son activation, un troisiéme permettant l'activation transcriptionnelle et,
adjacent a ce dernier, une séquence dont le role semble étre de supprimer I’activité de HSF
par le biais d’une liaison avec le domaine de trimérisation. En I'absence de stimulation, HSF1
est retenu dans le cytoplasme sous forme de monomere inactif. L'activité de liaison a I’ADN
(Acide DésoxyriboNucléique) ainsi que le domaine de transactivation transcriptionnelle sont
réprimés par des interactions intramoléculaires et des phosphorylations constitutives des
résidus sérine (S121, S303/307). Lorsque la cellule subit un stress, la répression de HSF1 est
levée conduisant a la formation d'un trimére ayant une haute affinité pour les HSEs des

promoteurs de genes HSP, permettant ainsi la synthése des HSPs.



- Controle de 1a réponse cellulaire en

fonction des conditions de stress
HSF1 Humain, O1seaux, Souris Ubiquitaire - Développement et maintenance des

cellules immunitaires

- Oogenese

- Développement embryonnaire du
Humain, Oiseaux, Soutis Ubiquitaire cerveauet des gameétes

e - Ditferenciation cellulaire
- Inhibition du protéasome
HSF3 Oiseaux, Souris L Contrdle de la réponse cellulaire en
Ubiquitaire ; "
fonction des conditions de stress
) P i s . Développement et maintenance des
HSF4 Humain, O1seaux, Souris Ceur, Pancréas,

organes sensoriels

Muscles, Cerveau (épithélium olfactif)

Tableau 2 : Principales caractéristiques des HSFs.

b. Classification

Bien que les HSPs partagent un grand nombre de propriétés communes, chaque
famille, présente en plus de leur poids moléculaires, des particularités propres comme : la
structure, la localisation intracellulaire, leur expression (inductible/constitutive) et leur

dépendance a I’ATP (Adénosine TriPhosphate) ou non.

Chez les mammiferes, les HSPs sont regroupées en cing principales familles classées
en fonction de leur poids moléculaire : quatre familles de haut poids moléculaire (les familles
HSP110, HSP90, HSP70 et HSP60) et une famille de petit poids moléculaire (petites HSPs) a
laguelle appartient HSP27. Chaque famille est composée de nombreux membres. Une
nomenclature consensus a été proposée par Kampinga, en 2009 (Tableau 3) mais elle ne fait
pas I'unanimité et est peu utilisée (Kampinga et al., 2009). Les HSPs sont exprimées soit de
facon constitutive ou inductible. Par exemple HSC70 (Heat Shock Cognate 70) est exprimée
de maniére constitutive alors que HSP70 est fortement induite lors d’un stress (Ravagnan et
al., 2001). Les HSPs sont localisées dans différents compartiments cellulaires :
majoritairement dans le cytoplasme, certaines dans le noyau, la mitochondrie et peuvent aussi

se retrouver transmembranaires.



m Ancienne nomenclature Nouvelle nomenclature

. HSP27 HSPB2
Feilize e a-cristalline HSPB4
HSP60 HSP60 HSPDI
HSP70 (HSP72) HSPAI

HSP70 HSC70 (HSP73) HSPAS
Gip78 (BIP) HSPAS

HSP90a HSPC2

HSPO0 HSPOO[ HSPC3
Grp94 HSPC4

HSP105a HSPHI

HSP110 HSP105p HSPH2
Grpl70 HSPH4

Tableau 3 : Classification des HSPs. Présentation des membres composant chaque famille en incluant

I’ancienne et la nouvelle nomenclature.

c. Structure des principales HSPs

Nous aborderons ici uniquement les HSPs les plus étudiées dans le domaine de la
recherche en cancérologie a savoir : HSP27, HSP70, HSP90 et HSP110.

i. HSP27

L’expression de HSP27 est ubiquitaire, cependant elle est faiblement exprimée a I’état
basal. HSP27 s’accumule en réponse aux stress externes ainsi que probablement en réponse a
des stress physiologiques. En effet, son expression varie en fonction du stade de
différenciation des cellules ou encore en fonction du cycle cellulaire. HSP27 est retrouvée

dans le cytosol et dans le noyau suite a un stress.

Chez I’homme, le gene HSP27 est localisé sur le chromosome 7 et code une protéine
de 205 acides aminés. Sa structure révele un domaine central trés conserveé, appelé domaine a-
cristallin caractéristique de la famille des petites protéines de stress (parmi lesquelles les a-
cristallines, exprimées principalement, comme leur nom I’indique, au niveau du cristallin).
HSP27 présente également a son extrémité N-terminale un domaine hydrophobe WDPF qui
semble jouer un rdle dans 1’oligomérisation de la protéine (Figure 1). En effet, ’activité de
HSP27 est dépendante de son oligomérisation, contrairement aux autres HSPs qui sont ATP

dépendantes.



L’oligomérisation de HSP27 est un processus dynamique régulé par le statut de
phosphorylation de trois résidus sérines de la sequence de HSP27 humaine, les sérines 15, 78
et 82. HSP27 déphosphorylée peut former des structures oligomériques pouvant atteindre
jusqu’a 1000 kDa. La phosphorylation des résidus sérines de HSP27 est transitoire et
réversible. Les MAPKAP kinases 2 (mitogen-activated protein kinase-activated protein
kinase-2) et 3 induisent la phosphorylation alors que la phosphatase 2A permet la
déphosphorylation de la protéine (Kostenko & Moens, 2009) .

Sites de phosphorylation

1 ¢ vy 88 183 205
A e — LS
Motif WDPF Domainead-cristallin DomaineC-terminal

3 Dephosphorylation

Ty
Phosphorylation

Petits oligomeres Grands oligomeres

Figure 1 : Structure de HSP27. HSP27 est composée d’un domaine central et d’un domaine terminal

hydrophobe. HSP27 peut se retrouver dans la cellule sous deux formes en fonction de son statut de
phosphorylation : en petit ou en grand oligomere. Selon son organisation spatiale, HSP27 aura différentes

fonctions au sein de la cellule.

ii. HSP70

Dans la famille des HSP70, le membre le plus inductible est HSP72 encore appelé
HSP70. Sur le plan phylogénique, cette protéine est la plus étudiée et la plus conservée des
HSPs. Une particularité de I'ARN (Acide ribonucléique) messager du gene de HSP70 est de
ne pas comporter d'intron. 1l ne nécessite donc pas de maturation nucléaire, ce qui permet a la
protéine d’étre rapidement disponible dans le cytoplasme ou sa séquence "leader"” favorise sa
traduction lors d’un stress. De ce fait, HSP70 est la protéine de choc thermique inductible par
excellence. Deux génes principaux, hsp70.1 et hsp70.3, localisés sur le chromosome 6 humain
codent pour une protéine de 641 acides animés (Singh, Kolvraa, & Rattan, 2007; Wu, Hunt, &
Morimoto, 1985). La structure de HSP70 révele deux domaines principaux : un domaine N-
terminal hautement conservé comprenant une activité ATPase (ABD pour ATP Binding



Domain) et un domaine C-terminal moins conservé appelé PBD pour Peptide Binding
Domain incluant un motif chaperon EEVD qui interagit avec le substrat et les co-chaperons
tels que HSP40 (Figure 2). L’activité de HSP70 est dépendante de I’ATP. Nous aborderons
dans la partie HSPs intracellulaire, comment I’ATP influence 1’activité de HSP70. HSP70 est
localisée dans le cytosol, dans le noyau et de maniére non expliquée, a la membrane des
cellules cancéreuses.
iii.  HSP90

HSP9O0 est la protéine de stress la plus abondante dans les cellules, et est essentielle a
la survie des cellules eucaryotes. En effet, elle représente environ 1% a 2 % des protéines
totales (Margineantu, Emerson, Diaz, & Hockenbery, 2007). Le gene de HSP90 est localisé
sur le chromosome 14 et code une protéine de 732 acides aminés. Il existe deux isoformes
appelées HSP90a et HSP90B. HSP90a, la forme majoritaire est trés inductible, alors que
HSP90B, minoritaire est exprimée constitutivement (Sreedhar, Kalmar, Csermely, & Shen,
2004). La structure de HSP90 présente trois parties : une partie N-terminale comprenant le
site de liaison de ’ATP (ABD), un domaine median (PBD) permettant la fixation du substrat
et la régulation de I’hydrolyse de I’ATP et un domaine C-terminal qui permet la dimérisation
de la protéine (Figure 2). Le domaine de dimérisation est aussi impliqué dans la régulation de
I’activité ATPase et permet le recrutement de certains co-chaperons tels que CHIP et CHOP
grace au motif EEVD, qui est trés conservé chez les HSPs. HSP90 est principalement active

sous la forme d’homodimeéres et est localisée dans le cytosol et dans le noyau.

iv. HSP110

La protéine HSP110 fut totalement ignorée jusqu’aux années 1990. Pourtant, cette
protéine représente apres HSP90 et HSP70 la troisieme protéine la plus abondante dans les
cellules de mammiferes. Initialement considerée comme une sous-famille de HSP70 du fait de
I’identité mutuelle de leur domaine de liaison a I’ATP (Easton, Kaneko, & Subjeck, 2000).
HSP110 est essentielle a I’activité de HSP70. HSP110, aussi référencée HSP105, est régulée
par des conditions de stress spécifiques telles que I’hyperthermie, ’alcool, les agents
oxydatifs, I’inflammation et 1’ischémie. Le géne de HSP110 est localisé sur le chromosome
13 et code une protéine de 858 acides amines. HSP110 est présente sous deux isoformes
HSP105 alpha (constitutive) et beta (inductible), résultant d’un épissage alternatif. HSP110
est localisée dans le cytosol, mais aussi dans le noyau, et est constituée de trois domaines : un
domaine de liaison a I’ATP localisé en N-terminal, un domaine de fixation peptidique « helice

béta » et un domaine C-terminal qui permet la liaison avec I’ADN (Figure 2).



1 641
HSP70 H)N S COOH
Domaine de liaison Domaine d’interaction
al’ATP (ABD) peptidique (PBD) 636 640
EEVD
1 732
HSP90 H,N COOH
Domaine de liaison Domainemédian Domainede
Aal’ATP (ABD) d’interaction peptidique dimérisation EEVD
(PBD)
1 858
HSP110 &N TR TR— COOH
Domaine deliaison Domaine d’interaction Domaine de liaison de
al’ATP (ABD) peptidique (PBD) I’ADN

Figure 2 : Structure des HSPs de haut poids moléculaire. HSP70, HSP90 et HSP110 présentent

toutes en commun un domaine de liaison a I’ATP (ABD) et un domaine de liaison au peptide (PBD).

Les HSPs de haut poids moléculaire partagent donc des caractéristiques communes par
rapport aux petites HSPs comme leur dépendance a I’ATP ou la présence d’un domaine
d’interaction peptidique (Tableau 4). Au sein de la cellule, les HSPs présentent en fonction de

leurs caractéristiques un role bien défini, qui contribue a maintenir la cellule en vie.

Petites HSPs HSP27 Inductible Cytosol ATP indépendant
: Cytosol/Noyau/ ,
HSP70 HSP70 Inductible : " ATP dependant
Membranaire

HSPO0 a i

HSPY0 Induf:tlb.le Cytosol/Noyau ATP dépendant
HISPO0 B Constitutive : :
HSPL05 o stitutiv

HSPI110 _ Constltl_ltn © Cytosol/Noyau ATP dependant
HSP105 Inductible

Tableau 4 : Les principales caractéristiques des HSPs

Il. HSPs intracellulaires

D’une maniére générale, les HSPs sont connues pour avoir deux fonctions
intracellulaires principales : une activité chaperon et une activité anti-apoptotique. Outre ces
deux fonctions, les HSPs possédent d’autres fonctions bien définies qui sont essentielles a la

cellule.



a. Activité de chaperon moléculaire

A travers leur fonction de chaperon moléculaire, les protéines de choc thermique
jouent un réle primordial dans des conditions de stress physiologique. Elles participent aux
mouvements intracellulaires des protéines, contribuent a 1’élimination des protéines
anormales ou reconnues comme étrangeres par le protéasome, dissocient des complexes
protéiques et participent a la conformation des protéines néo-synthétisees. De ce fait, ces
protéines participent au « tri des protéines intracellulaires », entre réparation et destruction
permettant ainsi le maintien de I’homéostasie cellulaire (E Schmitt et al., 2007). Cependant, la
fonction de chaperon moléculaire des HSPs est aussi trés importante lors d’un stress
protéotoxique. En effet, a la suite de ce stress, les protéines cytoplasmiques vont étre
dénaturées. Ce mécanisme se déroule en deux étapes : une étape de déploiement avec la perte
de la structure tridimensionnelle de la protéine par le dépliement de sa chaine d’acides
aminés, puis une étape de dénaturation irréversible avec la création de liaisons secondaires
non spécifique au sein de la protéine. La dénaturation a pour conséquence directe la perte de
I’activité biologique et une modification de la solubilité de la protéine. La solubilité d’une
protéine dépend de sa structure 3D, dans ce cas, les chaines hydrophobes ou chargées des
protéines normalement enfouies a I’intérieur de la protéine se retrouvent exposées a
I’extérieur, menant a la formation d’agrégats protéiques. L’accumulation de ces agrégats est
létale pour la cellule (Dobson, 2003). Les HSPs et plus particulierement HSP27, HSP70,
HSP90 et HSP110 jouent un rble primordial dans ce cas, afin d’empécher la formation

d’agrégats protéiques irréversibles et réparer ces protéines dénaturées.

De facon indépendante de I’ATP, HSP27 est capable de reconnaitre et de se lier aux
protéines dénaturées évitant ainsi leur agrégation (McConnell & McAlpine, 2013). 1l en serait
de méme pour HSP110 bien que le mécanisme exact reste encore a définir (Mattoo, Sharma,
Priya, Finka, & Goloubinoff, 2013). Dans ce contexte, HSP27 agit sous forme de grands
oligomeres (protéine déphosphorylée), permettant ainsi la formation d’un réservoir de
protéines. HSP27 n’ayant pas la capacité de renaturer les protéines car son activité est
indépendante de I’ATP, les protéines dénaturées sont dans un second temps, cédées aux HSPs
dépendantes de I’ATP tels que HSP70 et HSP90. L’étape de renaturation nécessite la présence
de co-chaperon spécifique a chaque systéme chaperon et I’ensemble est bien str conditionné
par ’ATP. Concernant le systéeme chaperon de HSP70, deux co-chaperons sont essentiels
pour son fonctionnement : HSP40 et HSP110 (Figure 4).
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Dans 1’ordre chronologique, HSP27 donne son substrat (protéine dénaturée) a HSP40,
ensuite HSP40 apporte ce dernier & HSP70. HSP70 prend en charge le substrat par son
domaine PBD dont la conformation est étroitement régulée de maniére allostérique par I’ ATP.
Lorsque HSP70 est liée a ’ATP, HSP70 présente une conformation ouverte. L’hydrolyse de
I’ATP en ADP stimulée par HSP40 entraine la fermeture de HSP70 et donc la fixation et la
stabilisation (renaturation) du substrat. C’est alors qu’intervient HSP110 considérée ici
comme un NEF (nucleotide exchange factor) en favorisant la dissociation de I’ADP présent
sur HSP70. La fixation d’une nouvelle molécule d’ATP permet ainsi I’ouverture de HSP70 et
la libération du substrat. L’ensemble des étapes ci-dessus correspond a un cycle, a la suite
duquel la protéine est soit renaturée retrouvant ainsi sa structure tridimensionnelle et son
activité biologique, soit dirigée vers le protéasome pour étre dégradée, soit acheminée vers
HSP90 si le repliement de la protéine n’est pas finalisé et nécessite un repliement plus
complexe. Le systéeme chaperon de HSP90 fonctionne avec des co-chaperons (CHIP et
CHOP) de maniére similaire a HSP70. Cependant, HSP90 doit se dimériser pour étre active et
la fermeture de HSP90 sur son substrat est consécutive a la fixation de I’ATP (Retzlaff et al.,
2010).

Protéine dénaturée

S \//’ HSP4O ¢
HSP40 + Pi

(@) .
Q B
N =
RS
NEF NEF
ATP
(@)
A— .
Protéine renaturée NEF
.\\ > @
AT ADP

Figure 3 : Représentation schématique du mécanisme chaperon de HSP70. La protéine
substrat est apportée a HSP70 par HSP40. L’ hydrolyse de ’ATP en ADP entraine la fermeture de HSP70 et la
renaturation de la protéine. Ensuite HSP110 ou NEF (nucleotide exchange factor) en favorisant la dissociation
de I’ADP, permet la fixation d’une nouvelle molécule sur HSP70 puis I’ouverture de HSP70 et la libération de la

protéine renaturée. Pi : phosphate inorganique
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b. Activité anti-apoptotique

L’autre fonction trés importante des HSPs est leur role anti-apoptotique. Par cette
fonction les HSPs sont impliquées dans le développement tumoral (Lanneau et al., 2008).
(Figure 5)

i.  L’Apoptose : généralités

L’apoptose ou mort cellulaire programmée, fait partie intégrante de la physiologie
d’un organisme. Elle joue un role crucial dans la régulation de 1’homéostasie cellulaire
notamment dans 1’hématopoiese, en détruisant les cellules devenues inutiles ou altérées.
L’apoptose se traduit par de nombreux changements phénotypiques et morphologiques
spécifiques. Au niveau cytoplasmique, nous trouvons une acidification et une condensation du
cytoplasme due a une perte d’eau. Au niveau membranaire, des bourgeonnements vont se
former libérant ainsi les corps apoptotiques. Au niveau du noyau, la chromatine se condense,
et ’ADN cellulaire se fragmente (Zimmermann, Bonzon, & Green, 2001). L’induction de
I’apoptose dépend de nombreux signaux tels que le stress oxydatif, ’activation des récepteurs
de mort par des ligands spécifiques. Deux voies majeures ont été décrites: une voie
extrinséque qui dépend des récepteurs de mort et une voie intrinseque impliquant directement
la mitochondrie. Ces deux voies sont liées et permettent une amplification de la réponse
apoptotique (Zielinski, Eigl, & Chi, 2013).

La voie extrinseque est induite par les récepteurs de mort de type TNF (Tumor
Necrosis Factor), FAS et TRAIL (Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-Inducing
Ligand). Ces récepteurs sont activés par des ligands solubles tels que TNFa/B, FASL et
TRAIL. FAS et TRAIL induisent I’activation de 1’apoptose au niveau de la membrane
plasmique via un complexe appelé DISC (Death Inducing Signaling Complex), permettant
I’activation de la caspase-8, premiere étape de la cascade protéolytique des caspases
conduisant a la mort cellulaire. La voie de signalisation du TNF est plus complexe. En effet,
dans un premier temps, 1’activation du récepteur va engager des signaux de survie impliquant
le facteur de transcription NF-xB (Nuclear Factor-Kappa B) et la kinase AKT (protéine kinase
B). Dans un second temps, le récepteur TNF va étre internalisé afin de déclencher 1’apoptose

par la caspase-8, de maniere equivalente au DISC de FAS et TRAIL.

Concernant la voie intrinseque, elle est activée lors d’un stress cellulaire comme par
exemple la chaleur, les radiations ou les agents anticancéreux. Ces stimuli vont engendrer des

dommages mitochondriaux comme la perméabilisation des membranes mitochondriales,
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permettant la libération de molécules pro-apoptotiques dans le cytosol (AIF (Apoptosis
Inducing Factor), cytochrome C) et ’activation de la cascade des caspases. De nombreuses
molécules pro-apoptotiques sont impliquées dans ces deux voies, permettant aux HSPs d’agir

sur plusieurs cibles.

ii.  Roles des HSPs dans la voie extrinséque de 1’apoptose

HSP27, HSP70 et HSP90 favorisent I’activation de la voie de survie cellulaire NF-xB
induite par le récepteur au TNF. En effet, HSP70 et HSP90 en empéchant la dégradation de la
protéine kinase RIP (Receptor Interacting Protein) permettent I’activation de la voie de survie
NF-xB et ainsi protégent les cellules de la mort induite pour le TNFa (Lewis et al., 2000).
HSP70 et HSP90 stabilisent la kinase AKT et permettent son activation en empéchant sa
déphosphorylation par la phosphatase PP2A, favorisant aussi la survie cellulaire (Newton,
2003). AKT, une fois phosphorylée est capable d’inhiber de nombreuses protéines impliquées
dans le processus apoptotique telles que Bad ou la caspase-9. Dans cette voie de survie
HSP27 favorise 1’ubiquitination de IxBa (Inhibitor of kappa B), induisant sa dégradation par
le protéasome, ce qui permet I’augmentation de ’activité de NF-«xB et sa relocalisation dans le
noyau pour induire la transcription des génes anti-apoptotiques tels que BCL-2 (Didelot et al.,
2006; Gurbuxani et al., 2003).

HSP70 agit également au niveau des récepteurs de mort de type TRAIL. Elle peut
donc inhiber I’apoptose induite par TRAIL en bloquant la formation du complexe DISC qui
résulte du recrutement de la protéine adaptatrice FADD (Fas-Associated Death Domain
protein) et la caspase-8 (Guo et al., 2005). De plus, HSP70 et HSP90 peuvent agir directement
sur la caspase-8 ce qui blogue le clivage de Bid et la dépolarisation de la mitochondrie.
HSP27 est de méme capable d’empécher 1’entrée de Bid dans la mitochondrie (Paul et al.,
2002). Enfin, HSP70 inhibe des kinases activées par le stress : par exemple, elle peut se lier a

JNK (c-Jun N-terminal Kinase), empéchant ainsi cette derniére de déclencher 1’apoptose.

iii.  Roles des HSPs dans la voie intrinséque de 1’apoptose

Au niveau mitochondrial, HSP70 et HSP110 empéchent la translocation membranaire
de Bax (Yamagishi, Ishihara, Saito, & Hatayama, 2006). Ainsi, le cytochrome C et AlF, ne
peuvent plus étre libérés de la mitochondrie vers le cytoplasme. Cette fonction semble
dépendante du motif chaperon EEVD et de ’ABD de HSP70 (Ruchalski et al., 2006). HSP70

est aussi capable de bloquer directement AIF dans le cytoplasme (Ravagnan et al., 2001).
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Au niveau post-mitochondrial, la formation de 1’apoptosome est inhibée de différentes
facons. HSP27 et HSP110 interagissent avec le cytochrome C bloquant ainsi son interaction
avec ses cibles (Apaf-1 : Apoptotic protease activating factor 1). HSP70 et HSP90 peuvent se
lier a Apaf-1 et empécher son oligomérisation, prévenant ainsi le recrutement de la pro-
caspase-9 nécessaire pour la formation de I’apoptosome. Il a été¢ démontré que I’ABD joue un
réle important dans cette interaction (Beere et al., 2000). D’autre part, HSP27 et HSP70
interagissent avec la pro-caspase-3, prévenant ainsi sa maturation protéolytique et conduisant

a I’inhibition de I’apoptose dépendante des caspases (Garrido et al., 2006).

Au niveau nucléaire, HSP70 peut s’associer a la nucléase CAD (Caspase Activated
DNAse) et réguler son repliement ce qui a pour conséquence de bloquer la fragmentation de
I’ADN (Li, Lee, Ko, Kim, & Seo, 2000).

c. Autres fonctions intracellulaires

HSP27 et HSP90 préservent I’intégrité cellulaire en s’associant a 1’actine et a la
tubuline pour les stabiliser a la suite d’un stress (Jackson, 2013). De plus, HSP27 possede des
propriétés anti-oxydantes en réduisant le nombre d’espéces oxygénées réactives (ROS) ou en
neutralisant les effets toxiques des protéines oxydées (Sakurai et al., 2013). Au cours d’un
stress, HSP27 peut inhiber la synthese des protéines en interagissant avec le facteur elF4G
(Eucaryotic Initiator Factor 4G) impliqué dans la traduction de nombreux ARN messager. Ce
role est complémentaire & sa fonction anti-agrégation afin d’éviter de nouveau I’accumulation
de protéines anormales et par conséquent, des agrégats toxiques pour la cellule.

Enfin, HSP27 et HSP70 jouent un rdle essentiel dans la différenciation érythroide.
Notre équipe a démontré en collaboration avec 1’équipe d’Olivier Hermine (Ho6pital Necker,
Paris) que dans les cellules hématopoiétiques, HSP70 et HSP27 protégeaient GATA-1
(facteur de transcription clé de la différenciation érythroide) du clivage par la caspase-3
permettant ainsi aux erythroblastes de se différencier en érythrocytes plutét que de mourir par
apoptose (de Thonel et al., 2010; Ribeil et al., 2007).
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Figure 4 : Schéma récapitulatif du réle anti-apoptotique des HSPs dans les deux voies de
I’apoptose : a gauche, la voie extrinseque impliquant les récepteurs de mort et a droite la voie intrinseque

impliquant la mitochondrie. — Symbole représentant I’effet inhibiteur des HSPs, ~> Symbole représentant
I’effet activateur des HSPs.

d. Cancer et expression des HSPs intracellulaires

i. HSP27 et cancer

Les niveaux d’expression de HSP27 sont connus pour étre élevés dans de nombreux
cancer notamment les cancers du sein, des ovaires, de la prostate, de 1’estomac ainsi que dans
certaines leucémies (Brunet Simioni et al., 2009; Loriot, Zoubeidi, & Gleave, 2012). Dans la
plupart des cellules tumorales, I’expression de HSP27 est associée a une augmentation de la
taille des tumeurs. Cette augmentation de tumorigenicité est associée a son réle anti-
apoptotique. De plus, la surexpression de HSP27 semble accroitre le potentiel métastasique
des cellules cancéreuses dans les modeéles de rongeurs (Garrido et al., 2006). Dans ce contexte
pathologique, la cellule cancéreuse utilise HSP27 pour se protéger des agressions par les
agents anticancéreux. Dans un modeéle de cancer colique de rat, la surexpression de la protéine
HSP27 stimule la tumorigénicité et diminue I’immunogénicité des cellules tumorales. Elle
prévient la mort des cellules tumorales qui constitue un « signal danger » pour le systéeme
immunitaire (Bruey et al., 2000; Garrido & Solary, 2003).
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ii. HSP70 et cancer

HSP70 est surexprimée dans de nombreuses tumeurs solides (endométre, sein,
prostate, colon, mélanome, tumeurs gastriques et ostéocarcinome) mais aussi dans des
tumeurs liquides (leucémie). Cette surexpression est associée a la présence de métastases, a un
mauvais pronostic et a une résistance a la chimiothérapie ainsi qu’a la radiothérapie
(McConnell & McAlpine, 2013). Chez les rongeurs, HSP70 augmente la tumorigénicité des
cellules cancéreuses (Jaatteld, 1995). Ce pouvoir tumorigenique de HSP70 semble étre corrélé
a ses propriétés anti-apoptotiques. En effet, comme vu précédemment, HSP70 bloque toutes

les voies de I’apoptose, ce qui limite donc 1’efficacité des médicaments anticancéreux.

iii.  HSP90 et cancer

HSP90 est jusqu’a 10 fois plus exprimée dans les cellules cancéreuses que dans les
cellules normales (Ferrarini, Heltai, Zocchi, & Rugarli, 1992). HSP90 est surexprimée dans
les cancers du sein, des poumons et dans les leucémies. HSP90 est capable d’interagir avec
plus de 200 protéines, dont des genes suppresseurs de tumeurs et des oncogénes (génes qui,
lorsqu’ils sont mutés, respectivement freinent ou favorisent la genese des cancers). HSP90 a
un réle trés important dans 1’émergence des mutations a I’origine de la formation de clones
cancéreux qu’elle parvient a chaperonner p53, ’'une des protéines clientes de HSP90, est
mutée dans pres de la moitié des cancers humains (Vogelstein, Lane, & Levine, 2000;
Whibley, Pharoah, & Hollstein, 2009). Ce facteur de transcription est I’un des acteurs le plus
important dans le processus de cancérisation. HSP90 est capable de stabiliser la protéine p53
mutée. La mutation de la protéine p53, masquée par HSP90, entraine la perte de ses capacités
antiprolifératives et apoptotiques. De ce fait, les cellules deviennent bien plus a risque de

transformation maligne (Dai, Whitesell, Rogers, & Lindquist, 2007).

iv. HSP110 et cancer

Bien que généralement négligée jusqu’a peu, HSP110 est en fait surexprimée dans de
nombreux cancers (colorectal, prostate, peau) et son expression augmente le potentiel
métastasique et est d’autant plus élevée que le stade de la tumeur est avancé (Slaby et al.
2009; Kai et al. 2003). Ces deux dernieres observations suggeérent que HSP110 favoriserait la

progression tumorale.

Pour conclure, les HSPs sont exprimées a des taux trés inférieurs dans les cellules
normales par rapport aux cellules cancéreuses, mais dans ces deux situations les HSPs servent

un méme objectif, le maintien en vie de la cellule. Dans les conditions physiologiques, les
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effets des HSPs sont bénéfiques, évitant ainsi la mort des cellules a la suite d’un stress. A
I’inverse, dans les cellules cancéreuses considérées comme continuellement stressées, les
HSPs vont chaperonner les protéines impliquées dans le développement tumoral pour éviter
leur agrégation ou leur dégradation. Par leur action anti-apoptotique, les HSPs participent au
développement de la résistance des cellules cancéreuses vis-a-vis des agents
chimiothérapeutiques et ainsi favoriser la progression tumorale. De ce fait, les HSPs et plus
particulierement HSP70, par sa forte activité chaperon et anti-apoptotique, apparaissent

comme des cibles thérapeutiques au niveau intracellulaire.

Pendant de nombreuses années, les HSPs ont été considérées comme des protéines
typiquement intracellulaires. Cependant, de nos jours une accumulation de résultats montre
que les HSPs peuvent se retrouver a I’extéricur de la cellule élargissant ainsi leur champ
d’action (Rappa et al., 2012).

I11. HSPs extracellulaires

La présence extracellulaire des HSPs a longtemps été considérée comme énigmatique.
Cependant, il est maintenant bien établi que les HSPs sont aussi présentes a I’extérieur des
cellules. La premiere publication observant la présence des HSPs extracellulaires a été
réalisée sur des axones géants de calamar dans le laboratoire de Tytell en 1986 (Tytell,
Greenberg, & Lasek, 1986). Indépendamment, Hightower et Guidon ont démontré la présence
de la protéine de stress HSP70 dans le milieu extracellulaire. De nos jours, les HSPs sont
détectées dans le plasma des souris et des humains, en particulier HSP27, HSP70 et HSP90
(De Maio & Vazquez, 2013; Gehrmann et al., 2008). Les HSPs sont présentes a 1’extérieur de
la cellule, sous une forme libre ou sous une forme associées aux membranes. De nombreuses
publications suggérent que les HSPs ne sont pas simplement associées aux membranes mais
insérées dans celle-ci (De Maio, 2011; Multhoff et al., 1995). Il est difficile de différencier
exactement ces deux états. C’est pourquoi dans cet exposé€ nous les traiterons ensemble. Chez
I’Homme la présence extracellulaire des HSPs est principalement associée a des situations de
stress physiologiques, environnementaux et/ou pathologiques tels que la chaleur, la division
cellulaire, I’inflammation, les infections bactériens et virales et le cancer. De manicre
surprenante, les HSPs inductibles : HSP27 (De Maio, 2011; Liao, Wu, Wang, Tien, & Lin,
2009), HSP70 (De Maio & Vazquez, 2013; Gehrmann et al., 2008; Stangl et al., 2011) et
HSP90 (Sidera & Patsavoudi, 2008) sont retrouvées a I’extérieur de la cellule. Dans ce travail,
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notre intérét se portera plus particulierement sur HSP70. HSP70 existe sous les deux formes
extracellulaires décrites ci-dessus. En revanche, nous retrouvons HSP70 associée aux
membranes des cellules cancéreuses mais pas a la surface des cellules normales (Rappa et al.,
2012). En effet, les cellules cancéreuses sont considérées comme continuellement stressées,
les HSPs inductibles telles que HSP70 deviennent dés lors « constitutives ». De ce fait, il y a
une surexpression intra-cytoplasmique de HSP70 et environ 10 % de cette HSP70 se retrouve
a la membrane (Seigneuric et al., 2011). 1l a été démontré que I’expression de HSP70 a la
membrane des cellules cancéreuses est directement associée a une faible survie des patients
cancéreux (Hantschel et al., 2000) indiquant que la présence des HSPs a I’extéricur des

cellules joue un rdle dans le développement tumoral.

A ce jour, il n’y a aucune certitude sur le mécanisme utilisé par les HSPs pour passer a
I’extérieur ou a la membrane de la cellule. De plus, les HSPs ne possedent aucun motif
d’export ou d’insertion membranaire (De Maio & Vazquez, 2013). Deux questions majeures
restent ouvertes: comment les HSPs passent la membrane et qu’elles sont leurs fonctions

extracellulaires ?

a. Comment les HSPs peuvent se retrouver a I’extérieur de la cellule ?

Dans la littérature, nous trouvons plusieurs mécanismes pouvant expliquer le passage
des HSPs a I’extérieur ou a la membrane de la cellule. La premiére hypothése fut proposée par
le groupe de Srivastava qui démontra que la mort par nécrose cellulaire se traduisait par une
libération passive de HSP70 dans le milieu extracellulaire (Basu, Binder, Suto, Anderson, &
Srivastava, 2000). Par ailleurs, 1’équipe de Hightower a mis en évidence une libération de
HSP70 dans un contexte indépendant de la mort cellulaire, ce qui fut confirmé par d’autres
équipes (Hightower & Guidon, 1989). L’argument majeur en faveur d’une sécrétion passive
de HSP70 est que HSP70 n’a pas de signal de sécrétion connu pour la voie classique du golgi-
réticulum endoplasmique, HSP70 ne peut donc pas passer par cette voie pour étre excrétée.
En effet, ’utilisation d’inhibiteur spécifique de la voie golgi-réticulum endoplasmique, n’a
pas d’effet sur la libération de HSP70 (Hightower & Guidon, 1989). Ce qui suggere donc que
HSP70 doit étre exportée par un mécanisme alternatif. De nombreuses protéines
cytoplasmiques telles que I’interleukine 1 (IL-1) ou les galectines utilisent des voies de
sécrétion non conventionnelles pour leur sécrétion. Concernant HSP70, divers scénarios ont
été proposés pour expliquer son export de fagon actif. Tout d’abord, il a été suggéré que

I’export de cette protéine est dépendant de la voie lysosome-endosome avec I’intervention des
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transporteurs de type ABC (Mambula, Calderwood, & Alerts, 2013). Dans ce cas, HSP70
s’associe & une protéine devant étre excrétée, puis aprés son intégration dans le lysosome le
complexe est exocyté. D’autres études montrent que le mécanisme d’excrétion de HSP70
passerait plutdt par la voie de sécrétion des granules (Evdonin et al., 2006). Une particularité
intéressante est que HSP70 a aussi la capacité de lier les phosphatidyl-sérines (PS) dans les
cellules tumorales. Les PS sont capables de passer a I’extérieur de la membrane par un
mécanisme de Flip-Flop (Schilling et al., 2009). Il est donc possible que HSP70 utilise ce
mécanisme pour passer a la membrane des cellules cancéreuses. Enfin, le mécanisme le plus
accepté, pour I’export de HSP70 serait par la voie des vésicules extracellulaires tels que les
ectosomes, les microparticules et les exosomes (De Maio, 2011). Dans ce travail, nous nous
intéresserons plus particulierement aux exosomes, nous detaillerons dans la partie consacree
aux exosomes comment HSP70 peut se retrouver a leur surface. Ce mécanisme permettrait a
HSP70 de se retrouver sous une forme transmembranaire avec une partie extracellulaire. Il a
été démontré qu’une fraction, composée de seulement 14 acides aminés:
« TKDNNLLGRFELSG » nommée souvent par I’abréviation « TKD », serait extracellulaire
dans ce cas. Cette partie extracellulaire correspond a une partie du PBD de HSP70 (Arispe et

al., 2004; Multhoff et al., 1995). L’organisation spatiale du TKD n’est pas connue a ce jour.

L’ensemble des arguments présenté suggere deux sources pour HSP70 extracellulaire:
une active, par le biais de processus de sécrétion non conventionnel, et une passive a la suite
de la mort cellulaire par nécrose. Gréace a cela, nous retrouvons HSP70 sous deux formes qui
coexistent au sein de 1’organisme, une forme insoluble associée aux membranes et une forme

soluble libre.

b. Fonction extracellulaire de HSP70

HSP70 extracellulaire agit principalement sur le systeme immunitaire. Néanmoins, le
réle de HSP70 extracellulaire sur le systeme immunitaire reste controverse. De nombreuses
¢tudes montrent que HSP70 joue le réle d’immunostimulateur, a I’inverse d’autres études
mettent en avant ’effet immunosuppresseur de HSP70 (De Maio & Vazquez, 2013;
Gehrmann et al., 2008). Nous traiterons cette partie en fonction de la forme extracellulaire de
HSP70.
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i. ROle de HSP70 sous sa forme libre

HSP70 libre peut présenter des effets opposés sur le systéme immunitaire. L’ensemble
des effets est répertorié dans la figure 5. HSP70 libre joue un role essentiel dans I’immunité
innée en activant les cellules présentatrices d’antigénes (CPA), telles que les macrophages, les
monocytes et les cellules dendritiques. HSP70 est capable de se lier a de nombreux récepteurs
des CPA. En effet, HSP70 interagit avec les récepteurs de type PPR (Pattern Recognition
Receptors) comme les toll-like receptor TLR2 et le TLR4 et les récepteurs «poubelles»
(scavenger receptor) comme CD94 et Lox-1 (Borges et al., 2012) présent sur les cellules
dendritiques (CD) induisant ainsi un signal pro-inflammatoire (Kuppner et al., 2001). Pour ce
faire, HSP70 libre est capable de prendre en charge les peptides antigéniques dérivés des
tumeurs afin de favorise la présentation croisée (Chen & Cao, 2010). HSP70 forme un
complexe stable avec ces peptides (Bendz et al., 2007) et favorise leur endocytose par les
cellules dendritiques. Dans le cytoplasme, HSP70 et le peptide antigénique se dissocient,
permettant a ce dernier d’aller dans le réticulum endoplasmique afin d’étre chargé sur les
molécules du CMH 1 (complexe majeur d’histocompatibilité de type ). Le peptide
antigénique chargé sur le CMH | est ensuite acheminé a la membrane des CD et induit
I’activation les lymphocytes CD8" (Borges et al., 2012; Floto et al., 2006). 1l en résulte une
réponse pro-inflammatoire avec sécrétion de cytokines telles que 1’IL-1, I’IL-6 et le TNFa
qui active ensuite la voie de survie et de prolifération dans les lymphocytes cibles (E Schmitt

et al., 2007). Cependant, il est reporté que ’activation serait non spécifique.

Par ailleurs, HSP70 favorise aussi ’activation des lymphocytes CD4" par les cellules
dendritiques en leur présentant le peptide antigénique via le CMH Il (Binder, Blachere, &
Srivastava, 2001; Haug, Schepp, Kalbacher, Dannecker, & Holzer, 2007). Compte tenu de sa
fonction de chaperon moléculaire, il n’est pas surprenant que HSP70 ait cette capacité de
chaperonner des peptides antigéniques vers les effecteurs de I’'immunité. Par ailleurs, HSP70
est impliquée dans la migration des cellules dendritiques vers les ganglions lymphatiques pour
leurs maturations. Enfin, HSP70 peut lier et activer les monocytes, induisant une réponse
inflammatoire avec la production puis la sécrétion de TNFa, IL-1 B (A Asea, Kabingu,
Stevenson, & Calderwood, 2000).
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De nombreux rapports remettent en question I’effet immunoactivateur de HSP70
(Bausinger et al., 2002; De Maio, 2011; Gao & Tsan, 2003). En effet, la protéine HSP70
utilisée dans la plupart des expériences in vitro et in vivo est souvent contaminée par des
endotoxines, impuretés dérivant de la production de HSP70 dans les bactéries. Les effets
immunostimulateurs observeés pourraient étre attribués a 1’endotoxine plutét qu’a HSP70. En
effet, une étude démontre des effets totalement opposés sur le systéme immunitaire, en
fonction de la pureté de la protéine recombinante HSP70 utilisée. Lorsque HSP70 est
contaminée par des endotoxines, cela conduit a 1’activation de cellules immunitaires telles que
les CPA. A Tlinverse aucune activation des CPA n’est observée en présence HSP70
dépourvue d’endotoxine (Henderson et al., 2010). Cette hypothese est renforcée, par le fait
que la protéine HSP70 recombinante est capable d’activer la voie spécifique de transduction
du lipopolysaccharide (LPS). Le LPS est considérée comme une endotoxine pyrogene qui a la
capacité de lier le récepteur TLR4 et d’induire la libération de cytokines pro-inflammatoire
(Triantafilou & Triantafilou, 2004). Ceci laisse supposer que I’activation de cette voie serait

plutot due a I’endotoxine contaminant qu’a HSP70.

Des études menées avec la protéine recombinante HSP70 sans endotoxine montrent,
des effets plutdt inhibiteurs du systeme immunitaire. En effet, lorsque la protéine
recombinante HSP70 est traité avec du Triton X114, un détergent qui permet 1’élimination des
endotoxines, HSP70 présente des effets anti-inflammatoires comme par exemple la
production d’IL-10 par les cellules immunitaires (Borges et al., 2012). L’IL-10 est considérée
comme la principale cytokine anti-inflammatoire et immunosuppressive (Moore, de Waal
Malefyt, Coffman, & O’Garra, 2001). De plus, il a été démontré que HSP70 est capable
d’inhiber la différenciation des cellules dendritiques et d’induire une tolérance de ces cellules.
Les CD tolérantes vont ensuite créer un environnement immunosuppressif par la génération
de T regulateurs (Treg) (Onishi, Fehervari, Yamaguchi, & Sakaguchi, 2008). Les
lymphocytes Treg ont un réle crucial dans la suppression du systéme immunitaire en inhibant

la prolifération d’autres lymphocytes T effecteurs.
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Figure 5: Effets de HSP70 libre sur le systtme immunitaire. HSP70 sous sa forme libre est

capable d’activer les cellules dendritiques, les lymphocytes T, les monocytes et les macrophages induisant une

réponse inflammatoire. Cependant, lorsque HSP70 est utilisée sans endotoxine, elle est capable d’inhiber les

cellules dendritiques. — Symbole représentant 1’effet inhibiteur des HSPs, - Symbole représentant 1’effet

activateur des HSPs.

ii. Ro6le de HSP70 associée aux membranes

Comme vu précédemment, HSP70 est retrouvée associée aux membranes des cellules
cancéreuses, mais aussi sur les vésicules extracellulaires comme les exosomes. Concernant
HSP70 membranaire sur les cellules cancéreuses, il a été démontré que HSP70 agit
principalement sur des cellules NK en augmentant leur activité cytotoxique et leur potentialité
migratoire. En effet, 1’équipe de Gabriele Multhoff a démontré que les cellules NK sont
capables de reconnaitre et de tuer spécifiquement les cellules cancéreuses exprimant HSP70 a
leur membrane (Multhoff, 2007). Le mécanisme suggéré implique le récepteur CD94 présent
sur la cellule NK qui reconnait le TKD, partie extracellulaire de HSP70. Aprés contact, les
NK produisent et secrétent de grande quantité de granzyme B. Le granzyme B est capable de
se lier avec une grande affinité a HSP70 membranaire, favorisant ainsi son internalisation et
I’induction de I’apoptose dans la cellule cancéreuse (Pfister et al., 2007). A ce jour, aucun

effet immunosuppresseur de HSP70 sur les cellules cancéreuses n’a été décrit.
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A Tinverse HSP70 sur les exosomes semble plutét avoir des effets
immunosuppresseurs. Une partie de mon travail de thése sera consacré aux exosomes, c’est
pourquoi il est essentiel auparavant de les introduire. Nous détaillerons dans un premier temps
leur biogénése et leurs caractéristiques, puis nous aborderons leurs effets sur le systeme

immunitaire.

c. Les exosomes : généralités

Les exosomes est un domaine de recherche tres convoité actuellement. Les exosomes
sont sécrétés par toutes les cellules normales ou cancéreuses (Vlassov, Magdaleno,
Setterquist, & Conrad, 2012). Les exosomes sont considérés comme des vésicules de taille
nanométrique entourées par une bicouche lipidique avec quelques nanolitres de cytosol dans
leur lumiere. lls sont hétérogenes, en effet, leurs tailles, leurs compositions, leurs densites et
leurs fonctions peuvent varier. Cependant, ils partagent des caractéristiques communes,
reflétant pour la plupart des origines endosomales. En effet, les exosomes caractérises par
microscopie électronique a transmission, présentent une forme concave et ont une taille
comprise entre 5 a 200 nm de diametre (Figure 6). Ils sédimentent par ultracentrifugation a
100 000 g ou flottent sur un gradient de sucrose a une densité de 1,13 a 1,19 g/mL (Hannafon
& Ding, 2013; Theéry, Zitvogel, & Amigorena, 2002). D’autre part, ils présentent une
composition protéique, lipidigue et nucléique distincte de la membrane plasmique qui rappelle
celles de vésicules extracellulaires. Les exosomes sont enrichis en certaines protéines qui sont
de fait considérées comme des marqueurs de ces vésicules telles que : Tsg101, Alix, CD9,
CD63, CD81 et les molécules du CMH (Complexe Majeur Histocomptabilité) (Théry,
Ostrowski, & Segura, 2009). 1l est important de préciser que ces protéines sont pour la plupart
impliquées dans la voie endocytose, suggéerant le mécanisme impliqué dans leur biogenése.
Concernant la composition lipidique, la membrane des exosomes est plus riche en cholestérol
que celle des cellules. Ces modifications de composition membranaire rendent les exosomes
plus rigides que les cellules et moins sensibles aux détergents. L’ensemble des
caractéristiques que nous venons de citer permet de distinguer les exosomes des autres
vésicules extracellulaires produites par les cellules, tels que les ectosomes, les exovésicules et

les corps apoptotiques.
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Figure 6: Visualisation des exosomes par microscopie électronique a transmission.

Exosomes secrétés par lymphocytes B, présentant la forme concave caractéristique des exosomes.

i. Découverte des exosomes

En 1981, Trams et al, mirent en évidence pour la premiére fois la sécrétion par
plusieurs lignées cellulaires (tumorales ou non) d’une population hétérogéne de vésicules
contenant une enzyme ancrée dans la membrane ayant une activité enzymatique
5’nucléasique. Cette enzyme clive les nucléotides extracellulaires en nucléosides, perméables
a la membrane (Trams, Lauter, Salem, & Heine, 1981). Cette équipe fut la premiere a utiliser
le terme « d’exosome » pour désigner ces microvésicules secrétées par les cellules dans le
milieu extracellulaire. Puis en 1983, ’équipe de Johnstone et Stahl, montre a 1’aide de la
microscopie ¢€lectronique que la formation de ces vésicules ne provenaient pas d’un
bourgeonnement membranaire, mais plutdt qu’elles se formaient dans des corps
multivésiculaires (MVB : MultiVesicular Bodies) par la voie d’endocytose. A cette époque,
les exosomes suscitaient trés peu d’intérét, ils étaient considérés comme des microvésicules
sécretes par les cellules pour éliminer les protéines membranaires obsolétes (Johnstone,
Adam, Hammond, Orr, & Turbide, 1987). Il fallut attendre presque 10 ans pour que les
exosomes suscitent un réel intérét, avec une étude de Raposo et al, démontrant le role
essentiel des exosomes dans la communication cellulaire notamment dans 1’activation des
lymphocytes T (Bobrie, Colombo, Raposo, & Théry, 2011). Depuis, de nombreuses études
ont montré, que les exosomes sont sécrétés par de nombreuses cellules: nerveuses,
épithéliales, immunitaires, mais aussi par les cellules cancéreuses (Chaput & Théry, 2011;
Schneider & Simons, 2013).
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Les exosomes peuvent étre isolés a partir de surnageant de culture mais aussi a partir
des fluides biologiques comme : le sérum (Duijvesz, Luider, Bangma, & Jenster, 2011,
Taylor, Akyol, & Gercel-Taylor, 2006), le plasma, I’urine (van Balkom, Pisitkun, Verhaar, &
Knepper, 2011), le liquides bronchoalvéolaires (Torregrosa Paredes et al., 2012), le liquide
séminal (Poliakov, Spilman, Dokland, Amling, & Mobley, 2009), la salive (Gallo & Alevizos,
2013), le lait maternel (Admyre et al., 2007), le liquide amniotique (Alexzander Asea et al.,
2008; Raimondo, Morosi, Chinello, Magni, & Pitto, 2011) et les effusions tumorales (Andre,
Escudier, Angevin, Tursz, & Zitvogel, 2004). Ainsi, les exosomes sont présents dans des
conditions in vitro et in vivo, permettant de mieux les étudier pour comprendre leur biogenese,

leur composition et leur fonction.

ii. Biogénése des exosomes

La biogénese des exosomes utilise dans un premier temps la voie d’endocytose puis la
voie d’exocytose. L’endocytose est une voie de transport permettant a la cellule d’internaliser
des molécules extracellulaires ou membranaires. Alors que 1’exocytose permet a la cellule de
les externaliser. Dans 1’ordre chronologique, la biogénése débute par 1’invagination de la
membrane plasmique aboutissant a la formation de vésicules d’endocytose. Ces derniéres
posseédent une bicouche lipidique identique a celle de la membrane plasmique et expriment
HSP70 uniquement si elles dérivent des cellules cancéreuses. Les vésicules vont fusionner
avec les endosomes précoces puis les endosomes tardifs (Duijvesz et al., 2011). Ensuite,
I’invagination de la membrane de ’endosome vers son lumen permet la formation de
vésicules intraluminales (ILVs) futur exosomes. A cette étape, une partie du contenu
cytosolique de la cellule est emprisonnée dans I’ILV. La vésicule contenant les ILVs s’appelle
alors le corps multivésiculaire (MVB). Enfin, par la fusion des MVBs avec la membrane
plasmique de la cellule, les ILVs sont sécrétées dans le milieu extracellulaire par exocytose :
ces vésicules deviennent alors des exosomes (Figure 7). Lors de ce processus d’exocytose, la
membrane du MVB fusionne avec la membrane plasmique de la cellule. Il est important de
noter que la membrane des exosomes présente la méme orientation membranaire que la
cellule. L’ensemble de ce processus permet donc de mieux comprendre comment la protéine
de stress HSP70 peut se retrouver a la surface des exosomes lorsqu’ils dérivent des cellules

cancéreuses.

Les mécanismes exacts et les acteurs moléculaires impliqués dans la formation des

MBVs, des ILVs et par extension des exosomes sont encore mal connus. Cependant, certaines
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études suggerent qu’il n’existe pas de mécanisme général, mais plutdt que cela dépend du

type cellulaire consideéré.

1. Formation des vésicules intralunimales et adressage des molécules aux

exosomes

> Le complexe protéique ESCRT (I'Endosomal Sorting Complex Responsible for

Transport)

Ce complexe intervient a deux endroits importants, dans le processus d’invagination
de la membrane de 1’endosome pour la formation des ILVs et dans la sélection des protéines
intégrant ces vésicules (Williams & Urbe, 2007). La fonction principale des protéines ESCRT
est de trier entre les protéines a dégrader (protéines ubiquitinylées) et celles a recycler. Etant
donné que nous retrouvons un enrichissement des protéines ESCRT (Alix et Tsg101) dans les
eX0S0mes, Nous pouvons penser que ce mécanisme est bien nécessaire a la formation des
exosomes. Cependant, d’autres études ont montré que la formation des exosomes pouvait étre
indépendante du complexe ESCRT, en se liant a d’autres molécules comme les tétraspanines

ou les céramides.
> Les tétraspanines

Ce sont des glycoprotéines de surface composées de 4 régions hydrophobes
transmembranaires initialement découvertes dans les cellules hématopoiétiques. Leur fonction
moléculaire n’est pas encore déterminée, elles sont pourtant impliquées dans de nombreux
processus biologiques tels que la migration, les interactions intercellulaires et la réponse
immunitaire. Les tétraspanines sont des molécules d’adhésions qui peuvent servir de récepteur
de surface et intervenir dans 1’adhérence cellulaire. Il existe de nombreuses tétraspanines,
mais les exosomes sont plus particulierement enrichis en marqueurs CD9, CD63, CD81,
CD82. L'une des caractéristiques majeures de ces tétraspanines est leur capacité a organiser
un réseau d'interactions moléculaires au sein de la bicouche lipidique appelé le « tetraspanin
web » (Rana, Yue, Stadel, & Zéller, 2012). En effet, ces protéines ont la capacité de se
multimériser de fagon homo-hétérotypique pour former des Tem (tetraspanin-enriched-
microdomain). Ces plateformes se retrouvent au niveau de la membrane des exosomes et plus

précisément dans les rafts lipidiques.
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> Les céramides

Ce sont des sphingolipides, résultant de la combinaison d’un acide gras avec une
sphingosine par une liaison amine. Ils ont un réle structurel tres important dans les
membranes plasmiques. Les céramides ont une forme de cone, qui permettrait d’induire
naturellement une courbure a la bicouche lipidique. Cette caractéristique serait a 1’origine de
la formation des ILVs. Il a été démontré dans des lignées oligodendrocytaire, que la déplétion
des protéines du complexe ESCRT (Alix, Tsg101) n’entraine pas de réduction de la sécrétion
des exosomes. En revanche, I’inhibition de la sphingomyélinase une enzyme qui clive la
sphingomyeéline en céramide entraine une diminution de la production de ces exosomes
(Trajkovic et al., 2008).

Ces résultats suggérent donc I’existence de plusieurs mécanismes de formation des

ILVs dont une voie dépendant du complexe ESCRT et voie une indépendante.

2. Fusion des MBVs avec la membrane plasmique

Cette étape est trées importante car elle permet la libération des ILVs (soit les
exosomes) dans le milieu extracellulaire. La fusion membranaire nécessite d’abord une étape
de rapprochement, puis un arrimage des membranes. Deux principales familles de protéine
semblent jouer un réle important dans ce processus : les protéines de la famille Rab (Ras-
Related in Brain) et les protéines SNARE (Soluble NSF Attachment REceptor). Les protéines
de la famille Rab ont un réle trés important dans 1’adressage des vésicules vers la membrane
plasmique. Les protéines Rab sont des petites GTPases (Guanosine tri-phosphatase)
monomériques de 20 a 25 kDa. Elle se trouve dans deux états, un état actif lié au GTP et un
état inactif lié au GDP (Guanosine di-phosphate). Il existe une soixantaine de membres dans
cette famille. Dans notre cas, les protéines Rabll, Rab27 et Rab35 sont les trois plus
impliquées dans la sécrétion des exosomes (Ostrowski et al., 2010). Les protéines Rab sont
localisées a la surface des MBVs, et sont capables de reconnaitre d’autres effecteurs présents
sur la membrane plasmique. A ce jour, ces effecteurs ne sont pas connus. Cependant, une
étude dans les mélanocytes montre que les protéines Rab peuvent interagir avec des protéines
impliquées dans le trafic membranaire (synaptotagmine 2) qui interagissent spécifiqguement

avec le phosphatidyl-sérine (Saegusa et al., 2006).
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Concernant, les SNARES se sont des protéines membranaires qui permettent la fusion
des bicouches lipidiques. lls sont présents a la fois sur la vésicule a exocyter donc sur les

ILVs, mais aussi sur la membrane plasmique de la cellule.
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Figure 7 : Voie de biogenése des exosomes tumoraux et acteurs moléculaires impliqués.
Suite a I’invagination de la membrane plasmique, une vésicule d’endocytose se forme. Cette vésicule fusionne
avec un endosome précoce, qui lui-méme fusionne avec un endosome tardif. Puis I’invagination de la membrane
externe de cet endosome vers son lumen permet la formation des vésicules intraluminales (ILVs) futur
exosomes. Le complexe ESCRT, les tétraspanines et les céramides participent a la formation des ILVs. Les ILVs
sont contenues dans le corps multivésiculaire (MVB). A ’aide des protéines Rab et SNARE, le MVB fusionne
avec la membrane plasmique libérant les ILVs a I’extérieur de la cellule : les exosomes. Adapté de (Bobrie et al.,
2011)

3. Régulation de la sécrétion des exosomes

La sécrétion des exosomes peut avoir lieu de maniére constitutive, comme pour les
cellules épithéliales, les cellules dendritiques immatures ou les cellules transformées par
I’EBV (Bobrie et al., 2011; Théry, Zitvogel, et al., 2002). Cependant, cette sécrétion peut étre
modulée en fonction des signaux extérieurs. 1l a été montrée dans des cellules
hématopoiétiques et oligodendrocytes, qu’une augmentation de calcium intracellulaire stimule
le relargage des exosomes (Savina, Furlan, Vidal, & Colombo, 2003). Cependant, 1’exocytose
peut étre induite de maniére Ca**-indépendante, lors de 1’activation des cellules T par CD3

(Théry, Duban, et al., 2002).Dans le cas des cellules dendritiques, la sécrétion des exosomes
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peut étre aussi augmentée suite a leur interaction avec des lymphocytes T (Buschow et al.,
2009). De méme, la dépolarisation de la cellule induite par le K* augmente aussi la sécrétion
des exosomes dans des cellules neuronales (Fauré et al., 2006). Enfin, de nombreuses études
montrent que la sécrétion des exosomes est activée lorsque les cellules sont soumises a un
stress. En effet, il a été démontré que les cellules cancéreuses soumissent a un stress chimique
comme un agent anticancéreux sécrétent plus d’exosomes. Ce résultat a été confirmé en 2012
dans un modele d’hépatocarcinome et corrélé & une augmentation de HSP70 et HSP90 dans

les exosomes (Lv et al., 2012).

Ainsi, la régulation de la sécrétion des exosomes semble dépendant des éléments du

milieu environnant : présence d’ions calcium ou potassium ou stress.

iii.  Composition des exosomes

La composition des exosomes est trés particuliere, ce qui permet de bien les
différencier des autres vésicules dérivant des cellules. Les exosomes sont composés
principalement de protéines, de lipides et d’ARN. Le site Exocarta (http/www.exocarta.org)
propose une liste exhaustive de tous les composants identifiés dans les exosomes en fonction
du type cellulaire dont ils dérivent. La figure 8 synthétise les composants les plus

classiguement trouvés dans les exosomes.
1. Les protéines

L’analyse des protéines des exosomes a tout d’abord été réalisée par western blot dans
les années 1990 puis lus récemment par analyses de protéomiques. Certaines protéines sont
spécifiques du type cellulaire, d’autres communes. Nous présenterons ici les protéines
communes et les particularités des exosomes dérivés des cellules cancéreuses.

Differents catégories de protéines sont présentes dans les exosomes: (i) des protéines
d’adhésions : tétraspanines (precédemment détaillées) qui sont importantes pour I’adressage
des exosomes et des intégrines (LFA-1) des protéines transmembranaires important pour
interagir avec les cellules. (ii) des protéines du Complexe Majeur d’Histocompatibilité
(CMH) de type | et Il ainsi que le CD86. Ceci va conférer aux exosomes la capacité de
présenter des antigenes, d’interagir avec les cellules immunitaires et méme de moduler le
systeme immunitaire (SI) (iii) des molécules du cytosquelette : actine, tubuline, myosine (iv)
des protéines de signalisation intracellulaire : protéine Ga, 14-3-3, (5) des protéines associées

aux radeaux lipidiques : la flotilline, (vi) des enzymes du metabolisme cellulaire: pyruvate
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kinase, GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate deshydrogenase-activating protein), (vii) des
protéines impliquées dans le trafic membranaire (Rab, annexines, Alix, Tsg101) (viii) des
ligands des récepteurs de mort comme FASL. Enfin, des protéines de stress telles que HSP90
et HSP70 sont également retrouvées dans les vésicules. Il est important de préciser a nouveau
que les exosomes dérivant des cellules cancéreuses présentent HSP70 a leur surface

contrairement aux cellules « normales » (Multhoff et al., 1995).

2. Les lipides

La composition lipidique de la membrane des exosomes est identique a celle de la
membrane plasmique, mais présente des enrichissements en certains lipides. En effet, les
exosomes sont enrichis en : (i) phospholipides saturés tels que les phosphatidyl-éthanolamine
et glycéro-phopholipides, phosphatidyl-choline et phosphatidyl-sérine (ii) en sphingolipides
(sphingomyéline et céramides), (iii) cholestérol. Cette modification rend les exosomes trés
résistants a la solubilisation. La phosphatidyl-sérine est localisée sur le feuillet externe de la
bicouche lipidique des exosomes, une particularité qui conforte I’hypothése que le passage de

HSP70 a la membrane peut se faire par mécanisme actif : le flip-flop (E Schmitt et al., 2007).

3. Les acides nucléiques

Dans la lumiére des exosomes nous trouvons aussi des ARNs messagers et des
microARNSs (r6le dans la régulation de 1’expression des génes), cela a été mis en evidence
pour la premiére fois en 2007 par 1’équipe de Valadi (Valadi et al., 2007). Dans cette méme
étude, les auteurs prouvent que ces ARN messagers sont fonctionnels. Ces ARNSs
permettraient le transfert potentiel d’informations génétiques entre cellules et pourraient donc
affecter les fonctions de la cellule réceptrice. Plus récemment, des études montrent la présence
dans les exosomes d’ADN tels que des retrotransposons provenant de virus endogenes et des
séquences oncogéniques amplifiees et mutées. Par le biais des exosomes I’ADN viral serait
transféré des cellules infectées aux cellules immunitaires, permettant induire une réponse
antivirale (Balaj et al., 2011).
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Figure 8 : Composition des exosomes. Ce schéma représente les lipides, les protéines, les plus
classiquement trouvés au niveau des exosomes dérivant des cellules cancéreuses. Certaines protéines sont
seulement sous forme membranaire et d’autres sont cytoplasmiques. Il est a noter que HSP70 sous sa forme
membranaire est seulement présent & la surface des exosomes dérivant des cellules cancéreuses. PS:

phosphatidylsérine qui se retrouve dans ce cas exposée a I’extérieur.

Malgré leur petite taille (de 50 a 200 nm de diametre) les exosomes sont dotés de
nombreux types de molécules, c’est pourquoi de nombreux groupes de recherches tentent
actuellement de comprendre leurs réles in vitro ainsi que leurs implications physio- et
pathologiques in vivo. En seulement quelques années, de nombreuses fonctions ont été
attribuées aux exosomes, lesquelles seraient étroitement liés a leur origine cellulaire. Ainsi, ils
peuvent participer a I’élimination des molécules, a la sécrétion des protéines comme par
exemple HSP70, au transfert de lipides et d’acides nucléiques, mais aussi a la dissémination
des pathogeénes dans le cas des maladies a prions (Fevrier et al., 2004). Les exosomes sont
considérés comme jouant un role essentiel dans la communication intercellulaire. Les travaux
réalisés pendant cette these ont porté sur les exosomes dérivés des cellules cancéreuses et
leurs implications dans la réponse immunitaire tumorale. 1l a été demontré que les exosomes
participaient au développement de la tumeur, notamment en favorisant le développement des
niches métastasiques (Peinado et al., 2012). Ainsi, dans cette partie, nous nous focaliserons
sur I’action des exosomes dérivés des tumeurs. Compte tenu des molécules présentes a la

surface des exosomes, ces derniers peuvent interagir avec différentes types de cellules
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immunitaires. Cette interaction peut conduire dans la cellule cible a 1’activation d’une voie de
signalisation cellulaire, a la fusion de 1’exosome avec la membrane plasmique ou aboutir a
I’endocytose de 1’exosome. Dans ces deux derniers cas, le contenu de la lumiére des
exosomes, les protéines, I’ARN est libéré dans le cytoplasme de la cellule, pouvant ainsi
modifier les propriétés de la cellule cible. Dans ce manuscrit nous nous intéresserons plus
particuliécrement a 1’activation des voies de signalisation cellulaire par les exosomes

tumoraux.

iv.  Ro0le des exosomes dans le systeme immunitaire

Les exosomes tumoraux ont la propriété d’interagir avec différentes cellules
immunitaires environnantes et peuvent avoir des effets immuno-activateurs ou —suppresseurs
sur le systeme immunitaire (Figure 9).

Dans I'étude menée, nous nous sommes plus particulierement intéressés a l'effet
immunosuppresseur des exosomes dérivant des cellules tumorales. En effet, des travaux
montrent que les exosomes sont capables d’activer les NK, les CD et les macrophages (Théry
et al., 2009). Les voies de signalisation impliquées dans la communication entre cellules
immunitaires et exosomes sont encore mal connues. Parmi celles qui ont pu étre identifiées,
nous avons la voie impliquant les récepteurs de mort (FASL) ainsi que celle impliquant les
TLR (Toll-Like Receptor). Ces deux voies vont entrainer une réponse immunosuppressive
(Figure 9).

En effet, les ligands des récepteurs de mort tels que FASL sont exprimés a la surface
des exosomes et interagissent avec leur récepteur FAS présent a la surface des cellules T.
Cette interaction a pour conséquence de bloquer la différenciation et/ou d’induire 1'apoptose
des lymphocytes T CD4".

Concernant la voie des TLR il a été récemment montré qu’elle est dépendante de
HSP70 présente sur les exosomes. Cette derniére est capable d’activer les cellules
immunosuppressives telles que les cellules myéloides suppressives (Myeloid-Derived
Suppressor Cells ou MDSCs) (Thery et al., 2009, Lio, 2010, valenti 2006, Xiang, 2009). Cette
activation met en jeu la séquence TKD de la protéine HSP70 qui est exposée a la surface des
exosomes et le récepteur Toll-Like Receptor 2 (TLR2) des MDSCs. Leur interaction conduit a
I’activation des MDSCs. Cette activation a pour effet d’inhiber le développement de la
réponse antitumorale (Chalmin et al., 2010). Le mécanisme exact de 1’activation des MDSCs
par la protéine de stress HSP70 sera détaillé plus loin. Auparavant, nous allons définir les
cellules MDSCs.
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Figure 9 : Effets des exosomes sur le systeme immunitaire. Les exosomes tumoraux présentent
des fonctions activatrices ou inhibitrices sur le systtme immunitaire. Les voies de signalisation impliquées sont
peu connues. Cependant, deux voies d’inhibition de la réponse immunitaire ont été identifiées : la voie des
récepteurs de mort inhibant les lymphocytes T et la voie des TLR impliquant la protéine de stress HSP70. Cette
voie permet I’activation des cellules immunosuppressives. Les exosomes sont capables de non seulement inhiber

les effecteurs de I’immunité, mais aussi d’activer les cellules générant un environnement immunosuppressif.

— Symbole représentant I’effet inhibiteur des HSPs, —> Symbole représentant I’effet activateur des HSPs.

v. MDSCs

Les MDSCs (ou Myeloid-Derived Suppressor Cells) sont considérées comme jouant
un réle prépondérant dans le processus d’échappement des cellules tumorales au systéeme
immunitaire. Ces cellules sont fortement impliquées dans le processus tumoral en exercant un
effet immunosuppresseur sur les autres cellules immunitaires, principalement sur les cellules
T (Lindau, Gielen, Kroesen, Wesseling, & Adema, 2013). Leur présence est directement
corrélée avec le développement tumoral. De plus, les MDSCs s'infiltrent dans les tumeurs et
semblent favoriser I'angiogenese et la formation des métastases (Hao et al., 2006).

Les MDSCs sont des lignées myéloides immatures générées dans la moelle osseuse,
qui dans un contexte cancéreux migrent vers les organes, la tumeur et le sang imposant ainsi
une suppression immunitaire générale (Kao et al., 2011). Ces cellules sont identifiées chez la
souris grace a leur marquage membranaire GR1°CD11b" et chez les patients atteints d’un
cancer, par le marquage CD11b*CD33"HLA-DR™ (Serafini et al., 2006). Les MDSCs
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représentent 20 a 30% des cellules de la moelle osseuse et 2 a 4% des cellules spléniques chez
une souris saine. Dans les cas de souris porteuses de tumeur, leur proportion peut augmenter
jusqu’a 50% des splénocytes totaux (Kusmartsev et al., 2003). En présence des cellules
cancéreuses, les MDSCs interagissent avec ces dernieres et les associent a des cellules
normales. A la suite de cela les MDSCs indiquent faussement aux autres effecteurs de
I’'immunité que les cellules cancéreuses sont saines et empéchent ainsi la réponse immunitaire

anti-tumorale de s’effectuer.

1. Expansion et activation des MDSCs

L’expansion des MDSCs est consécutive a la sécrétion par les cellules tumorales des
cytokines inflammatoires telles que 1’IL-1p, le GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor) et le VEGF (Vascular endothelial growth factor). Aprés liaison avec leurs
récepteurs spécifiques, la plupart des cytokines vont activer la voie de JAK/STAT3 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 3), induisant la survie et la prolifération cellulaire.

L’activation des MDSCs est induite par des cytokines produites par les cellules
tumorales, (INFy, IL-4), ou encore par les exosomes en activant la voie des TLR (Figure 10).
Les TLR ont un rdle central dans I’activation de la réponse immunitaire et cette voie est
dépendante de 1’adaptateur cytoplasmique MyD88 (Nagaraj et al., 2009). Il a été démontré
que I’expression de la protéine MyD88 par les MDSCs est nécessaire au développement
métastatique (Xiang et al., 2010). Comme décrit ci-avant, 1’activation des MDSCs par la voie
des TLR met en jeu la protéine de stress HSP70 sur les exosomes et le TLR2 sur les MDSCs.
Cette interaction induit via le facteur de transcription NF-«kB, ’expression d’une cytokine
inflammatoire, IL-6, et I’expression des facteurs immunosuppresseurs (dont Arginase-1,
ROS). L’IL-6 est ensuite sécrétée et agit de maniere autocrine sur les MDSCs, maintenant les
MDSCs dans un état activées par le biais de la voie de signalisation JAK2/STAT3. C’est la
phosphorylation et la dimérisation de STAT3 dans le noyau qui permettra ’activation des
génes de la voie de survie. A la suite de cette activation les MDSCs peuvent exercer leur

activité d’immunosuppresseur.
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Figure 10 : Activation des MDSCs. L’activation des MDSCs est provoquée par I’interaction de HSP70

(via son TKD) sur les exosomes et le TLR2 sur les MDSCs. Les effecteurs cytosoliques du récepteur TLR2,
MyD88 permet par la voie NF-kB, I’expression de la cytokine inflammatoire IL-6. Cette derniére par voie
autocrine va lier le récepteur 1L-6 des MDSCs activant la phosphorylation de STAT3 par la voie JAK2. STAT3

phosphorylée induite ensuite 1’activation des génes de la voie de survie dans les MDSCs.

2. Mécanismes et effets immunosuppresseurs des MDSCs

Dans un contexte cancéreux, de nombreux mécanismes sont impliqués dans
I’immunosuppression induite par les MDSCs. Cela permet a ces cellules d’agir sur différents
effecteurs de I’immunité (Figure 11). La premiére cible des MDSCs sont les lymphocytes T
(LT). Deux mécanismes sont mis en place, I’expression par les MDSCs de I’enzyme
Arginase-1 et I’induction des ROS (Reactive Oxygen Species). Concernant 1’arginase-1, elle a
pour cible la L-arginine qui régule les fonctions des LT en modulant I’expression du TCR.
L’arginase-1 va inhiber la réponse des lymphocytes T en catabolisant la L-arginine en urée et
L-ornithine (Raber, Ochoa, & Rodriguez, 2012) diminuant ainsi leur cytoxicité. Les ROS sont
impliquées dans la diminution de la prolifération des LT. L’arginase-1 est aussi capable d’agir
sur les NK en bloquant leurs effets cytotoxiques. Les MDSCs synthétisent également des
facteurs solubles immunosuppresseurs comme L’IL-10 et le TGFp (Cuenca et al., 2011).
L’IL-10 bloque la transcription de I’IL-12, inhibant ainsi les macrophages et les cellules
dendritiques. Enfin, les MDSCs agissent aussi sur les lymphocytes Treg, en favorisant : la

conversion des LT CD4" en Treg et ensuite leur activation et leur expansion. Le mécanisme
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d’action des MDSCs sur les Treg est encore mal compris. Cependant, il semblerait que

I’activation des lymphocytes Treg passe par I’interaction CD40-CD40L (Lindau et al., 2013).
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Figurell : Mécanismes et effets immunosuppresseurs des MDSCSs. L’action des lymphocytes T
et des Natural killer est inhibée par ’arginase-1 et les ROS synthétisés par les MDSCs. Les MDSCs synthétisent

aussi des cytokines immunosuppressives comme IL-10, le TGFp afin d’inhiber les cellules dendritiques et les
macrophages. Enfin, les MDSCs induisent des lymphocytes Treg, permettant de crée un environnement

immunosuppressif. Par ces actions les MDSCs participent au mécanisme d’échappement tumoral des cellules

cancéreuses. — Symbole représentant ’effet inhibiteur des HSPs, -> Symbole représentant 1’effet

activateur des HSPs.

Pour conclure sur cette partie, les HSPs sont capables de se retrouver dans le milieu
extracellulaire sous forme soluble ou associées aux membranes des cellules cancéreuses et des
exosomes par divers mécanismes actifs ou passifs. Dans un contexte tumoral, les HSPs
extracellulaires peuvent inhiber le systeme immunitaire en instaurant un environnement
immunosuppresseur. En effet, HSP70 libre est capable d’induire la tolérance des cellules
dendritiques, genérant des lymphocytes Treg, HSP70 liée a la membrane des exosomes
tumoraux active des cellules immunosuppressives capables d’inhiber diverses cellules
immunitaires. Au regard du r6le extracellulaire de HSP70 nous pouvons dire que HSP70 sous

sa forme extracellulaire représente également une cible thérapeutique de choix.
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Compte tenu du rdle clé des HSPs et plus particulierement de HSP70, a la fois par ses
fonctions intracellulaires et extracellulaires dans le développement tumoral, il semble
important de trouver des inhibiteurs ciblés. L’intérét d’inhiber HSP70 dans la thérapie
anticancéreuse est donc double en agissant (i) sur ses fonctions intracellulaires (inhibition de
ses propriétés cyto-protectrices et sensibilisation des cellules cancéreuses a la mort cellulaire)
(i) sur ses fonctions extracellulaires (suppression de ses effets immunosuppresseurs

favorisant le développement d’une meilleure réponse immunitaire anti-tumorale).

IV. Les inhibiteurs des HSPs

Les HSPs sont surexprimées dans de nombreuses tumeurs (célon, estomac, poumons,
sein, prostate, de la peau), et cette augmentation est corrélée a : la prolifération cellulaire, la
résistance des cellules cancéreuses a la chimiothérapie, et a un mauvais pronostic. Par
conséquent, 1’inhibition des HSPs représente un enjeu thérapeutique en cancérologie.
L’inhibition des HSPs n’est pas un concept nouveau en thérapie anticancéreuse
(particulierement pour HSP90). Plusieurs inhibiteurs ciblant spécifiquement les HSPs
inductibles : HSP27, HSP70 et HSP90 ont été développés (Jego, Hazoumé, Seigneuric, &

Garrido, 2013) mais encore trop peu sont arrivés en clinique.

a. HSP27 une cible thérapeutique

HSP27 est une protéine dont la fonction ne dépend pas de I'ATP et pour laquelle, il est
donc difficile de concevoir des inhibiteurs chimiques, puisque généralement ces derniers
ciblent généralement la poche ATPasique. C’est pourquoi, le seul inhibiteur connu de HSP27:
1’OGX-427 vise a bloquer directement son expression. C’est un oligonucléotide anti-sens de
deuxiéme génération dont les études in vitro et in vivo chez le petit animal, montrent des
effets anti-cancéreux. En effet, OGX-427 sensibilise les carcinomes squameux de la téte et du
cou aux radiations, inhibe le développement du cancer invasif des cellules non musculaires de
la vessie et des cellules du cancer de la prostate. L’OGX-427 sensibilise aussi les cellules
tumorales a la chimiothérapie (Baylot et al., 2011). Actuellement, cet oligonucléotide est en

phase d’essai clinique Il dans le traitement du cancer de la prostate.

b. HSP90 une cible thérapeutique
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HSP90 est surexprimée en condition de stress suggérant un réle protecteur au niveau
cellulaire. Si HSP90, est indispensable au bon fonctionnement de cellules saines, une telle
activité représente un inconvénient dans la lutte contre le cancer, car la protection de protéines
mutées conduit a la survie de cellules cancéreuses. C’est pourquoi les inhibiteurs ciblant cette
protéine ont été developpés. Actuellement, certains inhibiteurs de HSP90 sont utilises en
thérapie conventionnelle et il existe 17 candidats médicaments qui sont en cours d’essai
clinique, utilisés soit en monothérapie soit en association thérapeutique. Les candidats
médicaments sont classés en deux catégories : les inhibiteurs naturels et les inhibiteurs
synthétiques (actuellement dits de seconde génération). La plupart des inhibiteurs naturels lie
I’ABD de HSP90. Le tableau 5 présente une liste des inhibiteurs de HSP90 actuellement en

essai clinique.

i.  Les inhibiteurs naturels

Le radicicol, un antibiotique antifongique isolé du champignon Monocillium nordinii a
été le premier inhibiteur de HSP90 identifié. Cette molécule est efficace in vitro, mais trés
instable chimiquement pour étre utilisée in vivo (Soga, Akinaga, & Shiotsu, 2013). Des
dérivés plus stables comme le KF58333 et le VER52296 (NVP-AUY9226) ont été
développés. Ces molécules présentent une activité anti-tumorale dans des modeles de
xénogreffe de tumeur humaine chez la souris immunodéprimée (Murphy, 2013). La molécule
VERS2296 est utilisée seule ou en combinaison, actuellement en essai clinique de phase /11
dans de nombreux cancers solides. Les autres inhibiteurs naturels dérivent tous de la
geldanamycine, un antibiotique de la famille des benzoquinone ansamycines. Il existe des
dérivés moins toxiques comme le 17-allylaminogeldanamycine (17-AAG). Ces inhibiteurs
compétitifs se lient & la poche ADP/ATP de HSP90 avec une plus forte affinité que les
nucléotides naturels et empéchent la protéine de passer sans cesse d’une conformation liée a
I’ADP a une conformation liée a ’ATP. L’activité chaperon de HSP90 est inhibée et ses
protéines clientes sont dégradées, en général par le protéasome. Ces molécules sont plus
toxiques pour les cellules cancéreuses que pour les cellules normales. Ceci est probablement
dd a une plus forte affinité de HSP90 présente dans les cellules cancéreuses pour ses
inhibiteurs, elle est 20 a 200 fois plus importante que dans les cellules normales (Kamal et al.,
2003). De nos jours, le 17-AAG est I’inhibiteur ciblé le plus avance. Il est actuellement en
phase 111, ou il est utilisé en combinaison avec le bortezomib, un inhibiteur du protéasome,
pour le traitement du myélome multiple. En association avec le Imatinib mesylate (ou

Gleevec), cette molécule semble intéressante dans les leucémies myéloides chroniques. Le 17-
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AAG semble tres efficace, cependant, cette molécule a une faible solubilité dans 1’eau, c’est
pourquoi un dérivé a été geénéré: le 17-DMAG (17-(Dimethylaminoethylamino)-17-
demethoxygeldanamycin ou KOS-1022). Cette analogue hydrosoluble est administrable per
0s, et a démontré une tolérance acceptable en phase | sur des leucémies et divers cancers
solides (Jhaveri & Modi, 2012; Lancet et al., 2010; Rajan et al., 2011).

Un autre dérivé hydrosoluble a également été développé, le IP1-504 (retaspimycin). Il
contient une hydroquinone réduite, permettant une meilleure solubilité, facilitant ainsi sa
formulation pour un composeé oral, en essai clinique sur des patients avec un cancer du sein
Her-2 positif métastatique ou un cancer des poumons non a petites cellules (ou NSCLC : non

small-cell lung cancer).

ii.  Les inhibiteurs de synthese

Des criblages basés sur 1’interaction ADP/ATP de HSP90 ont permis d’identifier des
inhibiteurs de synthese. Il s’agit de purines qui ont une plus haute affinité que I’ADP pour
I’ABD de HSP90 [17]. Ces molécules sont solubles et ont demontré leur efficacité au cours
des phases précliniques. Nous trouvons en essai clinique de phase Il les composés suivants :
le CCT-018159 (pyrazole 3,4-diarylpyrazole) et son analogue STA-9090, ils agissent en tant
que forts anti-proliférateurs (Barrott & Haystead, 2013). Enfin, BIIB021 qui est aussi une
purine oralement bio-disponible, semble tres intéressante. Elle induit en effet la mort
cellulaire des cellules de lymphome, du cancer du sein ou du cancer gastro-intestinal (GIST) a
travers 1’inhibition de la voie NF-kB. De plus elle semble efficace dans des modéles de
cancers dans lesquels le 17-AAG est inefficace a cause de 1’expression des glycoprotéines
membranaires P-gp impliquées dans la résistance aux drogues. Enfin, la derniere molécule
bio-disponible administrée oralement est le: Debio0932. Cette molécule a montré son
efficacité chez les souris dans diverses xénogreffes de tumeurs (Isambert et al., 2012). Son
inhibition de HSP90 provoquerait la dégradation d’oncoprotéines impliquées dans la
progression maligne. Debio0932 est en cours d’essai clinique de phase I/II sur les cancers du

sein et des poumons.

D’apres ces résultats les inhibiteurs de HSP90 paraissent prometteurs. Cependant,
I’inhibition de HSP90 par la geldanamycine et I’ensemble de ses dérivées, induit une
compensation par 1’expression d’autres HSPs, en particulier HSP70 et HSP27 (Bottoni,

Giardina, & Scatena, 2009). HSP70 est largement plus impliquée dans la survie cellulaire que
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HSP90 et de ce fait I’induction de HSP70 limiterait les effets des inhibiteurs de HSP90. Ceci
renforce 1’idée que HSP70 est actuellement une cible thérapeutique clé. De nombreux
inhibiteurs de HSP70 sont en cours de développement mais contrairement a HSP90, une seule

molécule est en cours d’essai clinique.

bl S S i

17-AAG
(Tanaspimycon, KOS-953)

17-DMAG
(Alvespmycin)

Inhibiteurs naturels 1P-504

(Retaspimycin)

NVP-AUY922
(VER-52269)

KF58333
(NVP-HSP990)

CCT-018159
(pyrazole 3-,4-diarylpyrazole)

MPC-3100
PU-H71

STA-9090
(Ganetespid)

BIBO21

Inhibiteurs de synthese (CNF-2024)

SNX-5422

Debio0932
(CuUDC-305)

Seul

Combiné avec Bortezomib

Combiné avec Gleevec

Seul
Combiné

avec
Trastuzimab (Herceptin)

Seule

Combiné avec Gleevec

Combiné avec Docetaxel

Seul

Combiné
avec
Cetuximab

Combiné
avec
Trastuzimab (Herceptin)

Combiné avec Erlotinib

Seul

Seul

Seul

Seul

Seul

Seul

Combiné
avec
Trastuzimab (Herceptin)

Combiné
avec
Trastuzimab (Herceptin)

Combiné
avec Cisplatine et
Gemcitabine

1]

I

]

Cancer du sein métastatique
Lymphome Hodgkin
Cancer du sein

Leucémie

Lymphome

Myélomes
Tumeurs solides

Leucémie myéloide chronique

Leucémie
Cancers solides

Cancer du sein

Cancer du sein métastasique
Cancer du poumons

Leucémie

Cancer des poumons

Lymphome

Cancer colorectal métastatique

Cancer du sein
Cancer gastro-intestinal

Cancer des poumons

Cancers solides

Cancers solides
Cancer réfractaire ou récidive

Cancer solides métastatiques
Lymphome

Cancer du poumon

Cancer gastro-intestinal

Cancer du sein

Lymphome
Cancers solides

Cancer des poumons
Cancer du sein

Kosan biosciences

Infinity Pharmaceuticals

Novartis

Novartis

ND

Myriad Pharmaceuticals

Samus therapeutic

Synta pharmaceuticals

Biogen Idec

Serenex/ Pfizer

DebioPharm

Tableau 5 : Liste des inhibiteurs de HSP90 en essai clinique. Les inhibiteurs de HSP90 sont

classés en deux catégories : les inhibiteurs naturels et les inhibiteurs synthétiques. Les inhibiteurs sont testés
seuls ou associés a d’autres médicaments. Actuellement, la molécule la plus avancée au niveau clinique est le 17-

AAG, un dérivé d’un inhibiteur naturel.
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c. HSP70 une cible thérapeutigue

L’activité de HSP70 est dépendante de ses domaines ABD et PBD ainsi que de son
interaction avec ses co-chaperons notamment HSP40 et HSP110. C’est pourquoi, des
inhibiteurs ciblant I'un ou I’autre de ses domaines ou ses co-chaperons sont développés.

L’ensemble de ces inhibiteurs sont regroupés dans la Figure 12.

i. Inhibiteurs liant le PDB

Le PES (2-phenylethynesulfonamide) ou pifithrin-p a été initialement décrit comme
un inhibiteur de 1’activité pro-apoptotique mitochondriale, en réduisant 1’affinité de p53 pour
des protéines apoptotiques telles que Bcl-2 ou Bcl-xI (Strom et al., 2006). Ensuite, il a été
montré que le PES est capable d’avoir un effet cytotoxique sur de nombreux types de cancers,
mais pas sur les cellules normales (Leu, Pimkina, Frank, Murphy, & George, 2009). HSP70 a
été identifiée par spectrométrie de masse comme une protéine interagissant avec le PES. Le
PES bloquerait I’interaction de HSP70 avec ces protéines clientes, dont Apaf-1 et p53,
favorisant ainsi I’apoptose des cellules cancéreuses. Des études précliniques réalisées sur des
modeles de souris atteintes de lymphome spontané de cellules B, ont mis en évidence I’effet
protecteur du PES contre le développement du lymphome avec une absence de toxicité du
produit dans les reins, le foie, et les autres organes (Balaburski et al., 2013). Un dérivé de PES
a été produit, le PES-cl, qui est capable d’inhiber la prolifération des cellules cancéreuses. |l
faut souligner que le PES semble avoir un impact sur HSP90, en bloquant le systéeme
chaperon de HSP70/HSP90, provoquant ainsi des nombreux agrégats de protéines insolubles,

conduisant a la mort cellulaire.

Notre groupe a développé un inhibiteur de HSP70. Cet inhibiteur a été produit sur la
base de I’interaction HSP70/AIF. Cet inhibiteur spécifigue nommé ADD70 (AIF-Derived
Decoy for HSP70) est capable de neutraliser HSP70 dans le cytosol et de rendre les cellules
traitées plus sensibles, in vitro, a divers stimuli de mort. Dans des expeériences, in vivo notre
équipe a démontre le potentiel du peptide ADD70, dans des modéles animaux de cancer du
cblon (rat) et de mélanome (souris) ou 1’expression du peptide ADD70 par les cellules
tumorales injectées aux animaux retardait le développement de la tumeur et limitait la
formation des meétastases. Ces phénoménes ont eté corrélés avec une infiltration plus

importante des tumeurs par des lymphocytes CD8", qui sont probablement responsables de la
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réduction tumorale (Schmitt et al., 2003). De plus, la sensibilisation des cellules tumorales a
la chimiothérapie, précédemment observée in vitro a été confirmee in vivo dans ces modéles
animaux : ADD70 renforce 1’effet du cisplatine, mais également celui du 17AAG, inhibiteur
de la protéine HSP90 (Schmitt et al., 2006).

ii.  Inhibiteurs ciblant ’ABD

L’hydrolyse de I’ATP joue un rdle central dans 1’activité chaperon de HSP70. Dans un
premier temps le NSC-630668, une dyhydropyrimidine a été identifiée dans la chimiotheque
de I’institut national du cancer. A la suite de cela, un dérivé de cette molécule a été développé.
Il a été démontré que MAL3-101 bloque la prolifération des lignées cancéreuses du sein
(Fewell, Day, & Brodsky, 2001) et semble efficace dans le modele de xénogreffe pour les
myélome multiples (Braunstein et al., 2011). VER-155008 est un composé dérivé de
I’adénosine, considéré comme un analogue de I’ATP. Il induit ’apoptose de manicre
dépendante des caspases dans les cellules du cancer du sein et de fagon indépendante des
caspases dans des cellules du cancer du célon (Williamson et al., 2009). Par ailleurs, ce
composé augmente le potentiel métastasique du 17-AAG (inhibiteurs de HSP90) dans les
cellules du cancer du cdlon. Cependant, une étude préclinique montre que D’activité
anticancéreuse de ce produit semble limitée (Williamson et al., 2009). D’autres molécules,
comme 1’azure C, le bleu de méthyléne et la myricetine sont considérées comme des
inhibiteurs de HSP70 (McConnell & McAlpine, 2013), mais a ce jour, aucune expérience n’a
démontré leurs spécificités pour HSP70 (Jinwal et al.,, 2009). Il faut noter qu’un
sphingolipide, le 3’sulfogalactolipide a été décrit pour sa capacité a lier spécifiquement
HSP70 et a bloquer I’hydrolyse de I’ATP (Whetstone & Lingwood, 2003). Enfin nous
trouvons, la molécule MKT-077, la seule en essai clinique (de phase I). Il a été démontré que
MKT-077 s’accumule dans la mitochondrie des cellules cancéreuses, et bloque ainsi la
prolifération cellulaire. Malheureusement, les données cliniques montrent que cette molécule

présente une forte toxicité rénale (Murphy, 2013).

iii.  Inhibiteurs des co-chaperons de HSP70

HSP40 est un co-chaperon essentiel pour HSP70, comme décrit dans la partie Il de
I’introduction. HSP40 apporte la protéine dénaturer et module I’activit¢é ATPasique de
HSP70. Il a été démontré que MAL2-11B se lie a HSP40 ce qui a pour conséquence de

compromettre les fonctions cellulaires de HSP70 (Goloudina et al., 2012). Le PES est aussi
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capable de bloguer I’interaction entre HSP70 et HSP40. Enfin, nous avons recemment montré
que HSP110 est essentielle pour 1’échange de nucléotide avec HSP70. Elle est mutée dans 100
% des patients atteints d’un cancer du célon de type MSI (microsatellite instable). Nous avons
démontré qu’un mutant naturel nommé HSP110DE9 bloque I’activité chaperon de HSP70 et

sensibilise in vitro et in vivo les cellules cancéreuses a la chimiothérapie (Dorard et al., 2011).

NSC-630668
MAL3-101

VER-155008 ‘ PES

3’ sulfogalactolipide ADD70
MKT-077
HSP70 n)N - . l— COOH
Domaine deliaison a I’ATP (ABD) Domaine d’interaction
peptidique (PBD)

Inhibiteur des co-chaperons
HSP40 >MAL2-11B /PES
HSP110 > HSP110AE9

Figure 12 : Les inhibiteurs de HSP70. Les inhibiteurs de HSP70 sont regroupés en trois classes : ceux

liant I’ABD, ceux liant le PBD et ceux bloquant les co-chaperons de HSP70. Comme nous pouvons le voir la
plus part des inhibiteurs ciblent ’ABD de HSP70, ce qui n’est pas étonnant, car 1’activité de HSP70 est

directement liée a son activité ATPasique.

Un seul inhibiteur de HSP70 est arrivé en phase clinique contre 17 pour HSP9O.
Cependant, le fait que (i) HSP70 soit plus fortement impliquée que HSP90 dans le processus
de cancérisation et que (ii) la plupart des inhibiteurs de HSP90 induisent une augmentation
d’expression de HSP70 renforce 'intérét de développer des agents ciblant HSP70 pour la

clinique qu’il faudra probablement associer a des inhibiteurs de HSP90.
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V. Objectifs de la these

Ce travail a été effectué au sein du groupe de Carmen Garrido, qui étudie le réle des
protéines de choc thermique dans le cancer depuis plus de 20 ans. Comme présenté dans la
partie sur les inhibiteurs des HSPs, notre équipe a généré un peptide, ADD70, affectant les
fonctions cytoprotectrices de HSP70. Malgré des résultats expérimentaux in vivo intéressants,
cette construction est relativement grande et peu soluble. De ce fait, son utilisation en clinique
est peu envisageable. Nous avons donc orienté notre recherche vers des molécules de plus

petites tailles nommées aptameres peptidiques

Le terme et le concept des aptameéres peptidiques ont été créés par Roger Brent en
1996 (Colas et al., 1996), en analogie avec les aptameres d’ADN et d’ARN. Les aptameres
peptidiques sont des constructions protéiques combinatoires. La conception des aptaméres est
directement inspirée de la structure des immunoglobulines ou des récepteurs des cellules. Les
aptameres sont composes de deux parties: une séquence peptidique variable (de 8 a 20 acides
aminés maximum), insérée dans une armature protéique constante en général la thioredoxine
A (Escherichia coli), contraignant 1’exposition de la partie variable vers I’extérieur de la
structure (Figure 13). La sequence peptidique est insérée dans le site catalytique de la
thioredoxine afin de rendre cette derniére inerte. Cette conformation rend les aptameres moins
vulnérables aux protéases et augmente leur affinité envers la protéine cible (Baines & Colas,
2006).

Les aptaméres peptidiques sont utilisés depuis quelques années comme outils
thérapeutiques et leur efficacité a été démontrée expérimentalement dans 1’inhibition
intracellulaire de facteurs impliqués dans la progression tumorale (Crawford, Woodman, &
Ko Ferrigno, 2003; Ireson & Kelland, 2006; McConnell & McAlpine, 2013). Par exemple, il a
été démontré que le blocage du facteur de transcription LMOZ2, constitutivement exprimé dans
les cellules T leucémiques humaines, par un aptamére peptidique spécifique réduit sa fonction

néoplasique et la croissance tumorale (Appert et al., 2009).

En collaboration avec la société Imaxio (Lyon), nous avons entrepris un criblage de
deux banques d’aptaméres peptidiques ayant pour cible HSP70 en systéme de double hybride
chez la levure. Nous avons obtenu 17 aptameres peptidiques potentiellement inhibiteurs de
HSP70 inductible.
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Région variable:

. - Reégion constante:
Séquence peptidique

Thioredoxine A

Figure 13 : Représentation schématique d’un aptamére peptidique. Un aptamére peptidigue est
composée d’une région variable capable d’interagir avec la protéine cible et d’une région constante permettant

de stabiliser la région variable.

Mes travaux de thése ont donc consisté a:

Démontrer 1’effet des inhibiteurs de HSP70 sur la sensibilisation des cellules
cancéreuses aux agents chimio-thérapeutiques en bloquant les fonctions intracellulaires de
HSP70 (Figure 14).

- Favoriser la réponse immunitaire anti-tumorale en bloquant 1’action extracellulaire
de HSP70 (Figure 14).

Objectif1: Objectif2:
Bloquer HSP70 intracellulaire Bloquer HSP70 extracellulaire

Aptameres

/ z:f: \ “
O Q:Pﬂj TLM
HSP70 Q

Cellule immunosuppressive
Cellule cancéreuse \

Exosomes

v

| Effet immunosuppresseur

Clellules immunitaires

Figure 14. Représentation schématique de mes objectifs de thése. Hypothéses de travail :
HSP70 est surexprimée dans les cellules cancéreuses mais pas dans les cellules normales. De ce fait, (i) HSP70
confere a ces cellules une résistance aux agents chimiothérapeutiques en inhibant les voies de mort cellulaire (ii)
les cellules cancéreuses expriment HSP70 & la membrane, ainsi que les exosomes dérivant de ces cellules,
permettant ainsi le blocage de la réponse immunitaire antitumorale par [Dactivation des cellules
immunosuppressives. Nous avons donc identifié des inhibiteurs potentiels de HSP70 appelées aptameéres
peptidiques. Nous espérons avec ces aptameres : (i) bloquer les fonctions intracellulaires de HSP70 et donc

favoriser leur mort cellulaire. (ii) bloquer HSP70 extracellulaire afin d’améliorer la réponse immunitaire.
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Résultats
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La partie résultat sera composée de 3 sous-parties :

Article 1 :
Peptides and Aptamers targeting HSP70: A novel approach

for anticancer chemotherapy
Publié en 2011 dans le journal Cancer Research.

Avrticle 2 :
Restoring anticancer immune response by targeting tumor-

derived exosomes with a HSP70 peptide inhibitor.
Cet article sera prochainement soumis dans le journal Plos biology.

Une partie orientée vers la clinique,
Nous exposerons ici I’étude préclinique des aptameres
peptidiques.
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ARTICLE 1:
Peptides and Aptamers targeting HSP70: A novel approach for anticancer

chemotherapy

Les protéines de stress sont des chaperons moléculaires tres conservées qui sont
exprimées constitutivement ou induits en réponse a un stress cellulaire. En 1’absence de toute
agression, les HSPs participent aux transports des protéines et a la conformation des protéines
néo-synthétisées. En situation de stress, les HSPs vont permettre la survie des cellules, par
leur capacité a inhiber la mort cellulaire et a restaurer la conformation des protéines
endommagées. HSP70 est la protéine de stress la plus induite lors d’une agression cellulaire.
Les cellules cancereuses sont considerées en situation de stress permanent. Elles expriment
donc HSP70 de maniére constitutive (Garrido & Solary, 2003; Ravagnan et al., 2001), ce qui
leur conférent une résistance vis a vis des agents chimiothérapeutiques. De fait, lorsque
HSP70 est neutralisée, les cellules cancéreuses sont sensibilisées a la mort par apoptose.
L’inhibition de HSP70 apparait donc comme une nouvelle piste thérapeutique en
cancérologie. L’inhibition des HSPs n’est pas un concept nouveau en thérapie cancéreuse.
Prés d’une vingtaine d’inhibiteurs pour la protéine HSP90 sont testés en essai clinique qui
pour la plupart des composeés dérivent de la geldanamycine, un antibiotique. Actuellement, le
17-AAG combiné avec le bortezomib, un inhibiteur du protéasome est en essai clinique de
phase Ill et montre des résultats encourageants sur les myélomes multiples (McConnell &
McAlpine, 2013). Cependant, I’inhibition de HSP90 induit la plupart du temps une expression
trés importante de HSP70.

Concernant HSP70, tres peu de molécules ciblent spécifiguement cette protéine,
pourtant au vu de ses fonctions anti-apoptotiques et oncogéniques, il semble important de
développer de tels inhibiteurs. C’est pourquoi, nous avons recherché et identifié des
molécules ciblant spécifiquement HSP70. Dans cet article, nous rapportons les effets
anticancéreux des aptameres peptidiques et de leurs dérives et montrons chez la souris qu’un
peptide peut inhiber la croissance tumorale in vivo.

Cet article est divisé en deux parties. Dans la premiere, nous avons étudié 1’effet de
I’inhibition des aptameéres peptidiques sur le développement tumoral. Dans la deuxiéme
partie, toujours dans une optique de mener ces inhibiteurs en clinique, nous avons optimisé les
inhibiteurs en réduisant leur taille. Pour ce faire, nous avons isolé la partie variable de
I’aptameére peptidique et nous avons validé 1’effet de ces peptides, par différentes expériences

in vitro et in vitro.
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Peptides and Aptamers Targeting HSP70: A Novel Approach

for Anticancer Chemotherapy
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Arlette Hammann', David Lanneau’, Eric Fourmaux', Oleg Deminov’, Olivier Micheau®, Laurent Lagrost’,

Pierre Colas?, Guido Kroemer>>, and Carmen Garrido
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Abstract

The inhibition of heat shock protein 70 (HSP70) is an emerging strategy in cancer therapy. Unfortunately, no

specific inhibitors are clinically available. By yeast two-hybrid screening, we have identified multiple peptide

aptamers that bind HSP70. When expressed in human tumor cells, two among these peptide aptamers—A8 and
Al7—which bind to the peptide-binding and the ATP-binding domains of HSP70, respectively, specifically
inhibited the chaperone activity, thereby increasing the cells’ sensitivity to apoptosis induced by anticancer

drugs. The 13-amino acid peptide from the variable region of A17 (called P17) retained the ability to specifically

inhibit HSP70 and induced the regression of subcutaneous tumors in vivo after local or systemic injection. This

antitumor effect was associated with an important recruitment of macrophages and T lymphocytes into the

tumor bed. Altogether, these data indicate that peptide aptamers or peptides that target HSP70 may be
considered as novel lead compounds for cancer therapy. Cancer Res; 71(2); 484-95. ©2011 AACR.

Introduction

Stress-inducible heat shock protein 70 (HSP70) is a promi-
nent cytoprotective factor. Under normal conditions, HSP70
functions as an ATP-dependent chaperone by assisting the
folding of newly synthesized proteins and polypeptides, the
assembly of multiprotein complexes, and the transport of
proteins across cellular membranes (1-3). HSP70 upregulation
by cellular stress or transfection-enforced HSP70 overexpres-
sion inhibits apoptosis induced by a wide range of insults and
may facilitate oncogenic transformation (4, 5). Thus, HSP70
overexpression increases the tumorigenicity of cancer cells in
rodent models (6) and correlates with poor prognosis in
cancer (7). Conversely, HSP70 downregulation is sufficient
to kill tumor cells or to sensitize them to apoptosis induction
in vitro (8) and can reduce tumorigenicity in vivo (9). The
antiapoptotic function of HSP70 involves interactions with
several components of the apoptotic machinery. HSP70 has
been demonstrated to bind to Apaf-1, thereby preventing the
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recruitment of procaspase-9 to the apoptosome (10). More-
over, HSP70 can inhibit apoptosis by directly neutralizing the
caspase-independent death effector, apoptosis inducing factor
(ATF; 11).

Targeting HSPs is an emerging concept in cancer therapy.
Different inhibitors of HSP90 are being tested in clinical trials.
These are mainly compounds derived from the geldanamycin
antibiotic, such as the 17-allylamino-17-demethoxygeldana-
mycin (17AAG), but they also include synthetic small mole-
cules designed to bind the ATP domain of HSP90 (12). Like the
synthetic molecules, geldanamycin derivatives also associate
with the HSP90 ATP domain, thus inhibiting ATP binding and,
therefore, affecting the function of signaling proteins whose
structure depends on the HSP90 chaperone activity (13, 14).
Currently, 17AAG is being tested for its chemosensitizing
effects in phase III clinical trials, with encouraging results
in multiple myeloma (15).

HSP70 can be targeted by a "negative" strategy, that is,
siRNAs or antisense oligonucleotides to downregulate its
expression (8, 9). In addition, we have shown the feasibility
of a "positive” HSP70-targeting, chemosensitizing strategy in
which a molecule that antagonizes HSP70 at the protein level
is introduced into cancer cells. Based on our previous results,
which showed that HSP70 specifically binds to AIF and
sequesters it in the cytosol (16), we designed a construct,
encoding the minimal AIF region required for HSP70 binding.
This AIF derivative, called ADD70 (for AIF-Derived Decoy for
HSP70), interacts with the peptide-binding domain of HSP70,
thereby inhibiting the interaction of HSP70 with AIF and other
client proteins. ADD70 was not cytotoxic on its own, yet it
displayed chemosensitizing properties in vitro and in vivo in
rodent models (17). Confirming the interest in neutralizing
HSP70 in cancer therapy, 2-phenylethynesulfonamide (PES), a
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recently introduced small inhibitor of HSP70, has been
described to retard tumor growth in a mouse model of
MYC-driven lymphoma (18, 19).

Taking into account the antiapoptotic and oncogenic func-
tions of HSP70 and the fact that very few molecules specifically
target HSP70, we sought to construct small peptides that
target additional molecular surfaces of HSP70, which may
serve as lead compounds for the development of small HSP70
inhibitors. We report here the mechanistic exploration of the
anticancer effects of HSP70-targeting aptamers and provide a
proof-of-principle that such peptides can inhibit tumor
growth in vivo.

Materials and Methods

Cells, plasmids, transfections, and products

HeLa cells [provided by American Type Culture Collection
(ATCC), 2007]. Mouse embryonic fibroblasts (MEF; ATCC
2007), HSFI™/~ MEF (heat shock factor 17/7; 20), and
HSP70.1~/~ HSP70.3~/~ MEFs (MEF HSP70~/~; 21) are culti-
vated in DMEM 10% FBS (Lonza); the mouse B16F10 mela-
noma cell line (ATCC) is cultivated in RPMI 10% FBS (Lonza);
and the rat colon cancer PROb cells (22) are cultivated in
HAM’S F10 10% FBS (Lonza). Transfections were done by
using the Superfect reagent (Qiagen) or the Chariot transduc-
tion agent (active motif; Rixensart). G418 (Sigma-Aldrich) was
used at 400 pug/mL. The peptides from the variable region of
the aptamers were synthesized and purified by Proteogenix
and diluted in PBS at the indicated concentration. Recombi-
nant HSPs were from StressGen (TebuBio) and were used at
3.5 ng/uL. PES (Sigma-Aldrich) was diluted in dimethyl sulf-
oxide (DMSO) and used to a final concentration of 10-20
pumol/L. Cisplatin (Sigma-Aldrich) was diluted in PBS and
used to a final concentration of 12.5, 25, or 50 pmol/L.
Etoposide and 5-FU (Sigma-Aldrich) were diluted in PBS
and used to a final concentration of 10 pmol/L.

Immunoprecipitation and Western blotting

Transfected cell (HSP70, aptamers) were lysed in lysis buffer
[50 mmol/L HEPES (pH 7.6), 150 mmol/L NaCl, 5 mmol/L
EDTA, and 0.1% NP40], incubated with HA-tag antibody
(16B12 clone), and subjected to immunoblotting. For the
in vitro coimmunoprecipitation, we used HSP70 WT or the
corresponding mutants (both HA-tagged) with purified pep-
tides (biotin-tagged) or peptide aptamers (MYC-tagged). The
peptide aptamers were produced with the TNT Quick Coupled
Transcription/Translation System as follows: 1 ug of template
plasmid DNA was added to the reaction mixture that was later
incubated at 30°C for 90 minutes. Inmunoprecipitates were
separated in a 10% or 14% SDS-polyacrylamide gel and trans-
ferred to nitrocellulose membranes using a wet transfer
apparatus (Bio-Rad). After blocking nonspecific binding with
5% (w/v) nonfat dry milk, membranes were first probed
overnight using primary antibodies: HA-tag antibody was
from Covance (Eurogentec); HSC70 (B-6 clone) was from
Santa-Cruz (TebuBio); and the MYC-tag antibody (9B11
clone) was from Cell signaling (Ozyme; ref. 23). Next, the
membranes were incubated for 1 hour with appropriate

secondary antibodies coupled to horseradish peroxidase
(Jackson ImmunoResearch Laboratories) and revealed with
ECL (Amersham).

Cell death analysis

The 2.5 x 10° adherent cells were plated onto 6-well culture
plates in a complete medium. When indicated, cells were
treated with cisplatin (CDDP, 12.5, 25, or 50 umol/L), etopo-
side, or 5-fluorouracil (5-FU; 10 umol/L) for 24 hours, and/or
the same was applied to peptides PO, P8, and P17 (1-5 mg/L,
24 hours). Cell death was measured by the crystal violet
colorimetric assay or Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) staining.
For PS exposure, 10° cells stained with propidium iodide (PI)
and FITC-Annexin V conjugate were analyzed by flow
cytometry with a FACS Scan flow cytometer (Becton Dick-
inson). Caspase-3 activity was determined by using the fluor-
ochrome FITC-DEVD-fmk (PromoKine Caspase-3 staining kit;
PromoCell).

HSP70 chaperone activity

HSP70 chaperone activity was evaluated with a protein
thermolability assay. Recombinant HSP70, HSP90, or HSC70
were added (3.5 ng/mL; Stressgen, TebuBio), with or without
the molecules to test (100 ng/mL), to 2 mg/mL of total
proteins from HSFI ~/~ MEFs (Dc Assay kits; Bio-Rad). The
mixture was heated at 55°C for 1 hour. After centrifugation to
eliminate the aggregated proteins, the remaining native pro-
teins in the supernatant were quantified. The ratio between
the initial amount of soluble proteins and that obtained after
heating allowed for the quantification of protein aggregation.

Tumor growth analysis in vivo

Exponentially growing B16F10 cells (wild-type and apta-
mers-transfected) were harvested and resuspended in an
RPMI medium without FBS to a concentration of 2 x 10°%/
mL B16F10 cells. In vivo studies were performed in wild-type
or nu/nu C57/BL6 mice (Charles River). BI6F10 cells (5 x 10"
cells) were injected s.c. into the right flank. Tumor volumes
were evaluated every 2 days. The animals were treated accord-
ing to the guidelines of the Ministere de la Recherche et de la
Technologie, France. All experiments were approved by the
Comité d’Ethique de I'Université de Bourgogne.

Histologic study of the tumor

Animals were killed 14 or 19 days after cell injection. The
site of the tumor cell injection was resected and snap-frozen in
methylbutane that had been cooled in liquid nitrogen. An
immunohistochemical study of tumor-infiltrating inflamma-
tory cells was done on acetone-fixed 5-lUm cryostat sections.
Two independent experiments were done in which 4 mice
were injected with the different cells.

Isolation of plasma lipoproteins by gel filtration and
analysis of the peptides by MALDI-TOF

Total lipoproteins were isolated from human plasma in the
d < 1.21 g/mL fraction and were dialyzed overnight against
PBS. For each aptamer, mixtures of lipoproteins (1.9 mg/mL of
protein) and peptide (0.7 mg/mL) were incubated for 1 hour
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prior to being fractionated by gel permeation chromatography
on a Superose 6HR column. Peak fractions containing indi-
vidual lipoproteins (VLDL, very low density lipoproteins; LDL,
low density lipoproteins; HDL: high density lipoproteins) were
delipidated with 100 volumes of ethanol to diethylether (3:2).
The delipidated lipoprotein fraction was then mixed with
9 volumes of o-cyano-hydroxy-cinnamic acid (1 mg/mL)
dissolved in a ratio of acetonitrile to trifluoroacetic acid to
H,0 (60:0.1:30, v:v:v). Peptides were spotted on a ground steel
plate and analyzed by matrix-assisted laser desorption ioniza-
tion-time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry on an
Ultraflex I MALDI-TOF/TOF mass spectrometer (Bruker
Daltonique S.A.) in the reflectron mode.

Statistical methods

For in vitro experiments, Student's ¢ test and the ANOVA
test (mean & SD) were used for statistical analysis as appro-
priate. All P values were calculated using 2-sided tests, and
error bars in the graphs represent 95% Cls. For the analysis of
HSP70 activity, we used a repeated-measure ANOVA model
and evaluated with Holm-Sidak.

Results and Discussion

Selection of HSP70-binding peptide aptamers

An optimized yeast 2-hybrid procedure was used to select
peptide aptamers for their ability to bind to HSP70 (24). Two
peptide aptamers libraries, consisting of an Escherichia coli
thioredoxin scaffold displaying variable peptide loops of 8 or
13 amino acids and both of a complexity of 2.5 x 107 transfor-
mants (25), were screened. We selected 8 aptamers with a
variable region of 8 amino acids and 9 aptamers with a variable
region of 13 residues (Table 1). To find the capacity of these
aptamers to bind to endogenous HSP70 in mammalian cancer
cells, we cloned the aptamer coding sequences into an HA-
tagged pcDNA3 vector and transiently transfected them into
HeLa cells. We then immunoprecipitated the aptamers with an
HA-tag antibody (Fig. 1A, bottom blots) and revealed the
endogenous HSP70 bound by immunoblot (Fig. 1A, top blot).
HSP70 was coimmunoprecipitated to various extents with most
peptide aptamers. Four peptide aptamers (A8, All, A12, and
A17) exhibited particularly strong binding to HSP70 (Fig. 1A).

HSP70 inactivation in cancer cells sensitizes them to apop-
totic killing by anticancer chemotherapeutics (9, 21, 26).
Therefore, we analyzed the chemosensitizing properties of
the 17 selected aptamers. HeLa cells transiently transfected
with aptamer expression vectors were treated with the antic-
ancer agent cisplatin, and cell survival was assessed. None of
the aptamers exhibited any cytotoxicity on their own (Fig. 1B).
However, 2 aptamers (A8 and A17) strongly sensitized the cells
to killing by cisplatin (Fig. 1B). Importantly, A8 and A17
belonged to the group of peptide aptamers that showed the
highest apparent binding affinity for HSP70 (Fig. 1A), inciting
us to continue their characterization.

Aptamers A8 and A17 sensitize to apoptotic cell death
HelLa cells were mock-transfected or transiently transfected
with expression vectors that either coded for an HA-tagged

Table 1. The amino-acid sequences of the
variable regions of the selected peptide apta-
mers

Peptide aptamers Sequence (AA)

Al HTLLTPRR

A2 ICLRLPGC

A3 KAFWGLQH

Ad LALMLPGC

A5 LGFWGLPH

A6 LVPCLPGC

A7 RALWGLQH

A8 SPWPRPTY

A9 AKWVGDLTLCRWR
A10 CIPMAWAVSWPHP
A1 CIWVSDGKKLWRH
A12 CYTQYRKCQELTA
A13 EVWRLAEFLAMPP
A4 IAAHDTPGPVWLS
A15 PNEVNRLAHLRLH
A16 SPLGYGFAVRNSG
A17 YCAYYSPRHKTTF

NOTE: A yeast 2-hybrid procedure was used to select
peptide aptamers for their ability to bind to HSP70 from 2
peptide aptamer libraries, consisting of an E. coli thiore-
doxin scaffold displaying variable peptide loops of 8 or 13
amino acids.

control aptamer, which did not bind to HSP70 in the yeast
2-hybrid assay (A0), or for the HSP70-targeted aptamers A8 or
A17. Then, the cells were treated with different concentrations
of cisplatin, and cell death was determined by a crystal violet
colorimetric assay. As shown in Figure 2A, none of the
aptamers induced cell death on its own. However, after
cisplatin treatment, the aptamers A8 and Al7 increased the
percentage of cell death, for example, by a factor of 3 to 4 for a
concentration of cisplatin of 25 umol/L during 24 hours. That
this cell death was apoptosis was determined by counting the
cells presenting chromatin condensation (Hoechst 33343), PS
exposure (FITC-Annexin V), and caspase-3 activation (FITC-
DEVD-fmk; Fig. 2B-D). Figure 2E shows that the sensitizing
effect of the HSP70 peptide aptamers was not just specific for
cisplatin but was a more general effect since A8 and A17 also
strongly increased apoptosis induced by other chemothera-
peutic drugs such as 5-FU or etoposide. A similar sensitizing
effect to apoptosis was obtained in mouse melanoma B16F10
cells that were stably transfected with A8 or A17 (Supplemen-

tary Fig. 1).

A8 and A17 are specific for inducible HSP70 and bind to
distinct HSP70 domains

The recently described small molecule inhibitor of HSP70,
PES, binds to the peptide-binding domain of HSP70 (19),
contrasting with the fact that HSP90 inhibitors that efficiently
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block its chaperone activity (currently in clinical trials) bind to
the ATP-binding domain of HSP90 (27). Immunoprecipitation
experiments demonstrated that A17 binds to the HSP70 ATP-
binding domain (HSP70APBD), and the aptamer A8 specifically
binds to the HSP70 peptide-binding domain (HSP70AABD;
Fig. 3A). To find the contribution of inducible HSP70 (as
opposed to constitutive HSP70-like proteins) to A8- and
Al7-mediated cell killing, we evaluated chemosensitization
by these aptamers on MEFs originating from wild-type mice
or from mice that were deficient for inducible HSP70 (HSP70.1,
HSP70.3). Both peptide aptamers A8 and A17 showed a strong
chemosensitizing effect on wild-type MEFs responding to
cisplatin (Fig. 3B). In sharp contrast, both aptamers were
completely inactive on HSP70.1~/~ HSP70.3 ~/~ MEFs
(Fig. 3B). Similarly, A8 and A17 lost their chemosensitizing
properties in HeLa cells that were depleted from inducible
HSP70 by small interfering RNAs (siRNAs; Fig. 3C). These
results indicate that A8 and A17 both specifically exert their
chemosensitizing effects through the blockade of the antia-
poptotic activity of inducible HSP70.

The specific effect of A8 and A17 for the HSP70 chaperone
was further studied by a novel method set up in our laboratory
(Fig. 3D). Proteins were extracted from MEFs that lack HSFI,
the main transcription factor responsible for stress-induced
HSP expression (28-30). Therefore, HSFI ~/~ MEF cells
express reduced levels of all inducible HSPs including
HSP70. These HSFI™’~ MEF proteins were heated (55°C,
1 hour), and protein aggregation was determined in the
presence or absence of recombinant HSPs, alone or in com-
bination with the HSP70 peptides aptamers. By virtue of their
chaperone activity, recombinant HSP70, HSC70, or HSP90
significantly reduced the amount of aggregated proteins
(Fig. 3E and F). The A17 aptamer (and less so, the A8 aptamer)
inhibited HSP70 chaperone activity, but no such inhibitory
activity was observed for the control aptamer AQ. Neither A17
nor A8 blocked the chaperone activity of recombinant HSC70
or HSP90 (Fig. 3E), indicating that they are indeed specific for
HSP70.

We next tested, in this in vitro assay, whether the synthetic
heptapeptide (P8) and tridecapeptide (P17) corresponding to
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Figure 2. Aptamers A8 and A17 sensitize to apoptotic cell death. A, human Hela cells mock transfected or transfected with the indicated HA-tagged
peptide aptamers were either left untreated or treated with the indicated concentrations of cisplatin for 24 hours. Cell death was determined by a crystal violet
colorimetric assay (X + SD, n = 4). Aptamers expression in the different transfected cells was monitored by Western blotting. B, apoptosis was
measured in the previously described cells that were treated with cisplatin (25 umol/L for 24 hours) by counting cells with condensed and fragmented nuclear
chromatin after cell staining with Hoechst 33342 dye (X + SD, n = 4). C, to determine phosphatidyl serine exposure, cells described in B were stained
with Pl and FITC-Annexin V and analyzed by flow cytometry. D, caspase-3 activity was found by using the fluorochrome FITC-DEVD-FMK in the cells
described in B. E, HelLa cells mock transfected or transfected with the indicated HA-tagged peptide aptamers (A0, A8, A17) were either left untreated or treated
with cisplatin (CDDP, 25 umol/L), etoposide (ETO, 10 umol/L), or 5-FU (10 umol/L) for 24 hours. Apoptosis was measured by phosphatidyl serine exposure,

as described in C. X + SD, n = 4; *, P < 0.05.

the variable regions of A8 and A17, respectively, also inhibited
the HSP70 chaperone activity. P17 was able to block HSP70
chaperone activity, yet failed to inhibit HSP90 (Fig. 3F). P8
exhibited a rather moderate inhibitory activity on the HSP70
chaperone function (Fig. 3F).

HSP70-binding peptide aptamers induce tumor
regression in vivo

Next, we found whether A8 or A17 inhibited tumor growth
in vivo. B16F10 melanoma cells were stably transfected with
the aptamer expression vectors (A8, A17, and as a control, A0)
and were injected subcutaneously into syngeneic C57/BL6
mice (9 mice/group). Stable expression of the peptide apta-
mers did not significantly alter the basal level of HSP70 or
HSC70 (Fig. 4 and Supplementary Fig. 2). Cells expressing the
A0 aptamer, such as wild-type B16F10 cells, formed tumors
that rapidly progressed. In contrast, tumors expressing the
aptamers A8 or A17 gave rise to smaller tumors that did not
progress (Fig. 4A). Mice bearing B16F10-A0, B16F10-A8, or
B16F10-A17 tumors were treated with cisplatin (10 mg/kgi.p.),
given as a single dose on day 6 after the tumor cells injection.

Cisplatin treatment slightly reduced the growth of control
tumors (B16F10-A0), yet failed to eradicate these tumors. In
contrast, most B16F10-A17 and, less so, B16F10-A8 tumors
exhibited a complete response to cisplatin, and most mice
remained tumor-free (8 mice of 9 for A17 and 6 of 9 for AS8;
Fig. 4A). Very similar results were obtained in the rat PROb
colon cancer model (Supplementary Fig 3).

Interestingly, when B16F10-A8, B16F10-A17, and control
B16F10-A0 melanoma cells were injected into immunodefi-
cient athymic nude (nu/nu) mice, all tumors progressed with
similar kinetics (Fig. 4B). Similarly, PROb-A0, PROb-AS8, and
PRODb-A18 colon cancer cells proliferated indistinguishably in
athymic nude rats (not shown). To further analyze the
immune response induced by peptide aptamers, we con-
ducted immunohistochemical analyses in sections from
tumors grown in immunocompetent C57/BL6 mice. When
compared with control B16F10-A0 tumors, B16F10-A8 and
B16F10-A17 tumors exhibited a stronger infiltration by CD8"
T cells and macrophages (Supplementary Fig. 4 and Supple-
mentary Table 1), suggesting that HSP70 inhibition in tumor
cells can trigger an antitumor immune response (9, 21). This is

Cancer Res; 71(2) January 15, 2011

Cancer Research



HSP70 Aptamers: Tools in Cancer Therapy

Q
A o &
. g7 X
1P: HA C F &
S S
A0-Myc A8-Myc  A17-Myc o %
8 a o a [a) a
e 2 8 2 B 2 60 HsC70 S =} 70 koa
g < < = < g
R e Q S o IS M siRNA SC
3 5 5 & 5 B 50 { O siRNAHSP70
T T T T I T
WB: Aptamers (Myc - 17 kDa 40
P (Myc) - |‘ S
]
230
o
WB: Aptamers (Myc) - - Q.. -|- 17 kDa Z 2
|55 kDa| £
e L B I-ST
WB: Mutants HSP70 =
(HA)
Wi W W frkoa 0
Mock A0 A8 A17
CDDP 24 h
80@ MEF HsP70--
B MEF
70 - "
MEF HSF1- lysates
* Supernatant protein concentration (680 nm)
60 ] N
Recombinant HSP*~
R 501 putative inhibitor
@
8 40
Q
3 1)1 hat55°C
< 30 )1ha
2) Spin 16,000 g,
20 - 10 min, 4°C
104
0~ Supernatant protein concentration
Mock A0 A8 A17 (680 nm)
CDDP 24 h

Protein aggregation (%)
n B
o o o
[c7 3

Protein a ggregation (%)

Figure 3. Aptamers A8 and A17 bind to distinct domains of HSP70 and are specific for inducible HSP70. A, coimmunoprecipitation done between
HSP70 protein, containing either the ATP-binding (HSP70APBD) or the PBD domain (HSP70AABD), and the HSP70 peptide aptamers. B, wild-type MEF cells
or MEF HSP70~'~ were transfected with indicated aptamers and treated with cisplatin (25 umol/L, 24 hours). Apoptosis was measured by Hoechst
33342 staining (X + SD, n = 3). C, Hel a cells were transfected first with a sSiRNAHSP70 or a scrambled control (siRNA SC) and then, 24 hours later, with the
indicated aptamers. Apoptosis was measured after cisplatin treatment (25 umol/L, 24 hours) by Hoechst 33342 staining (X + SD, n = 3). D, scheme of
the in vitro protein thermolability assay to evaluate chaperone activity. Recombinant HSP70, HSP90, or HSC70 were added, with or without HSP70 peptide
aptamers, to protein extracts from HSF1 ~/~ MEF cells. The mixture was heated at 55°C for 1 hour. The ratio between the amount of soluble proteins
before and after heating allowed us to quantify protein aggregation. E, the inhibitory effect of A8 and A17 on HSP70 antiaggregation activity was quantified as
described in D. F, the inhibitory effect of purified peptides P8 and P17 on HSP70 chaperone activity was measured as in D. Each bar is the mean value

of 4 different experiments. *, P < 0.05.

in accordance with our recent work, showing that HSP70 is
abundantly expressed in the surface of exosomes secreted by
cancer cells and is essential for the activation of the immu-
nosuppressive functions of myeloid cells (31).

P17 sensitizes to apoptotic cell death in vitro

HSP70 peptide aptamers synthesis/purification in sufficient
quantities for their study in vivo in a more therapeutic,
established tumor setting was difficult because of their poor
solubility. Therefore, we decided to test whether we could use
the 8- or 13-amino acid peptides from the variable region of
the aptamers (Table 1). As mentioned above (Fig. 3F), the
synthetic peptides P8 and P17, corresponding to the variable
regions of A8 and Al7, were able to inhibit the HSP70
chaperone activity in a cell-free assay. Further, the addition
in the culture medium of P17 peptide (100 ng/mL), but not P8,
was also able to sensitize B16F10 (Fig. 5A) and HeLa cells (not

shown) to cisplatin-induced apoptosis. We concluded that
although P8 lost the apoptosis-sensitizing properties of A8,
P17 kept the HSP70 inhibitory and chemosensitizing proper-
ties of A17 (Figs. 3F and 5A). This differential effect might
relate to the stability of peptides in the experimental medium.
Although the peptides PO, P8, and P17 could be perfectly
detected just after their addition in the culture medium (they
gave the expected monoisotopic m/z values), only the P17
peptide was still detected by mass spectrometry analysis as
late as 1 hour after its addition (Supplementary Fig. 5A). The
increased stability of P17 might relate to its ability to associate
with plasma lipoproteins (32, 33). Plasma lipoproteins were
incubated for 1 hour at 37°C with P0, P8, or P17 and 4 fractions
containing VLDL (elution volume: 6-8 mL), LDL (elution
volume: 8-12.5 mL), HDL (elution volume: 12.5-17 mL), or
unbound proteins that were separated by gel filtration chro-
matography (Supplementary Fig. 5B). Although PO and P8
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were only detected in the lipoprotein-free/unbound fraction,
P17 associated with plasma VLDL, LDL, and HDL (Supple-
mentary Fig. 5C).

The chemical inhibitor of HSP70, PES, has been shown to
induce autophagic cell death (19). We have, therefore, com-
pared the cell death type induced by PES and P17 when
combined with cisplatin treatment. We have found that
although a clear vacuolization characteristic of autophagic
cell death with the absence of caspase-3 activation could be
observed in B16F10 cells sensitized to cisplatin by PES, no
morphologic signs of autophagic cell death could be observed
in the cells sensitized by P17 (Fig. 5B, right and left panels). In
contrast, P17 induced the appearance of obvious signs of
apoptosis (apoptotic bodies, chromatin condensation, and
caspase-3 activity; Fig. 5B). We next studied whether P17 kept
the ability of A17 to bind to the HSP70 ATP-binding domain.
To do that, we linked the tridecapeptide to a biotin and carried

out coimmunoprecipitation experiments in vitro with purified
P17 and HA-tagged HSP70 or HSP70APBD proteins. We found
that P17-biotin was able to associate with both HSP70 and
HSP70APBD and, interestingly, when ATP (100 umol/L) was
added in the immunoprecipitation buffer, P17 maintained its
binding ability (Fig. 5C). This may suggest that either ATP does
not physically interfere with the P17 association with the
HSP70 ATP-binding domain or, alternatively, that P17 binds
with higher affinity than ATP.

Antitumor and immunogenic effect of P17 in tumor-
bearing mice

We next tested the peptides P8 and P17 in intratumor
injections in animals already bearing a tumor of approxi-
mately 90 mm®, Mice carrying B16F10 subcutaneous mela-
noma were injected intratumor with the P8 and P17 peptides
(50 pg/kg, diluted in PBS). Peptide injections were repeated
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Figure 5. P17, from the variable region of A17, sensitizes B16F10 cells to apoptosis. A, B16F10 cells were treated with PO, P8, or P17 (100 ng/mL)

and cisplatin (CDDP, 25 umol/L). After 24 hours, cell death was determined by Pl and Annexin V staining (flow cytometric analysis). B, right, B16F10 cells, either
treated with P17 (100 ng/mL) or with PES (20 umol/L), were subsequently treated with cisplatin (25 umol/L, 24 hours) and subjected to microscopic analysis.
Indicated with arrows are the vacuoles and the apoptotic bodies observed. Left, caspase-3 activity found by using the fluorochrome FITC-DEVD-FMK.

*, P < 0.05. C, HA-tagged HSP70 or HSP70APBD (100 ng, produced by a TNT-coupled transcription/translation system) was incubated with P17
(biotin-tagged, 1 pg) in the presence or absence of ATP (100 umol/L). Immunoprecipitation of P17 (biotin) was followed by HSP70 immunoblotting.
IP control, nonrelevant IgG antibody. Inputs indicate the amount of HSP70 and HSP70APBD added in the immunoprecipitation mixture. IP,

immunoprecipitation.

every day until the end of the experiment. Cisplatin (10 mg/kg;
Fig. 6A) or 5-FU (50 mg/kg; Fig. 6B) was added i.p. as a single
dose on the day after the first intratumor injection of the
peptides. As shown in Figure 6A and B, local administration of
P17, but not P8, induced a very significant regression of the
tumors that was almost complete when the animals were also
treated with cisplatin or 5-FU.

In a more therapeutic setting, we next administered the
peptides systemically. Mice carrying B16F10 subcutaneous
melanoma (tumor size of approximately 20-40 mm?®) were
injected i.p. (Fig. 7A) or i.v. (Supplementary Fig. 6) with P8 or

P17 peptides (3 mg/kg). Peptide injections were repeated
every other day. Half the animals were also treated with
cisplatin (10 mg/kg), given ip. as a single dose. P17 (but
not P8) was efficient in reducing the size of the tumors,
particularly when the tumors were growing in immunocom-
petent animals (Fig. 7A and Supplementary Fig 6) and less so
when they were growing in athymic nu/nu mice (Fig. 7B),
underscoring the importance of the immune system for the
therapeutic efficacy of P17.

Immunohistochemical analyses of tumor sections 12 days
after the first i.p injection of the peptides into tumor-bearing
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Figure 6. Intratumor injection of P17 induces a strong tumor regression.
A and B, B16F10 cells (5 x 10 cells) were injected s.c. on day 0 into
C57/BL6 mice. On day 5 (tumor size approximately 90 mm?), animals
started to receive PO ((],H), P8 (A,A), or P17 (@,0) via intratumoral
injection (50 ng/kg, peptides were dissolved in PBS, and injections were
repeated every day). On day 6, half the animals were treated with (A)
cisplatin (CDDP, 10 mg/kg) or (B) 5-FU (50 mg/kg) with both i.p.
administrated as a single dose. The tumor size was measured at the
indicated time-points and the mean tumor volumes were graphed (X + SD,
6 animals/group). The white symbols represent the tumors from animals
treated with CDDP (A) or 5-FU (B).

mice confirmed that tumors from animals treated with P17
exhibited a stronger infiltration by T cells, macrophages, and
dendritic and NK cells than tumors treated with PO or P8
(Fig. 7C and Table 2). Since, in vitro, P17 sensitized to
apoptotic cell death (Fig. 5A and B), we studied its ability,
after its i.p. administration, to induce apoptosis in the tumor
sections. P17 treatment significantly induced apoptosis in the
tumors, whereas P8 hardly had any effect (Fig. 7D). Therefore,
the amount of apoptosis in the tumors correlated well with the
increase in immune cells infiltrating the tumor (Fig. 7C) and
the magnitude of the tumor regression (Fig. 7A). Interestingly,

although ip. injection of P17 induced the tumor cells
apoptosis, it has no significant toxicity in the mice intestinal
progenitor cells, one of the most sensitive cells to different
stresses (34; Supplementary Fig. 7).

In conclusion, P17 is an efficient antitumor agent. The fact
that P17 but not P8 is active in vitro and in vivo may be related
to its ability to bind plasma lipoproteins (Supplementary Fig 5
A-C). This association may protect the peptide from proteo-
lysis. Indeed, and as compared with free peptides, plasma
lipoproteins are known to reside much longer in the intra-
vascular compartment with mean residence times reaching
several days (35), and as a consequence, extending the half-life
of lipoprotein-bound compounds in vivo. In addition, lipopro-
tein receptors might facilitate the cellular uptake of lipopro-
tein-bound peptides.

Concluding remarks

HSP-targeting drugs have recently emerged as potential
anticancer agents, driven by the consideration that HSP may
have oncogene-like functions and likewise may mediate a
"nononcogene addiction” of stressed tumor cells that must
adapt to a hostile microenvironment (36). Cancer cells must
extensively rewire their metabolic and signal transduction
pathways, thereby becoming dependent on proteins that are
dispensable for the survival of normal cells. Unfortunately, the
sole drugs that are thus far clinically available are inhibitors of
HSP90, with most of them being geldanamycin derivatives
such as 17AAG. We, and others, have validated HSP70 as a
promising target for cancer therapy, using antisense mole-
cules, a HSP70-binding construction derived from AIF
(ADD70), and in this work, peptide aptamers that are specific
for inducible HSP70. The cytotoxic effect of HSP70 sequestra-
tion is particularly strong in transformed cells yet is unde-
tectable in normal, nontransformed cell lines or primary cells
(8, 9). The specificity is explained by the constitutive expres-
sion of inducible HSP70 in most cancers, which is needed for
the survival of tumor cells (37). This is confirmed in the
present work since we have shown that inactivation of
HSP70 by our peptide P17 induces apoptosis in tumor cells
but does not affect the progenitors’ intestinal cells’ survival
(Supplementary Fig. 7).

Unlike the recently reported PES (19), the aptamer that we
isolated as the one to be most efficient in the inhibition of
HSP70 chaperone activity, Al17, binds to the HSP70 ATP-
binding domain. HSP70 peptide aptamers did not have any
toxicity on cultured cells in vitro yet strongly increased cellular
sensitivity to toxic stimuli such as cisplatin. However, in vivo,
the expression of the HSP70 peptide aptamers, or the injection
of the derived peptide P17, was sufficient to induce tumor cell
death. One possible explanation for this discrepancy might be
that tumor cells growing in vivo are exposed to a more
stressful microenvironment (i.e., lack of nutrients and/or
oxygen) than cells cultured in vitro, explaining their increased
dependence on (or "addiction” to) inducible HSP70.

The anticancer response induced by HSP70-targeting pep-
tides, relied heavily on the contribution of the cellular immune
system, as shown by the massive infiltration of macrophages,
T lymphocytes, and dendritic and NK cells into the tumors
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Figure 7. P17 induces tumor regression in mice and induces the development of an antitumor immune response. A and B, B16F10 cells were
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injection (3 mg/kg, dissolved in PBS. Peptide injections were repeated every other day). On day 4, half the animals were treated with cisplatin being i.p
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(X + SD, 6 animals/group). The white symbols represent the tumors from animals treated with cisplatin. C, tumor sections were performed 12 days after
injection of P8 or P17 into syngeneic mice. T cells, macrophages, monocytes, and dendritic and NK cells were labeled using CD3, F4/80, CD11b,
CD11c, and NKp46 antibodies, respectively. DAPI overlay images are shown. Six different tumors from mice treated with P8 or P17 were analyzed. A
representative image is shown. D, apoptosis was determined by the use of an activated caspase-3 antibody in tumor sections described in

C. DAPI overlay images are shown. (Scale bar, 10 pumol/L).

treated by HSP70 peptide aptamers. This is an interesting
observation that relaunches the debate on the immunogenic
role of inducible HSP70 (38). Cytosolic HSP70 purified from
distinct tumors can elicit tumor-specific immunity by func-
tioning as a vehicle for antigenic peptides (39). The immuno-
genic and antiapoptotic functions of HSP70 may have
opposite effects since tumor cell death plays a central role
in inducing a specific immune response (40). However, we
have recently shown that HSP70 expressed in the surface of
exosomes produced by cancer cells is responsible for the
activation of the immunosuppressive functions of myeloid
cells (31). Therefore, inactivation of this external HSP70 can

allow the induction of an immune antitumor response, such as
the one we find in this work.

The pharmacologically most relevant finding of this work is
the discovery that the 13-amino acid peptide (P17) from the
variable region of A17 reproduces the HSP70-blocking cha-
perone activity and antitumor properties of A17 in vitro and in
vivo. Because of their low molecular weight and high water
solubility, small peptides are likely to be cleared within a few
minutes from the bloodstream through renal filtration. Bind-
ing to lipoproteins can be a way of extending their half-life and
to increase the cellular uptake (35). We have found that P17,
but not P8, binds to plasma lipoproteins, correlating with its
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Table 2. Immunohistochemical analyses of tumor-infiltrating inflammatory cells in mice treated with P17

B16F10-P0 B16F10-PO + B16F10-P8 B16F10-P8 + B16F10-P17 B16F10-P17 +
CDDP CDDP CDDP
CD11c 0 0 4+2 6 +35 17+ 4 27 +£ 4.8
F4/80 5+35 3+£15 17 +£ 3.9 19+5 29 +£ 4.8 47 + 3.1
CD11b 0 0 0 0 37 £33 44 +£ 54
CD3 0 0 0 0 23+6 28 +3.9
NKp46 0 0 3+2 6+15 15+ 3 27+ 5

group).

NOTE: Quantitative evaluation of antigen expression in tumor sections 12 days after the first i.p. injection of PO, P8, or P17 into
syngeneic mice. T cells, macrophages, monocytes, and dendritic cells were labeled using CD3, F4/80, CD11b, CD11c, and NKp46
antibodies, respectively. Labeled cells were counted from 300 cells chosen randomly in different microscopic fields (6 mice per

stability and antitumor efficacy. Therefore, P17, which can be
easily synthesized and administered systemically, is a promis-
ing compound that may deserve further preclinical as well as
clinical evaluation in phase I trials.
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Supplementary Figure 1

Aptamers A8 and A17 sensitize to apoptotic cell death
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B16F10 cells either mock transfected or transfected with the
indicated peptide aptamers (HA-tagged) were not treated or
treated with cisplatin (25 uM, 24h). Apoptosis was measured by
counting cells with condensed and fragmented nuclear chromatin
after cell staining with Hoechst 33342 dye (X+SD, n=4). Upper
blots, western blot showing the expression of the aptamers in the
different transfected cells.



Supplementary Figure 2

HSP70 peptide aptamers expression do not affect endogenous HSP70 levels
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Western blot showing the expression of
endogenous HSP70 in B16F10 cells either
mock transfected or stably transfected with A8
or A17. 14-3-3 is used as a loading control.




Supplementary Figure 3

A8 and A17 peptide aptamers decrease the size of rat colon cancer PROb tumors.
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PROb-AO0-control (squares), PROb-A8 (triangles) and PROb-A17
transfected cells (circles) were injected s.c. on day O into BDIX rats
(1x108 cells/rat, 9 rats per group). At the indicated time, cisplatin was
administrated (white symbols) as a single dose (10 mg/Kg, i.p.). The
tumor size was measured at the indicated time points and the mean
(X£SD) tumor volumes were graphed.



Supplementary Figure 4

A17 induces the development of an anti-tumor immune response
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Tumor sections were performed 12 days after s.c.
injection of B16F10-A0 or B16F10-A17 into syngeneic
mice. T-cells and macrophages were labeled using
CD3 and F4/80 antibodies, respectively. Six different
tumors were analyzed. A representative image is
shown. (- Scale bar 10 uM).



Supplementary Figure 5
P17 is stable and binds to lipoproteins
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(Hela cells were exposed to PO , P8 or P17 (100 ng/ml). A) The presence of PO , P8 or P17 in the medium after 1 h of their addition was analyzed by mass
spectrometry. B) Plasma lipoproteins were passed through a Superose 6-HR column on an FPLC system, and fractions containing VLDL, LDL, HDL or free
proteins (unbound) were recovered. Control, not aptamer added. C) Lipoprotein-bound proteins were spotted on target plates and analyzed by MALDI-TOF.
Each spectrum is the sum of 100 to 250 shots acquired in the 25-kV positive reflectron mode. Presence of PO, P8 and P17 in lipoprotein fractions was screened
between 950 to 1050 Da, 1350 Da to 1380 Da and 1630 Da to 1650 Da m/z values, respectively. In each panel, major peak corresponds to the monoisotopic
[M+H+] ion of the isotopic cluster.



Supplementary Figure 6

Intra-venous injection of P17 induces tumor regression
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B16F10 cells were injected s.c. on day 0 into C57/BL6 mice. At day 3,
animals started to receive the peptides (dissolved in PBS) PO (squares), P8
(triangles) or P17 (circles) on intra-venous injection (3 mg/Kg every two
days). At day 4, half the animals were treated with cisplatin administrated as a
single dose (10 mg/Kg, i.p.). The tumor size was measured at the indicated
times points and the mean tumor volumes were graphed (X+SD, 6
animals/group). The white symbols represent the tumors from animals treated
with cisplatin.



Supplementary Figure 7

Absence of the significant increase in apoptosis in intestinal progenitor cells
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A) P8, P17 or PBS was i.p. administered in mice (5 mg/Kg. 6
animals per group) in the morning and, in half of the animals,
CDDP was i.p injected (10 mg/Kg) in the evening of the same
day. Active caspase-3 positive cells per circumference was
quantified in small intestine 24 h latter. The differences
observed are not significant (p>0.05). B) lllustrative image of
active caspase-3 positive cells in progenitor compartment.



Supplementary Table 1

B16F10-A0 Blﬁchgro B16F10-A8 Bl(z:F[‘:g-:S B16F10-A17 313210(;217
CD11c 0 0 0 0 17 +4.7 27 7.7
F4/80 12 +0.8 15 +2.8 17 £3.1 25+5 55 15.9 63 4.6
CD11b 3 +1 9+2.3 12 +1.9 19 +3 53 £5.2 59 +3.2
CD3 5+2 9+1.9 15 +2 17 +1.4 33 3.1 43 +4.9

Immunohistochemical analyses of tumor-infiltrating inflammatory cells. Quantitative evaluation of
antigen expression in tumor sections was performed 12 days after s.c. injection of B16F10-A0, B16F10-A8 or
B16F10-A17 cells into syngeneic mice. T-cells, macrophages, monocytes and dendritic cells were labeled
using CD3, F4/80, CD11b and CD11c antibodies, respectively. Labeled cells were counted form 300 cells
chosen randomly in different microscopic fields (6 mice per group).



Conclusion

Dans ce travail, nous avons démontré que seulement deux aptameres peptidiques (A8
et A17) sur les 17 sélectionnés, sont capables de sensibiliser les cellules cancéreuses a la mort
par apoptose induite par le cisplatine ou le 5-FU. Ces deux aptameres ciblent des parties
différentes de HSP70. Nous avons démontré par immunoprecipitation que A8 lie le domaine
de liaison au peptide (PBD) tandis que A17 lie préférentiellement le domaine de liaison a
I’ATP (ABD). C’est un atout, car en genéral les inhibiteurs des HSPs neutralisent la protéine
en liant leur ABD.

De plus, nous avons optimisé ces aptameres en réduisant leurs tailles afin de se
rapprocher d’un candidat-médicament administrable en thérapie anticancéreuse. Pour ce faire,
nous n’avons retenu que les régions variables des aptaméres peptidiques correspondant aux
séquences variables de 8 ou 13 acides aminés qui se lient spécifiguement a HSP70. Nous
avons pu démontrer que seulement P17 (dérivé de A17) conserve, non seulement sa capacité a
lier HSP70, mais aussi son efficacité tant en culture cellulaire que in vivo de maniére
comparable a celle des aptameres peptidiques. De manicre intéressante, I’effet de P17 est
uniquement visible chez les animaux immunocompétents, ou il est associé a une augmentation
significative de linfiltration tumorale des cellules lymphocytaires T CD8+ (cellules T
cytotoxique), des macrophages, des cellules Natural Killer, des cellules dendritiques. Ceci
laisse donc supposer une implication clé du systeme immunitaire dans la régression tumorale

favorisée par I’inhibition de HSP70.

Dans ce premier travail, nous avons mis en évidence trois inhibiteurs spécifiques de
HSP70 : A8, Al7 et P17 et prouvé leur effets anticancéreux in vitro et in vivo. De plus ces
inhibiteurs potentialisent 1’effet des molécules anticancéreuses comme le cisplatine. Ceci
suggére la possibilité d’utiliser les inhibiteurs de HSP70 en complément de la thérapie

anticancéreuse.
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ARTICLE 2 :

Restoring anticancer immune response by targeting tumor-
derived exosomes with a HSP70 peptide inhibitor.

Depuis de nombreuses années les chercheurs sont convaincus que pour qu’une
chimiothérapie soit efficace, il doit avoir une réponse immunitaire antitumorale efficace.
Récemment, il a été identifié des cellules immunitaires capables d’inhiber I’immunité
antitumorale. Ces cellules sont nommées cellules myéloides suppressives (MDSCs), elles sont
capables d’instaurer un environnement immunosuppressif au sein de ’organisme (Lindau et
al., 2013). Les mécanismes d’immunosuppression des MDSCs sont encore mal connus.
Cependant, il est a été clairement démontré que les MDSCs suppriment [’activité des
lymphocytes T, des cellules dendritiques, des cellules tueuses naturelles. Une étude récente a
démontré que les exosomes dérivés des tumeurs sont responsables de I’activation des MDSCs
(Chalmin et al., 2010).

Les exosomes, nouveau sujet d’étude en cancérologie, sont secrétés par toutes les
cellules dont les cellules cancéreuses. Les exosomes sont des vesicules de taille nanométrique,
considérés comme essentiels pour la communication intercellulaire. Les exosomes ont été
décrits comme jouant un réle tres important dans le développement tumoral en favorisant la
formation de niche métastasique (Somasundaram & Herlyn, 2012). L’interaction entre les
exosomes et les MDSCs a été caractérisée et montre que la protéine de stress HSP70 est
essentielle. En effet, I’activation des MDSCs résulte de I’interaction entre HSP70 sur les
exosomes et le TLR2 sur les MDSCs, entrainant la stimulation de la voie NF-xB puis
I’activation de la voie STAT3/JAK. Les MDSCs activées vont ensuite inhiber la réponse
antitumorale (Chalmin et al., 2010). Nous avons auparavant développé des inhibiteurs
spécifiques de HSP70 et démontré leurs effets anticancéreux en neutralisant la forme
intracellulaire de HSP70. Nous souhaitons maintenant étudier I’efficacité de ces inhibiteurs

sur sa forme extracellulaire, en vue de favoriser la réponse immunitaire antitumorale.

Remarqgues : Dans cet article, nous utilisons le dérivé peptidique de I’aptamére peptidique A8 appelé P8.1.
Cependant, ce produit a été hautement purifié évitant des contaminations par des protéases qui pourraient jouer
sur sa stabilité. L’ensemble des expériences in cellulo et in vivo ont été réalisé avec P8.1. Dans les expériences
d’interaction protéine-protéine (Octet) nous utilisons A8 car cela nécessite la fixation de la molécule a un
support. La partie constante de I’aptamére est relativement grande et n’est pas impliquée dans ’interaction avec
HSP70. Cette stratégie, nous permettra de lier facilement 1’aptamére sans perturber I’interaction de I’inhibiteur

avec HSP70.
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Abstract

We previously showed that: (1) HSP70 is expressed at the membrane of
exosomes and via its interaction with toll like receptor 2 (TLR2); (2) HSP70 is
able to activate myeloid derived suppressive cells (MDSC). Here, we show that
(1) exosomes released from all examined cancer cells express HSP70 at their
membrane while exosomes released from normal cells do not; (2) a peptide
(P8.1), selected for its higher affinity for HSP70 compared to the one of TLR2
for HSP70, is able to bind to membrane-bound HSP70 and to block its
association with TLR2; 3) this HSP70 peptide blocks the ability of tumor-
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derived exosomes to activate MDSC; 4) In vivo, treatment of tumor-bearing
mice with P8.1 induces a decrease in the number of MDSC in the spleen and
inhibits tumor progression 5) a chemotherapeutic agent like cisplatin increases
the amount of HSP70 in tumor-derived exosomes, favoring the activation of
MDSC and blocking the effective immune response. All together, we set the
proof of principle that a targeted inhibitor of HSP70 such as a peptide may be
used in association with classical chemotherapy to restore the development of

an anti-cancer immune response.

INTRODUCTION

Diagnostic and surgical resection together with conventional anticancer drugs
have highly improved survival in patients with cancer *~3. Unfortunately, morbidity and
mortality cancer rates remain high > Currently, a growing body of evidences
suggest that the success of an anticancer therapy depends mainly on the anti-cancer
immune response efficiency >°. Recent studies have identified myeloid cells as
potent suppressors of tumor immunity and, therefore represent a major limitation for
cancer immunotherapy ’. These cells, named myeloid-derived suppressor cells
(MDSC), accumulate in the blood, spleen, lymph nodes, bone marrow and at tumor
sites in most patients and in experimental models. MDSC plays a major role in
inhibition both adaptive and innate immunity . MDSC are considered as essential
actors in the deep immune dysfunction observed in most patients with sizable tumor
burdens °. Accordingly, the presence of MDSC in cancer patients is correlated with
poor survival and tumor progression ****. How MDSC affect the immune system is
still unclear but likely act via the suppression of lymphocytes and NK cells activity.
MDSC are activated by host- and tumor-secreted factors and, Chalmin et al. have

recently demonstrated that tumor-derived exosomes (TDE) can also activate MDSC
12

Exosomes are small nanovesicles (~50-200 nm in diameter) released into the
extracellular environment from cells via the endosomal vesicle pathway by fusion with

the plasma membrane ****. A broad range of cells secrete exosomes including T /B

15,16 |17

cells , epithelial” and dendritic cells*® as well as tumor cells. These exosomes

are essential for intercellular communication'®. TDE have been described to play a



major role in the formation of primary tumors and metastases 2° and to modulate anti-

tumor immune responses 2

. Most importantly, MDSC activation depends on the
expression of the heat shock protein 70 (HSP70) present at the surface of these
TDE*???, Indeed, MDSC activation results from the interaction between Toll-like
receptor 2 (TLR2), present on their surface, and HSP70, expressed by exosomes.
This interaction leads to the stimulation of NF-kB (Nuclear Factor-kappa-B) signaling
pathway and then, activation of the signaling pathway STAT3/JAK2 (Janus Kinase)
through IL-6 autocrine secretion (Scheme 1). HSP70 is a stress-inducible heat shock
protein with intra- and extracellular functions. (1) Intracellular roles of HSP70 include
the chaperone function through the stabilization of protein 3D-structures, prevention
of protein aggregation by binding to unfolded proteins and, anti-apoptotic
functions®*?*, HSP70 is overexpressed in many cancer cells and confers resistance
to chemotherapeutic drugs promoting cancer development. Accordingly, the down-
regulation of HSP70 is sufficient to kill or sensitize tumor cells to apoptosis induction

in vitro and can impair tumorigenicity in vivo %2°,
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Scheme 1: Activation of MDSC

(2) HSP70 has also been found at the plasma membrane of cancer cells BUT

not normal cells where it favors the resistance of cancer cells to immune-mediated



destruction 2?8, Indeed, in contrast to cancer cells, normal cells express only few
HSP70. Since only about 10 % of the total amount of intracellular HSP70 is
expressed at the membrane of cancer cells °. Membrane-bound HSP70 presents an
extracellular sequence composed of 14 amino acids in the C-terminus region
(TKDNNLLGRFELSG or TKD sequence), against which a monoclonal antibody has
been recently raised (cmHSP70) *°. Injection of this antibody cmHSP70 into mice
bearing CT26 tumors, significantly inhibited tumor growth and enhanced the overall
survival. These effects were associated with infiltrations of natural killer (NK) cells,

macrophages, and granulocytes .

We previously screened for selected peptide aptamers (either 8 or 13 amino
acids inserted into E. coli thioredoxin scaffold), that were able to bind different
regions of HSP70 *2. A unique feature of these peptide aptamers lies in their doubly

constrained target-binding loop**2*

, compared to other man-made bio-molecules that
consist of peptide sequences fused terminally to a carrier protein. We previously
demonstrated that one of the selected peptide aptamer 8 (A8), which binds to the C-
terminus region of HSP70, inhibits the chaperone activity of HSP70 and displays

strong anti-cancer properties in syngeneic animal’'s models but not in nude mice .

In the present study, we have first detected HSP70 at the surface of exosomes
isolated from rodent to human cancer cell lines. In parallel, we isolated the minimal
amino acid sequence of the aptamer variable region, A8, able to bind the TKD region
of HSP70 that we called P8.1. Then, we characterized P8.1 as a specific inhibitor of
membrane-bound extracellular HSP70 and demonstrated that this peptide, by directly
targeting HSP70 at the exosomes surface from the different cancer cell lines, blocks

MDSC activation, thereby restoring an efficient anti-tumoral immune response in vivo.

RESULTS AND DISCUSSION

Tumor derived exosomes (TDE) from cancer cells lines express HSP70 in the

membrane

Chalmin et al previously showed that only exosomes from CT26 mouse colon

cancer cell line expressed HSP70 on their membrane which was responsible for



MDSC activation'>. Here, we wanted whether the expression of this membrane-

bound form of HSP70 could be generalized from human to rodent cancer cell lines.

To detect the presence of HSP70 at the surface of exosomes, we first used a
standard transmission electronic microscope (TEM). We evaluated the release of
exosomes in culture media from 4 different cancer cell lines (HCT116 and SW480
human colon cancer, CT26 mouse colon carcinoma and B16F10 mouse malignant
melanoma) and in two non-cancerous cell lines (MEF: mouse embryonic fibroblast
and PrCE : human prostate cells). As shown in Figure 1A, we were able to detect
secreted exosomes in culture media of cancerous (B16F10, CT26, HCT116 and
SW480) and non-cancerous cell lines (MEF). However, extracellular HSP70 was
detectable only at the surface of exosomes derived from cancer cell lines (Figure 1A
and not shown). This result was further confirmed by two other techniques i.e
biolayer interferometry (BLI, Octet Red instrument, Forté Bio) (Figure 1B) and flow
cytometry (FACS) (Figure 1C). To avoid any artifact related to the presence of others
nanovesicles potentially co-purified with exosomes, we measured the expression of
specifics markers of exosomes in all samples such as Flotillin-1, CD81 (Figure 1D).
Paralleling the analysis of membrane-bound HSP70 in the exosomes, we checked
the expression of membranar HSP70 in the B16F10 and HCT116 by
immunofluorescence and FACS analysis (Supplementary Figure 1A and 1B). We
observed that membrane-bound HSP70 was only detected in cancer cell lines
compared to normal cells. Since only about 10% of the total amount of HSP70 is
generally expressed at the cell surface, this could explain why only cancer cells and

tumor-derived exosomes (TDE) present HSP70 at their membrane 3.

Altogether, we validated in some human and rodent cancer cell lines the

release of exosomes expressing HSP70 at their surface.

A8 peptide associates with membrane-bound HSP70 in exosomes and blocks
HSP70 ability to associate with TLR2.

The membrane-bound HSP70 is characterized by the presence of a specific
extracellular C-terminus sequence called TKD sequence, which participates to the
pro-tumorigenic effect of HSP70 3!, Peptide aptamers are selected by their ability to
bind different regions of HSP70. These peptides aptamers have the particularity of

being very stable, soluble, easy to produce and much smaller than an antibody.



Since the aptamer A8 was the only one able to bind the C terminus domain of HSP70
%2 we wondered whether it could interact more specifically with the TKD region.
Thus, we co-incubed exosomes with a specific antibody recognizing the TKD
sequence as a blocking antibody (cmHSP70), and then, we compared binding the
extracellular membrane-bound HSP70 at TDE alone or co-incubed with cmHSP70.
We demonstrated by BLI that A8 could efficiently bind extracellular membrane-bound

HSP70 (Figure 2B).

Activation of MDSC by exosomes is mediated via the binding of extracellular
HSP70 from TDE to the TLR2 expressed on MDSC. In fact, A8 could be block the
interaction between TLR2 and HSP70 in vitro. To that end, TLR2 was incubated with
HSP70 and the peptide aptamer A8 at different concentrations (from 0.3 uM to 1.8
pMM). While HSP70 immunoprecipitates with TLR2 this interaction was inhibited in a
dose dependent manner by the peptide aptamer A8 (Figure 2A). In parallel, the
chaperone activity of HSP70 was measured by luciferase assay and we obtained, as
expected, a similar pattern of inhibition induced by this peptide aptamer
(Supplementary Figure 2).

To further evaluate the inhibitory effect of A8, we measured the constants of
dissociation (Kp) by biolayer interferometry (BLI). We immobilized A8 or TLR2 on the
surface of the biosensor and determined their Kp, with either the peptide aptamer or
HSP70. The Kp of HSP70 for TLR2 or A8 was 2.92 uM and 2.2 nM respectively
(Figure 2C and 2D). These data indicate that HSP70 displays a lower affinity for
TLR2 than for A8, which could explain why A8 prevents the interaction between
HSP70 and TLR2.

P8.1, a derived peptide of A8, blocks the ability of tumor-derived exosomes to
activate MDSC

We decided to isolate a derived peptide from peptide aptamer A8 that we
called P8.1. We first checked whether the new purified peptide P8.1 was still able to
associate with the C-terminus region of HSP70 2. We were able to confirm this
interaction by co-immunoprecipitation (Figure 3A). Next, we evaluated the ability of
the peptide P8.1, to prevent the activation of MDSC, which is mediated by the
interaction of their receptor TLR2 with TDE expressing HSP70. Activation of MDSC

are observed by IL6 secretion and the STAT3 phosphorylation status, two well-known



markers® (Scheme 1). The activation of MDSC, which is TLR2/MyD88 (Myeloid
Differentiation primary response gene (88))-dependent, involved the production and
released by an autocrine pathway of IL-6 *’. Once released, IL-6 triggers the

activation of its receptor and the phosphorylation of STATS3:

We measured the effect of P8.1 on the IL-6 secretion by MSC2 (myeloid
suppressive cells 2, MDSC established all cell line). MSC2 were incubated in the
presence or absence of TDE (from B16F10 cells) and/or P8.1. Supernatants were
harvested and secreted IL-6 was quantified by ELISA.

We found that, as expected, exosomes derived from tumor cells stimulate the
secretion of IL-6 induced by MSC2 cells. Notably, this IL-6 production was inhibited
by P8.1 when added in presence of the TDE (Figure 3B). This result strongly
suggests that P8.1 is able to block MDSC activation through the TLR2 signaling
pathway.

Then, we checked the activation of the STAT3/JAK2 signaling pathway, by
analyze the STAT3 phosphorylation status by western-blot in these MDSC cell line.
MSC2 cells were incubated in the presence of TDE isolated from the supernatant of
four different cancer cell lines (CT26, B16F10, HCT116 and SW480) with or without
P8.1. We did not observe any phosphorylation of STAT3 in MSC2 alone, indicating
that they are not activated at basal level. In the presence of TDEs, we observed a
clear induction of STAT3 phosphorylation at 4h and 6h of incubation (Figure 3C and
supplementary 3A). In contrast, for all cancer cell lines tested, we found that,
incubation of the TDE with P8.1 peptide abrogates their ability to activate STAT3 in
the MSC2 (Figure 3B). It is worth noting that the treatment of MSC2 by P8.1 alone
has no effect on STAT3 activation and do not display any cytotoxic activity

(Supplementary 3B).

To confirm that the inhibitory effect of P8.1 peptide on MSC2 activation is due
to its direct interaction with extracellular C-terminus domain of HSP70 at the
exosomes surface, we tested the effect of another peptide named P17. P17 is known
to inhibit HSP70 activity via its association with the ATP binding domain of HSP70,
located in the intracellular N-terminus region®®. As shown in Supplementary Figure
3C, the peptide P17, in contrast to P8.1, did not interfere with the ability of TDE to
induce the activation of STAT3 in MCS2. These results confirm that P8.1 blocks



TDE-induced activation of MDSC via its association with the TKD, extracellular part
of membrane HSP70.

We checked, also by flow cytometry, whether P8.1 could affect the survival of
MSC2. During 24h, MSC2 were incubated alone or co-incubated with B16F10-TDE
and/or P8.1. As shown Figure 3D, we did not detect any significant difference in the
cell death of MDSC in the different conditions used.

Altogether, these results show that activation of MDSC by exosomes from
human and rodent cancer cell lines can be inhibited by the binding of the peptide
P8.1 to membrane-bound HSP70 which prevents the interaction of HSP70 from TDE
with TLR2 from MSC2.

P8.1 prevents the activation of MDSC in vivo and improves cisplatin

chemotherapeutic effect

P8.1 is able to inhibit MDSC activation in vitro, we tested if P8.1 could also
block the immunosuppressive effect of MDSC in vivo cancer model. We performed
subcutaneous injection at day 0 of B16F10 cells or media as a control in C57/BL6
mice. When tumor size reached about 0.9 mm? (around day 5), mice were treated by
i.p. with a control peptide or P8.1 every two days until the end of the experiment.
After, 18 days, we analyzed the percentage of MDSC present in mice spleen by
FACS using specific markers Grl and CD11b and measured the tumor growth every
two days. We found 2.5 % of MDSC in control mice (Ctl group) in agreement with
literature, whereas in mice bearing a tumor and treated with PBS (PBS group) we
observed a six-fold increase in the percentage of MDSC. Importantly, this increase
was strongly reduced in mice bearing tumors that were treated by P8.1 (Figure 4A).
Accordingly, the size of the tumors significantly decreased in presence of P8.1
(Figure 4B).

Anticancer drugs could increased the release of exosomes ?%. Here, we tested
if cisplatin treatment increased the secretion of exosomes expressing membrane-
bound HSP70. By FACS analysis, we observed that exosomes expressing HSP70
increased after treatment with cisplatin compared to non-treated cells (Figure
4C).Then, we checked the percentage of MDSC in slpeen after chemotherapy. While
tumor-bearing mice treated with cisplatin (10 mg/kg, i.p; Figure 4A) displayed 9% of



MDSC, the tumor-bearing mice treated with both P8.1 peptide and cisplatin,
displayed only 2.7% of MDSC in the spleen like control mice. This decrease of MDSC
percentage is correlated with a strong tumor regression (Figure 4B). Then, we
checked that the low percentage of MDSC observed following the co-treatment with
cisplatin and P8.1 is indeed associated with a decrease in MDSC activation. We
analyzed the MDSC activation status in spleen-derived cells, by measuring
phosphorylated STAT3 level. While treatment with peptide control increased the
phosphorylation of STAT3, we did not detect any STAT3 phosphorylation in MDSC
isolated from the spleen of animals treated with both cisplatin and P8.1 (Figure 4A),

thus indicating their absence of their activation.

Altogether, our in vitro and in vivo results suggest that P8.1 peptide can
directly block HSP70 : TLR2 interaction, thereby inhibiting the STAT3/JAK2 signaling
pathway and the subsequent activation of MDSC. As a result, the
immunosuppressive effect of MDSC is impaired and the anti-tumoral immune

response might be restored.

CONCLUDING REMARKS

HSP70 expressed in the membrane of exosomes has been shown to be
responsible for activating MDSC. MDSC have been subject of a particular scrutiny for
playing a critical role in cancer. Here, we show that HSP70 is also expressed at the
surface of exosomes derived from mouse and human cancer cells but not from their
normal counterparts. Cancer cells accumulate mutations, violate physiology and
acquire sets of hallmarks *® and therefore required a constitutive high level of the
chaperone HSP70 for their survival/maintenance. Since only 10% of the total amount
of intracellular HSP70 is expressed at the membrane, this most likely explains why
exosomes from normal cell are devoid of HSP70. Yet, how this anchorage take place
is still unknown but it is demonstrated that the end of the C-terminus domain of

HSP70 remains extracellular.

There is a growing body of evidences that an efficient chemotherapy must rely
on an efficient anticancer immune response®*°. MDSC as immunosuppressive cells
play a key role in cancer progression and have been the subject of intense
investigations. Previous works have shown that HSP70 expressed at the membrane

of TDE are responsible for the activation of these MDSC. Moreover, we show that



chemotherapeutic treatment like cisplatin - known to increase the level of HSP70 at
the plasma membrane of cancer cells — increased also HSP70 at the surface of TDE,
which suggest that cisplatin might favor MDSC activation. In that way, cisplatin has
been described as a non-immunogenic drug with a limited efficacy **. With the aim of
blocking TDE-HSP70, we have selected a peptide P8.1 that binds to the TDK region
of HSP70 and, thereby blocks the ability of this membrane-bound HSP70 to activate
MDSC. This peptide inhibitor of HSP70 by interfering with the immune suppressive
functions of TDE may thus improve the efficacy of anticancer drugs. Indeed, we
demonstrated that cisplatin combined with the P8.1 peptide decreased tumor growth
and favorite anticancer immune response providing the proof of principle that the
peptide P8.1 may be useful for improving the efficacy of chemotherapy. The
advantages of peptides over the blocking antibody cmHSP70, besides the tolerances
issues antibodies can induce, are that peptides are not immunogenic, much smaller

and easier to produce. And P8.1 seems non toxic in vivo.

Notably, P8.1 biodistribution experiments after systemic administration
demonstrate that the peptide localizes mainly in the tumor area*, which is likely due
to the fact that tumors abundantly express HSP70. Therefore a peptide like P8.1
could confer greater tumor specificity than for instance folic acid. Considering the
general role of HSP70 in different cancers, the approach demonstrated here might be

extended to any cancer types with their chemotherapy set-ups.

Finally, towards the selection of patients that would most benefit from this
multipurpose targeted HSP70 inhibition, we demonstrate that HSP70 could be used
as a biomarker for cancer. We demonstrate that we can capture exosomes from
human cancer cell lines using membrane-bound HSP70 as bait. Now to proof of
principle for the feasibility of the approach, we started a prospective study with the
anticancer Centre Leclerc in breast cancer patients to determine whether the
presence of exosomes presenting HSP70 in the membrane is predictive of patients

outcome.
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Figure 1. Exosomes derived from mice and human cancer cell lines expressed HSP70. (A)
A representative transmission electron microscopy image of exosomes derived from the B16F10, CT26,
HCT116 and SW480 and MEF cell lines, Immunogold labeling using cmHSP70-FITC antibody (10 nm of gold).
Scale bar, 100 nm, exosomes negative staining (B) Binding of exosomes (number 1.10°) derived from the
B16F10, CT26, HCT116 and SW480 and MEF cell lines to immobilized biotinylated cmHSP70 antibody was
determined by biolayer interferometry. MEF cells which showed little binding are considered as negative control
(C) Membrane-bound-HSP70 mean fluorescence intensity (MFI) in exosomes isolated from B16F10, CT26,
HCT116, SW480 and MEF were determined by flow cytometry. Data represent MFI +/- SD (n=3); insert shows
representative FACS histogram. *, p<0.05. (D) A representative western blot of Flotillin-1 and CD81 expression
in exosomes from B16F10, CT26, HCT116, SW480 and MEF.
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Figure 2. A8 interacts with the extracellular c-terminus domain of HSP70 and blocks
HSP70 /TLR2 association. (A) Immunoprecipitation of TLR2 in the presence of increased
concentrations of A8 (from 0.3 uM to 1.8 uM) was followed by HSP70 immunoblotting. IP
control, no relevant IgG antibody. (B) The binding of exosomes (number 1.10°), derived from
the B16F10, HCT116 cell lines alone or co-incubed with blocking antibody (cmHSP70) to
immobilized biotinylated A8, was determined by biolayer interferometry
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Figure 2. P8.1 interacts with the extracellular c-terminus domain of HSP70 and blocks
HSP70 /TLR2 association (C) Association and dissociation curves of HSP70 (concentration range
from 2.5 puM to 156 nM) with biotinylated TRL2 immobilized on streptavidin sensor tips. Curves
represent the mean values of triplicate measurements of each concentration. (D) Association and
dissociation curves of HSP70 (concentration range from 50 nM to 1.28 nM) with biotinylated A8
immobilized on streptavidin sensor tips. Curves represent the mean values of triplicate measurements
of each concentration.
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Figure 3. P8.1 blocks the activation and proliferation of MCS2 cells. (A) Purified P8.1
peptide at 0.9 pM was incubated with HSP70 protein in which the ATP-binding N-terminus domain
has been deleted called HSP70AABD (100 ng, produced by a TNT-coupled transcription/translation
system). Immunoprecipitation (IP) of P8.1 (biotin tagged, 1 pg) was followed by HSP70
immunoblotting. IP control: non relevant 1gG antibody. Inputs indicate the amount of HSP70AABD
present in the immunoprecipitation mixture.(B) IL-6 concentration was determined by ELISA in the
supernatant of MSC2 cells incubated or not with exosomes (from B16F10) in the presence or absence
of P8.1 (during 24h). *, p<0.05, (n=3). (C) A representative image of a western blot showing the
kinetics of STAT3 phosphorylation in MCS2 cells incubated or not with exosomes isolated from
B16F10, CT26 or HCT116 cells together with a peptide control (TDE) or P8.1 (TDE/P8.1). In the
right panels, the amount of pSTAT3 was quantified by densitometric analysis. *, p<0.05.
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Figure 4. P8.1 can improve cisplatin effect and block activation of MDSC cells. (A) Flow
cytometry analysis of percentage of Gr1* CD11b" cells in spleen collected in mice without tumor (Ctl)
or tumor-bearing mice treated by PO (3 mg/kg) (PO/PBS), or tumor-bearing mice treated with P8.1 (3
mg/kg) or tumor-bearing mice treated with cisplatin (CDDP, 5mg/mL) or tumor-bearing mice co-
treated with P8.1 and cisplatin (P8.1/CDDP), (n=6) and a representative western of pSTAT3 in spleen
MDSC. (B) Analysis of tumor growth after subcutaneous flank injection of B16F10 (melanoma cells,
5x10* cells/per mice on day 0 in mice. On day 4, animals started to receive PO or P8.1 (3 mg/kg were
dissolved in PBS, L.p injection). On day 5, half the animals were treated with cisplatin as a single dose
(CDDRP, l.p injection, 5 mg/mL). The tumor size was measured every two days (6 animals per group).
The white symbols represent the tumors from animals treated with cisplatin. (C) TDE-HSP70 isolated
from B16F10 cells treated or not with cisplatin (CDDP, 25 uM) was determined by flow cytometry
using cmHSP70-FITC. Data represent percentage of MFI +/- SD (n=3); *, p<0.05.
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 1: HSP70 is expressed on cancer cells but not on normal cells. (A)
Expression of HSP70 in B16F10, HCT116 and MEF cells was detected by indirect
immunofluorescence microscopy using anti-cmHSP70 antibody (Red). Nuclear cells were staining by
DAPI. (B) Membrane-bound-HSP70 in B16F10, HCT116 and MEF cells were determined by flow
cytometry. Data represent percentage of MFI +/- SD (n=3); insert shows representative FACS
histogram. *, p<0.05.
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 2: A8 block HSP70 activity in vitro. Denatured luciferase was incubated in
the presence or absence of human HSP70/HSP40 and in the presence of A8 (from C1 to C4 5 to
50uM) for 1 hour at 25°C at the following ratios (luciferase: HSP70:HSP40 (1:10:2)). Following
incubation, the luciferase substrate D-luciferin was added and within 10 minutes the total light units
emitted were collected for 10 seconds at 560 nm using a Wallac (Victor 3) spectrophotometer. *,
p<0.05.
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 3: P8.1 blocks the activation MCS2 cells and do not induce MSC2 cell
death. (A) Expression of pSTAT3 in MCS2 cells alone or incubated with exosomes from SW480 cells
together with a peptide control (TDE) or P8.1 (TDE/P8.1) was determined by western blotting. (B).
Expression of STAT3 in MCS2 cells incubated with P8.1 was determined by western blotting (C)
Expression of pSTAT3 in MCS2 cells alone or incubated with exosomes from B16F10 cells in the
presence or absence of peptide P17 (bind to ABD of HSP70) was determined by western blotting. (D)

MSC2 cells were treated with TDE, P8.1 or TDE/P8.1. After 24 hours, cell death was determined by
7AAD and annexin V (FITC).
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Material and Methods

Cells and products

B16F10 mouse melanoma cell line, CT26 human colon cancer cell line, HCT116 and
SW480 human colorectal cancer cell lines were cultured in RPMI 10% foetal bovine serum
(FBS, Lonza) Mouse embryonic fibroblasts (MEF) were cultured in DMEM 10% FBS
(Lonza). All cell lines provided by American Type Culture Collection (ATCC). MSC2 cell
line (myeloid suppressor cell 2) was a gift from Vincenzo Bronte (Istituto Oncologico,
Padova, lItaly). MSC2 was cultured in RPMI 10% FBS. Absence of mycoplasma
contamination was assayed every week.

The peptide aptamer (A8) and peptides (P8.1 or P8.1-biotin and P17) from the variable
region of the aptamers were synthesized and highly purified by Proteogenix. They were
reconstituted and diluted in PBS at the indicated concentrations. Recombinant HSPs were
from StressGen (EnzoLife). Recombinant TLR2 was from R&D Systems. Cisplatin (Sigma-

Aldrich) was diluted in PBS and used to a final concentration of 25 umol/L.

Exosome purification
B16F10, CT26, HCT116 and SW480 cells were cultured for 48h or 24h with cisplatin

(CDDP) treatment in medium depleted from serum-derived exosomes by overnight

centrifugation at 100,000g. Then, supernatants were collected from cell lines and sequentially
centrifuged at 300g for 10 minutes (4°C) and then at 2000g for 10 minutes. Exosomes were
isolated at 100,000g for 70 minutes and washed once in PBS. Pellets were resuspended in
200ul of PBS. The concentration of exosomal proteins was quantified by Lowry assay

(Biorad). All steps were realized in sterile condition.

Immunoprecipitation

For the in vitro coimmunoprecipitation, we used P8.1 (biotin-tagged) or A8 or TLR2
recombinants proteins. HSP70WT and HSP70AABD (both HA-tagged) was produced with
the TNT Quick Coupled Transcription/Translation System (Promega) as follows: 1 mg of
template plasmid was added to the reaction mixture and incubated at 30°C for 90 minutes.
TLR2 was incubated with HSP70WT alone or both HSP70 and A8 (from 0.3 uM to 1.8 uM).

Immunoprecipitation were analysed by western blot as described below.
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Western blotting

Proteins were separated in a 8% or 10% SDS-polyacrylamide gel and transferred to
nitrocellulose membranes using a wet transfer apparatus (Bio-Rad). Membrane were saturated
1h with 5% (w/v) non-fat dry milk or BSA, and probed overnight with the corresponding
primary antibodies: anti-HA-tag was from Covance (Eurogentec); anti-thioredoxin (Sigma),
anti-TLR2 (Santa Cruz), anti-HSP70 (Enzo life), anti-Stat3 (Santa Cruz), anti-pSTAT3 (Cell
signalling), anti-CD81 (Ebioscience), anti-flotilin-1 (BD Biosciences) and anti-14-3-3 (Santa
Cruz). Then, the membranes were incubated for 1 h with appropriate secondary antibodies
coupled to horseradish peroxidase (Jackson ImmunoResearch Laboratories) and revealed with
ECL (Amersham).

Transmission Electron microscopic (TEM)

The exosome suspension (30pl) was added to a collodion-carbonated nickel-200 grids
and fixed with paraformaldehyde 4%. Then, the sample was saturated 10 minutes with XX,
washed with PBS and labelled with cmHSP70 (Multimmune, Germany) during to 2 hours.
After washing with PBS supplemented with 1% BSA, exosomes were labelled with a
secondary antibody coupled with a 10 nm gold beads. A post-fixation step was performed
with a 2% glutaraldehyde solution and then stained with 3% phosphotungstic acid. The
sample was observed with a Hitachi H-7500 electronic microscope equipped with an AMT

camera.

Flow Cytometry

Exosomes were bound to surfactant-free white aldehyde-sulfate latex beads (3 pM,
Invitrogen) and concentrated at 1.10* beads/pL. We incubated 30 pg exosomes with beads
suspension for 15 min and then for 1h at room temperature (RT) in final volume of 1 mL
PBS. Beads were saturated with glycine (100 mM) for 30 minutes at RT. Then, they were
washed twice with PBS supplemented by 3% of FBS. Exosomes or cancer cells were labelled
by a classical staining with control isotype or cmHSP70-FITC (Multimmune, Germany)

antibodies. Analyses were performed on a LSRII flow cytometer (BD, Bioscience).
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Biolayer interferometry (BLI)

Protein-protein interaction experiments were conducted at 25°C in PBS with an Octet
Red instrument (Forté Bio, Menlo Park, CA, USA) by biolayer interferometry (BLI). The
ligand (cmHSP70 or A8 or TLR2) was biotinylated using EZ-Link NHS-PEGg4-biotin
(Thermo Fisher Scientific, Bonn, Germany) according to the manufacturer’s protocol and
immobilized at a concentration of 20 pg/ml on streptavidin sensors (ForteBio, Menlo Park,
CA, USA). These functionalized biosensors were dipped into black Greiner 96-well
microplates agitated at 200 g and filled with a solution of 200 pL containing the analyte. All
sensorgrams were corrected for baseline drift by subtracting a control sensor exposed to
running buffer only. Each Kp was determined with a 1:1 stoichiometry model using a global
fit with Rmax unlinked by sensor (Forte Bio, Data analysis software version 7.1.0.36).

MSC?2 functional assay

Five millions of MSC2 cells incubated or not with exosomes isolated from B16F10,
CT26, HCT116 or SW480 cells together with a peptide control (TDE) or P8.1 (TDE/P8.1)
during 4h or 6h. Cells were isolated and pSTAT3 was analyzed by western blotting.

Tumor growth analysis in vivo

Exponentially growing B16F10 were harvested and resuspended in an RPMI medium
without FBS. In vivo studies were performed in wild-type C57/BL6 mice (Charles River).
B16F10 cells (5.10* cells) were injected s.c. into the right flank. Tumor volumes were
evaluated every 2 days. The animals were treated according to the guidelines of the Ministere
de la Recherche et de la Technologie, France. All experiments were approved by the Comité

d’Ethique de I’Université de Bourgogne.

MDSCs cell isolation and analysis

Single-cell suspensions were prepared from spleens, and red cells were removed using
ammonium chloride lysis buffer. Gr-1+ cells were isolated from spleens of different group of
tumor-bearing mice or naive mice by labeling the cells with PE Cy7 Ab to Gr-1, then using
magnetic PE Cy7 beads and LS MACS columns (Miltenyi Biotec). For extracellular staining
of immune markers, single-cell suspensions were prepared. We incubated 1.10° freshly

prepared cells resuspended in PBS with fluorochrome-coupled CD11b antibody
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(eBioscience). All events were acquired by a BD Bioscience LSR-I1 device and analyzed with
FlowJo (Tree Star).

Immunofluorescence

B16F10 (25.10° cells), HCT116 (5.10* cells) and MEF (3.10* cells) were seeded in 24
well-dished which was pretreated for 10 minutes with Poly-L-Lysin (P4707, Sigma Aldrich.
24h later, cells were washed with PBS and labelled with cmHSP70 antibody (1:200) for 1 h at
4°C. After washing, cells were fixed with 4% paraformaldehyde at 4°C for 10 min and

washed once. Then, cells were saturated for 30 minutes with BSA 3% and incubated with a
secondary antibody labelled with Alexa-568 (1:1000) at 4°C for 1h. For experiment, cover
glasses were mounted on a drop of Mounting Medium containing Dapi (Duo82040, Sigma
Aldrich) for 15 minutes in the dark on a microscopy slide (045796, Dutscher). Slides were
imaged using a CDD equipped up right microscope (Zeiss) and 63x, 1.4NA objective.

ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

MSC2 cells were incubated alone or co-incubated with exosomes from B16F10 cells
or/ and P8.1 peptide (during 24h). Then, the supernatant was collected and centrifuged at
300g at 4°C for 5 min and analyzed with IL-6 ELISA assay (BD biosciences) according to the

manufacturers’ protocol.

Refolding luciferase assay

Luciferase was denatured with denaturing buffer during 30 minutes at RT.
Denaturated Luciferase was incubated in the presence or absence of human HSP70/HSP40 or
in the presence of A8 (from 5 puM to 50 uM) for 1 hour at 25°C at the following ratios
(luciferase:HSP70:HSP40 (1:10:2)). Following incubation, the luciferase substrate D-luciferin
was added and within 10 minutes the total light units emitted were collected for 10 seconds at

560 nm using a Wallac (Victor 5) spectrophotometer. (n=3).*, p<0.05.

Statistical Methods

Results are expressed as means £ SEM from at least three independent experiments.
Values were analyzed using student’s t test. All p values were obtained using two-tailed tests
and error bars in the graphs represent 95% confidence intervals. Quantitative data were
analyzed using the GraphPad Prism program. Statistical significance, p <0.05, are denoted

with *.
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Conclusion

Dans ce travail, nous avons dans un premier temps, isolé des exosomes de quatre lignées
cellulaires tumorales murines et humaines. Nous avons pu démontrer que ces €exosomes
présentent HSP70 membranaire a 1’aide de différentes techniques : microscope électronique a
transmission, cytométrie en flux et interférométrie (octet). Confirmant que HSP70 extracellulaire
est bien exprimée sur les exosomes dérivants des cellules cancéreuses, et non des cellules saines.
Par ailleurs, nous avons mis en évidence, un inhibiteur spécifique de HSP70 extracellulaire :
P8.1 qui se fixe sur le domaine C-terminal de HSP70 (soit le PBD), domaine expose vers
I’extérieur lorsque HSP70 est insérée dans la membrane. Nous démontrons que P8.1 est capable
d’interférer sur I’interaction de HSP70 avec le TLR2, exprimés sur les exosomes et sur les
MDSCs respectivement. De fait, HSP70 présente une affinité 1000 fois plus élevée pour P8.1
que pour TLR2. In cellulo, lorsque les MDSCs sont mise en présence des exosomes dérivés de
cellules B16F10 et de P8.1, nous n’observons plus de phosphorylation de STAT3, ni de
production de IL-6, suggérant que I’inhibiteur de HSP70 bloque 1’activation des MDSCs et en
conséquence leur réle immunosuppresseur sur les cellules immunitaires effectrices notamment
sur les lymphocytes T.

Parallélement, nous montrons que chez la souris, le co-traitement par le P8.1 et le
cisplatine permet de reéduire significativement le nombre de MDSCs dans la rate et de bloquer la
progression tumorale. Ainsi, P8.1 peut inhiber la forme extracellulaire de HSP70 et restaurer
I’'immunité anti-tumorale. Ce travail semble indiquer que HSP70 membranaire joue un réle
extracellulaire tres important dans le développement de la tumeur en inhibant de maniere
indirecte les acteurs de la réponse immunitaire. Ceci conforte donc I’hypothése d’utiliser les
inhibiteurs de HSP70 en co-traitement de la chimiothérapie classique. Enfin, ce travail suggére
que HSP70 extracellulaire pourrait servir de biomarqueur, puisque nous avons réussi a capturer
les exosomes tumoraux par le biais de HSP70. Cela ouvre donc des perspectives tres

intéressantes dans le diagnostic du cancer.
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UN PAS VERS LA CLINIQUE

Comme je 1’ai exposé précédemment, le but de nos recherches avec les aptameres
peptidiques est de trouver des inhibiteurs de HSP70 efficaces pour étre testés en clinique. Les
aptameres peptidiques et leurs dérivés peptidiques ont prouvé expérimentalement qu’ils
présentaient un potentiel pour aider a lutter contre le cancer, ce qui constitue la premiére étape
préclinique pour ces candidats-médicaments potentiels. Nous avons donc débuté 1’étude de la
biodistribution des aptameres peptidiques et de ses dérives peptidiques chez le petit animal.
Nous présentons seulement les résultats obtenus les plus avancés concernant les aptameéres

peptidiques.

Bien évidemment, I’étude préclinique est obligatoire avant tout essai chez I’homme.
Les aptaméres peptidiques ayant passe la premiére étape de preuve de concept, nous
poursuivons notre démarche qui comprend des études de pharmacodynamique et de

pharmacocinétique chez les rongeurs.

Il est en effet nécessaire de caractériser pour nos candidat-médicament 1’absorption, la
distribution, le métabolisme et I’élimination du candidat-médicament par 1’organisme
(ADME), ainsi que de connaitre les effets secondaires ou leur toxicité sur les organes. Nous
avons donc entrepris 1’étude de la biodistribution des aptaméres peptidiques par imagerie chez

le petit animal qui se divise 4 parties :

1-Chimie moléculaire : choix du radiométal et stratégie de marquage

Elle permet de marquer la molécule avec un radioélément pour suivre la
biodistribution des aptaméres peptidiques par imagerie (sur corps entier puis par organe apres
sacrifice de I’animal). Cette étape sera réalisée en collaboration avec 'ICMUB (Institut de
Chimie Moléculaire de 1’Université de Bourgogne, Dijon). Nous avons envisagé une méthode
de marquage dite de « marquage indirect » permettant d’encapsuler un radiométal émetteur du
signal de manicre a éviter son relargage dans 1’organisme. Pour cela nous devons utiliser un
agent chélatant. Le choix de 1’agent chélatant est étroitement 1ié a 1’isotope radioactif qui va
étre utilisé avec I’imagerie in vivo. Dans le cadre de cette étude, nous avons choisi comme
radionucléide I’indium 111 (***In), émetteur de photon gamma. L’**In est ainsi détectable par
imagerie SPECT (Single Photon Emission Tomography) (Wadas, Wong, Weisman, &

Anderson, 2010), technique d'imagerie médicale nucléaire tomographique basée sur la
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scintigraphie qui permet de réaliser des images et des reconstructions en trois dimensions des
organes et de leur métabolisme au moyen d'un ensemble de gamma caméras qui tournent
autour de I’animal (ou du patient dans le cas d’examen clinique). La période de **!In est de
2,8 jours, ce qui est relativement adapté pour étudier une cinétique de phénomenes
biologiques et permettre d’imager a des temps post injection longs (ex : 72h) (Liu, 2008).
Relativement accessible, il reste aujourd’hui un radioélément tres utilisé pour la validation de
molécule et I’obtention de preuve de concept préclinique par imagerie. Son utilisation s’étend
également au niveau clinique ou il est notamment utilisé pour le diagnostic des tumeurs
neuroendocrines. En effet, le produit Octreoscan® (**'In-DTPA-Octreotide) a fait ses preuves
et est maintenant commercialisé.

Dans cette étude nous avons sélectionné comme agent chélatant les dérivés du DOTA
(2,2',2",2"-(1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetrayl) tetraacetic acid), et plus
particulierement les systemes appelés DOTAGA (GA pour Glutaric Acid) (Figure 15). Ces
molécules macrocycliques possédent d’excellentes propriétés de complexation vis-a-vis des
radiométaux utilisés en imagerie, et notamment 1’Indium 111 (Lattuada, Barge, Cravotto,
Giovenzana, & Tei, 2011). Afin de lier de maniére covalente la biomolécule d’intérét au
DOTAGA, une fonction réactive a été introduite au niveau du macrocycle. Dans un premier
temps, nous avons fait le choix de travailler avec les aptameres peptidiques plutot qu’avec les
dérivés peptidiques. Pour les mémes raisons que citées précédemment, les aptameres
peptidiques sont composés d’une région constante, qui n’est pas impliquée dans 1’interaction
avec HSP70, nous estimons donc pouvoir greffer plus facilement la cage DOTA, en
minimisant les risques de toucher la région variable (séquence peptidique d’intérét), limitant
ainsi le risque de modifier I’activité inhibitrice des aptaméres peptidiques. Nous avons donc,
en collaboration avec I’'ICMUB, modifi¢ chimiquement les aptaméres peptidiques A8 et A17
avec le motif DOTA seul puis avec le DOTA complexé par I'indium « froid» (non
radioactif). A chaque étape, 1’activité inhibitrice des aptameéres peptidiques sur HSP70 a été

controlée.
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Figure 15: Structure chimique de I’agent chélatant utilisé pour le marquage des

molécules. L’agent chélatant est composé : d’une cage DOTA, permettant la complexation du radiométal et de

acide glutarique (GA) permettant le bioconjugaison entre le DOTA et I’aptamére peptidique.

2) Test d’activité de la molécule in vitro aprés la bioconjugaison du radioélément (a froid) :

Cette étape permet de verifier que les modifications apportées sur la molécule
(aptameéres peptidiques et ses dérivés) ne modifient pas son 1’activité. Pour tester 1’action
inhibitrice des aptameres, nous avons utilisé un test de renaturation de la luciférase que j’ai
mis au point lors de mon doctorat. Brievement, ce test consiste a (i) dénaturer chimiquement
la luciférase (induisant la perte de son activité enzymatique), puis (ii) la mettre en présence du
tampon de renaturation comprenant HSP70 et HSP40. Aprés 1h de renaturation, le substrat de
la luciférase, la D-luciférine est ajoutée puis I’intensité lumineuse émise est captée et mesurée
par un luminomeétre. Cette technique rapide est réalisée en plaque de 96 puits ce qui permet de
travailler en volume réduit, économisant ainsi les quantités des produits utilisés (protéines
recombinantes, aptaméres peptidiques modifiés).

Dans un premier temps, différents taux de greffage ont été testés sur les deux
aptameéres peptidiques (Figure 16). En effet, un taux de greffage trop important pourrait
altérer les propriétés biologiques de la molécule tandis qu’un taux trop faible conduira
inévitablement a une diminution du nombre d’agents chélatants ce qui peut réduire la
cinétiqgue de radiométallation. Le taux de greffage du DOTA a été déterminé par
spectroscopie de masse (MALDI-TOF).
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Figure 16 : Test d’activité des aptaméres peptidiques modifiés chimiquement par le

DOTAGA. Test de renaturation de la luciférase en présence des aptaméres peptidiques A8 et A17 modifiés
par le DOTAGA. Différents taux de greffage sont testés : Greffage de 2 cages DOTA pour les lots 69, 71 et 67 et
greffage d’une cage DOTA pour le lot 66, 70, 72,73. La luciférase dénaturée est incubée avec HSP70/HSP40
(800 nM et 160 nM, respectivement) seule ou avec A8, Al7, A8-DOTA, A17-DOTA (8 uM) pendant 1H a
25°C. Ensuite I’intensité lumineuse est mesurée a 540 nm a I’aide d’un luminométre (WALLAC Victor 3,

PerkinElmer). Pour plus de clarté les conditions contrles avec HSP70 seule et HSP40 seule ne sont pas

représentées ici. - en présence de HSP70/ HSP40, condition sans HSP.

Lorsque HSP70 et HSP40 (condition CTL) sont présentes, nous observons 100% de
chimiluminescence, ce qui signifie que 100% de la luciférase a été renaturée. Lorsque nous
ajoutons A8 ou Al7 dans le mélange ce pourcentage passe de 18 a 37 % respectivement,
montrant un blocage de la renaturation de la luciférase et donc 1’inhibition de HSP70 par les
aptameres. Le DOTA, ne présente pas d’effet sur I’expérience. Concernant les aptameres
modifiés chimiquement, les lots pour A8 :69, 70, 71 et les lots pour A17 : 72 et 73 gardent
leur capacité a neutraliser HSP70. De maniére intéressante le lot 72 semble méme étre plus
efficace que A17 seul. Les contrdles pour chaque condition représentée en gris clair, ne
présentent pas ou peu de chimiluminescence. Nous démontrons ainsi que la luciférase a bien
été dénaturée et que la présence de HSP70 et de HSP40 est essentielle pour la renaturation de

la luciférase.

Au regard du test d’activité luciférase sur les aptaméres modifiés pour 1’imagerie,
I’aptamere A17 et plus particuliérement le lot 72 (un seul DOTA) sera retenu pour tester le
radiomarquage a froid. Par ailleurs, ce test démontre que I’approche par marquage indirect est

tout a fait faisable pour les aptameres peptidiques.
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Il est important, pour que les expériences soient reproductibles de travailler toujours
sur le méme lot d’aptameéres modifiés. C’est pourquoi, nous avons cette fois-ci modifié
I’aptamére A17 avec le DOTA dans des quantités importantes, nous permettant de réaliser la
mise au point du marquage a froid et a chaud et les manipulations d’imagerie in vivo. Une
petite partie de ce lot modifié par la cage DOTA a été marquée a froid par I’indium et
I’activité¢ de 1’aptamére (analogue froid du produit qui sera injecté¢) a été testée comme

précédemment (Figure 17).
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Figure 17 : Test d’activité de A17 marqué par I’indium froid. Test de renaturation de la
luciférase en présence de Al7 modifi¢ par le DOTAGA incorporant I’In froid. La luciférase dénaturée est
incubée avec HSP70/HSP40 (800 nM et 160 nM, respectivement) seule ou avec A17-DOTA In (8 uM) pendant
1h a 25°C. Ensuite I’intensité lumineuse est mesurée a 540 nm a I’aide d’un luminomeétre (WALLAC Victor 3,

PerkinElmer). Pour plus de clarté les conditions contrbles avec HSP70 seule et HSP40 seule ne sont pas

représentees ici. . en présence de HSP70/ HSP40, condition sans HSP.

Nous pouvons observer sur la Figure 17 que I’incorporation de I’indium111 froid ne
modifie pas D’activit¢ biologique de Al7. Et de maniére surprenante, la modification
semblerait méme potentialiser A17 (A17 : 38 % et A17 DOTA In: 12 %).

Pour conclure, les modifications de I’inhibiteur A17 par I’agent chélatant DOTA
complexé ou non a I’indium, n’influent pas sur son activité. Nous pouvons donc passer a la

derniére étape avant I’imagerie: le radiomarquage a chaud de ’aptameére.
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3) Radiomarquage a chaud : Le but ici est de mettre en place une procédure de radiomarquage

efficace et reproductible afin de mener a bien les études in vivo. Cette étape sera réalisée en
collaboration avec I’'ICMUB (Dijon). Des premiers essais ont été réalisés sur la plateforme
préclinique du CGFL. L’indium 111 est disponible commercialement sous forme de chlorure
d’indium solubilisé dans une solution d’acide chlorhydrique. Nous avons ciblé une activité
specifique de 1GBg/mg, idéal pour mettre en image un petit animal dans les meilleures
conditions. Le radiomarquage a été réalisé a différentes concentrations en aptameére
peptidique. Ce dernier point est un des parametres jouant le plus sur la cinétique de
radiomarquage : plus la solution est diluée, plus la réaction de radiométallation sera lente. En
effet, si I’on compare les résultats obtenus pour une concentration mére de 0.56 mg/mL en
aptamére et une concentration de 1.4 mg/mL : dans le premier cas, le rendement du
radiomarquage est de 15% maximum malgré une incubation pendant 3h, dans le second cas,
le rendement est de 69% apres seulement 1h a 37°C (Figure 18). Notons également que le
choix du pH de la solution de marquage est également un des parameétres clés a prendre en

compte pour atteindre un rendement de radiomarquage éleve.
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Figure 18 : Radiochromatogramme du composé A17 marqué a I’indium 111. A17-DOTA
(1.4 mg/mL) est incubé avec I’indium 111 pendant 1h & 37°C. Puis de ’'EDTA (50 mM) est additionné en large
exces pour neutraliser I’indium 111 non complexé par le macrocycle DOTA. Le premier pic & 25 mm correspond
a4 A17-DOTA marqué a I’indium 111, le second & 100 nm correspond a ’indium 111 libre piégé sous forme de

complexe d’EDTA (Détecteur Bioascan AR2000, Logiciel d’analyse des spectres Winscan 2.0).
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4)

Actuellement, nous nous efforcons d’optimiser ces conditions afin de se rapprocher
d’un rendement de radiomarquage proche de 90-95%. Néanmoins, [’activité spécifique

atteinte actuellement est de 700 MBqg/mg, largement correcte pour passer a 1’étape in vivo.

Les résultats obtenus a chaud bien que préliminaires, sont trés encourageants, et

permettent de valider la technique de marquage indirect dans ce projet.

Imagerie et comptage ex vivo : cette étape permet de définir I’ADME et la toxicité de notre

composé. Cette étape sera réalisée en prestation de service par Pharm’Image (Plateforme
d’imagerie, Centre Georges Frangois Leclerc, CGFL, Dijon). Nous avons prévu de faire les
images a quatre temps différents : 30 min, 1h, 2h et 24h post-injection.

A ce jour cette étude est arrivée a 1’étape du test de radiomarquage a chaud et nous

commencerons prochainement la partie imagerie.
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Discussion

Mon travail de thése s’est articulé en deux volets complémentaires : nous avons pu
démontrer que la neutralisation de HSP70 intracellulaire et extracellulaire permet de bloquer
la croissance tumorale dans des mod¢les d’animaux sensibilisés par des agents anticancéreux
et de favoriser la réponse immunitaire antitumorale, respectivement. Au vue de ces résultats,

HSP70 est, de fait une cible prometteuse pour le traitement du cancer.

I. Article 1 : Peptides and aptamers targeting HSP70 : a novel approach

for anticancer chemotherapy

Ce travail, nous a permis de mettre en évidence l’efficacit¢ de deux aptaméres
peptidiques (A8 et A17), ainsi qu’un dérivé peptidique des aptaméres (P17), in vitro et in vivo
dans la neutralisation de HSP70 intracellulaire et dans la sensibilisation des cellules

cancéreuses a la mort cellulaire induite par le cisplatine ou le 5-FU.

a. Influence de I’administration du traitement de maniére endogéne Versus exogene

In vivo, nous avons obtenu des résultats trés encourageants montrant le pouvoir anti-
tumoral puissant des aptameres peptidiques et du dérivé P17. Cependant, les aptameéres
peptidiques (A8 et Al7) ne sont pas administrés de maniére exogene, mais stablement
exprimés dans les modeles de mélanome de souris (B16F10) et du cancer de cbdlon de rat
(Prob) ce qui limite fortement leur utilisation. Le pouvoir anti-tumorigénique des aptameres
peptidiques se traduit, dans le cadre d’un co-traitement avec le cisplatine, par une absence de
croissance de la tumeur (Figure 4A et Supplementary Figure 3). En revanche, lorsque
I’inhibiteur est administré de manic¢re exogene, ici le peptide P17 (Figure 6A et 7A), nous
observons seulement un arrét de la croissance tumorale. Afin de tester, ’efficacité des
aptameres administrés de maniere exogene, nous avons choisi de produire ’aptamere AS.
Nous avons obtenu, une protéine recombinante hautement purifiée, que nous avons testée en
co-traitement avec le cisplatine (afin de faciliter I’entrée de AS8, nous utilisons ici « un
chariot »), dans des souris porteuses de tumeurs B16F10 (non montrée). Comme attendu dans

ces conditions, A8 induit une nette diminution de la croissance tumorale. Cette différence
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observée sur la croissance tumorale entre la transfection stable versus 1’administration
exogeéne pourrait s’expliquer par le fait que I’inhibition de HSP70 est permanente lorsque les
aptameéres peptidiques sont transfectés et ce deés le début de la prise tumorale, ce qui n’est pas
le cas lors d’un traitement quotidien par 1’aptamére recombinant. HSP70 apparait donc
primordiale pour le développement de la tumeur. Une autre possibilité serait que la quantité
d’aptamére peptidique apportée de facon exogene soit plus faible que celle transfectée et
permettraient de neutraliser seulement une majorité de HSP70 intracellulaire Ces
commentaires sont importants a prendre en considération, mais n’enlévent rien au pouvoir

anti-tumoral des aptameres peptidiques.

b. P17, un « candidat-médicament »

Nous avons également démontré que P17, un peptide de seulement 13 acides aminés et
composé uniquement de la région variable de A17, bloque HSP70 et présente des propriétés
anticancéreuses tres intéressantes. P17 ne présente pas de toxicité intrinseque (Supplementary
Figure 7) et est capable de lier les lipoprotéines dans le sang (Supplementary Figure 5), ce
qui augmenterait sa stabilité dans I’organisme et donc sa demi-vie. De plus, P17 peut étre
produit facilement et administré de facon systémique, supposant que cette molécule pourrait

étre un « candidat-médicament » a valider en essai clinique.

I1. Article 2: Restoring anticancer immune response by targeting tumor -

derived exosomes with a HSP70 peptides inhibitor

Ce travail révele I’importance des effets extracellulaires de HSP70 dans la progression

anti-tumorale et donc son impact dans la thérapie anti-cancéreuse.

a. HSP70 a la membrane des cellules cancéreuses peut elle activer les MDSCs ?

L’activation des cellules immunosuppressives (MDSCSs) est induite par la protéine de
stress HSP70 exprimée a la membrane des exosomes. Or, nous savons que les cellules
cancéreuses présentent aussi HSP70 a leur membrane, les données actuelles supposent que
I’orientation de HSP70 est la méme a la membrane des exosomes qu’a la membrane des

cellules cancereuses. Cela suggére donc que les cellules cancereuses seraient aussi capables
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d’activer les MDSCs. Mais a ce jour, rien n’a été démontré. La découverte de 1I’implication
de HSP70 dans I’activation des MDSCs est récente, il est donc possible que 1’activation des
MDSCs par les exosomes ne se limite pas a I’interaction entre TLR2 et HSP70. En effet, il a
été démontré que les exosomes peuvent aussi fusionner avec la membrane plasmique de la
cellule cible ou encore étre internaliser par endocytose (Tauro et al., 2012; Théry et al.,
2009). Ce mécanisme d’internalisation facilit¢ par la présence d’intégrine (LFA-1) a la
surface des exosomes conduirait ainsi a la libération du contenu protéique et nucléique dans la
cellule, pouvant éventuellement modifier les propriétés de la cellule De plus, il a été montré
que I’interaction de la protéine de stress HSP60 avec TLR2 et TLR4 (deux récepteurs cibles
de HSP70) (Vabulas et al., 2001) conduit a I’endocytose du complexe puis a I’activation de
différentes voie de signalisation dans la cellule cible. I est donc probable que 1’activation des
MDSCs par les exosomes passe par I’interaction entre HSP70 et TLR2 puis par une étape
d’internalisation de 1’exosome. Les données actuelles ne nous permettent pas de répondre

franchement a cette question.

b. Effets activateurs et inhibiteurs des exosomes sur le systéme immunitaire

Dans cette étude, nous nous sommes concentrés sur I’action de HSP70 membranaire
présent sur les exosomes tumoraux. Nous avons démontré qu’il était possible de bloquer
I’activation des cellules immunosuppressives (MDSCs) en neutralisant de maniére spécifique
la protéine de stress HSP70 membranaire par le peptide P8.1, conduisant ainsi a I’arrét de la
croissance tumorale (Figure 4B). Par ailleurs, les exosomes peuvent activer les cellules
immunitaires telles que les cellules dendritiques, les macrophages et les NK, indépendamment
de HSP70 (Figure 9, dans introduction). Par conséquent, lorsque nous traitons les souris avec
P8.1, nous empéchons I’activation des MDSCs et donc la mise en place d’un environnement
immunosuppresseur, toutefois nous n’affectons pas la capacité des exosomes a activer les
cellules immunitaires responsable de la réponse immunitaire antitumorale. 1l semble donc
possible que dans un contexte cancéreux, les effets activateurs et inhibiteurs des exosomes sur
le systeme immunitaire coexistent. Au final, nous serions dans un systéme d’équilibre entre
des cellules immunitaires activées (effets activateurs des exosomes) et des cellules
immunitaires inhibées (effets inhibiteurs des exosomes). Dans ce cas, 1’action des cellules
immunitaires serait considérée comme nulle, favorisant ainsi le développement tumoral. En
intervenant avec P8.1, nous pouvons supposer que nous perturbons I’équilibre de ce

systéme en bloquant 1’inhibition des cellules immunitaires, permettant alors de favoriser la
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réponse anti-tumorale. En revanche dans ce travail, il reste a démontrer la présence des
cellules immunitaires effectrices dans les tumeurs qui témoignerait de cette réponse
immunitaire anti-tumorale. Dans cette optique, nous effectuerons des marquages

d’immunohistochimie sur les cellules T, les cellules dendritiques, les macrophages et les NK.

c. Action indirecte de P8.1

Actuellement, les MDSCs sont considérées comme des cibles thérapeutiques
potentielles dans la thérapie anticancéreuse (Kao et al., 2011; Poschke & Kiessling, 2012).
Malheureusement, leur déplétion est impossible. En effet, ces cellules ne présentent pas de
marqueurs membranaires uniques. De fait, une approche non spécifique est utilisée, visant a
détruire les MDSCs activées, a 1’aide d’agents anticancéreux (Nagaraj et al., 2009). Ce travail
présente donc un avantage majeur par rapport a I’approche utilisée pour dépléter les MDSCs.
En effet, nous agissons en amont de I’activation des MDSCs, et de maniere spécifique sur
les MDSCs. Nous démontrons que le pourcentage de MDSCs dans la rate d’une souris
porteuse de tumeur co-traitée par le P8.1 et le cisplatine est identique au pourcentage de
MDSCs trouvé dans la rate de souris contrdle sans tumeur (Figure 4A). Ainsi, le peptide P8.1
agirait sur deux cibles thérapeutiques dans le domaine de la cancérologie : HSP70 (action
directe) et les MDSCs (action indirecte).

I11. Discussion générale

a. HSP70, une potentielle cible thérapeutique

i.  Vectorisation des inhibiteurs de HSP70

Afin de favoriser I’entrée des aptameéres peptidiques et des peptides dans la cellule
cancéreuse, nous avons utilisé un « chariot » commercial. Dans 1’objectif final de mener ces
inhibiteurs en clinique, nous devrons absolument nous affranchir de ce «chariot ». C’est
pourquoi, nous avons dans un premier temps essayé de vectoriser les inhibiteurs de HSP70
dans des liposomes de synthéese en collaboration avec le Dr Yann Pellequer (Laboratoire de
Pharmacie galénique et de biopharmacie, Besan¢on). Malheureusement, jusqu’a présent et
malgre plusieurs tentatives, aucun résultat n’a pu étre obtenu in vitro. Cependant, nous
n’abandonnons par cette stratégie. En effet, notre groupe fait partie du projet Labex LipSTIC,

qui a pour but de développer de nouveaux traitements anti-cancéreux plus efficaces et mieux
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tolérés grace a une vectorisation de medicaments via les lipoprotéines. Le projet est encore a

ses débuts, mais nous plagons de grands espoirs dans ce dernier.

Une autre possibilité, pour la vectorisation des inhibiteurs de HSP70, serait de se
servir des exosomes afin de les utiliser comme vecteur pour délivrer des médicaments. En
effet, les exosomes présentent de nombreux avantages. lls sont de petites tailles, ils peuvent
étre endocytés par les cellules et ils sont composés en leur centre d’une partie hydrophile,

permettant de transporter des molécules solubles (A17, P17 et des agents anticancéreux).

L’utilisation des exosomes comme nano-vecteur a déja montré son efficacité in vivo
dans la thérapie anticancéreuse (Ottenhausen et al., 2013; van den Boorn, Dassler, Coch,
Schlee, & Hartmann, 2013). En effet, I’équipe de Michael Chopp a démontré que 1’injection
d’exosomes modifiés avec leurs molécules d’intérét réduit significativement la croissance
tumorale dans le cerveau du rat (Katakowski et al., 2013). Dans cette optique, nous pourrions
donc utiliser les exosomes pour délivrer les aptaméres peptidiques ou les peptides aux
cellules cancéreuses. Il a été démontré que la fonctionnalisation du nano-vecteur avec un
anticorps reconnaissant une protéine extracellulaire sur des marqueurs spécifiques des cellules
cancéreuses, améliore la spécificité et augmente 1’efficacité thérapeutique. Il serait donc
intéressant de fonctionnaliser la surface des exosomes avec 1’aptameére peptidique A8 ou le
peptide P8.1 pour cibler activement les cellules cancéreuses. L’utilisation des exosomes
comme systeme de délivrance de molécules anticancéreuses semble étre une stratégie a
potentiel thérapeutique, cependant de nombreuses études restent encore a faire pour valider ce

modele pour la vectorisation de nos inhibiteurs de HSP70.

ii.  Inhibition de HSP70 intracellulaire et extracellulaire : action synergique ?

Dans ce travail, nous avons trait¢ de maniere indépendante I’inhibition de HSP70
intracellulaire et extracellulaire, mais ces deux aspects pourraient se rejoindre. En effet,
comme détaillé précédemment, la présence de HSP70 a la surface des exosomes est
directement corrélée a la présence de HSP70 a la membrane des cellules cancéreuses qui est
elle-méme corrélée a ’expression cytoplasmique de HSP70. Il est considéré que seulement
environ 10 % de HSP70 cytoplasmique est capable de relocaliser a la membrane. Nous avons
montré, dans notre premiere étude, que les aptameéres peptidiques, apres pénétration dans les
cellules cancéreuses, s’associent a HSP70 intracellulaire et inhibent ses propriétés anti-

apoptotiques. Nous pouvons donc penser que la formation d’un complexe HSP70/aptamere
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peptidique (A8/AL7) ou peptide (P17) puisse directement empécher le passage de HSP70 a
la membrane des cellules cancéreuses, en séquestrant HSP70 dans le cytoplasme. Ce qui
aurait comme conséquence directe, 1’absence de HSP70 a la surface des exosomes. En effet,
comme démontré dans I’article 2, lorsque HSP70 est neutralisée sur les exosomes, nous
favorisons la réponse immunitaire antitumorale. Dans D’article 1, nous avons observé une
augmentation significative de I’infiltration des cellules immunitaires dans les tumeurs
traitées par les aptameéres peptidiques ou P17 (Figure 7C, Table 2, suppl. Figure 4 et suppl.
table 1). Plus précisément, nous trouvons une infiltration des lymphocytes T, des
macrophages, des NK et des cellules dendritiques qui sont les cibles directes des MDSCs
(Figure 11 dans I’introduction). Nous pouvons donc envisager que, dans nos conditions, les
exosomes libérés par les cellules cancéreuses traitées par A17 ou P17 ne présentent plus
HSP70 a la membrane. De ce fait, les MDSCs ne sont plus activées et sont incapables
d’inhiber les cellules immunitaires effectrices. Toutefois, pour valider cette hypothese, il reste
a mesurer 1’expression membranaire de HSP70 sur les cellules cancéreuses et les exosomes

tumoraux apres traitement par les aptaméres peptidiques (ou les dérivés peptidiques).

Par ailleurs, A17 (et son dérivé P17) semble cibler spécifiguement la forme
intracellulaire de HSP70, alors que A8 (et son dérivé P8.1) apparait plus spécifique de la
forme extracellulaire. Le co- traitement par A8 (ou P8.1) et par A17 (ou P17) sous une
forme vectorisé (afin de favoriser son entrée dans la cellule) semble prometteur. Nous

espérons dans ce cas obtenir de meilleurs résultats sur la croissance tumorale.

iii.  Effet synergique du co-traitement avec les inhibiteurs de HSP70 et le cisplatine

Par ses fonctions chaperons et anti-apoptotiques, HSP70 induit une résistance des
cellules cancéreuses aux agents anticancéreux. Nous avons pu démontrer que I’inhibition de
HSP70 au niveau intracellulaire ou extracellulaire par les aptaméres potentialise 1’effet des
agents anticancéreux comme le cisplatine. Lorsque les cellules cancéreuses sont soumises au
co-traitement avec 1’aptameére peptidique et le cisplatine, HSP70 est neutralisée et ne peut plus
exercer ces fonctions protectrices, ce qui favorise 1’effet pro-apoptotique du cisplatine. Par
ailleurs, il a été démontré que les cellules exposées a des stimuli cytotoxiques tels que le
cisplatine présentaient une augmentation de la fluidité membranaire (Rebillard et al., 2007).
En effet, la membrane plasmique constitue la premiere barriere cellulaire que rencontrent les
agents antinéoplasiques pour agir sur les cellules cancéreuses. Cette augmentation de fluidité

membranaire par le cisplatine semble étre transitoire, mais pourrait permettre de faciliter
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I’entrée de molécules thérapeutiqgues comme nos aptameres peptidiques, dans la cellule
cancéreuse, favorisant ainsi I’inhibition intracellulaire de HSP70 et donc I’effet cytotoxique
du cisplatine. Enfin, I’inhibition de HSP70 par les aptameéres peptidiques pourrait lever la
résistance des cellules cancéreuses aux agents anticancéreux, justifiant ainsi 1’utilisation de

ces inhibiteurs en association avec les chimiothérapies actuelles.

iv. Y a-t-il un avantage a combiner les inhibiteurs des HSPs ?

Nous avons découvert des inhibiteurs spécifigues de HSP70 avec des effets
anticancéreux trés intéressants. Comme présenté dans I’introduction, il a ét¢ démontré que
I’inhibition de HSP90 en clinique augmentait généralement I’expression de HSP70 (Bottoni
et al., 2009). HSP70 présente un réle de survie dans un contexte pathologique beaucoup plus
important que HSP90. De ce fait, HSP70 pourrait limiter les effets des inhibiteurs de HSP90.
Il semble donc pertinent, a la vue de nos résultats, de tester la combinaison des inhibiteurs de
HSP70 avec d’autres inhibiteurs de HSPs (HSP90, HSP27). Par ailleurs, il a été démontré que
le cisplatine inhibe I’activité chaperon de HSP90 (Rosenhagen et al., 2003). En effet, HSP90
en présence du cisplatine ne serait plus capable de se dimériser pour réaliser son cycle
chaperon conduisant a une augmentation de la dégradation de ses protéines clientes
notamment des protéines oncogéniques (Bagatell & Whitesell, 2004; L. Xiao, Lu, & Ruden,
2006). Dans nos deux articles, nous avons utilisé in vivo le cisplatine en co-traitement avec les
inhibiteurs de HSP70. Nous pouvons donc supposer en accord avec les études menées par le
Pr Rosenhagen que le co-traitement avec les aptameres peptidiques et cisplatine permettrait
de bloguer non seulement HSP70, mais aussi HSP90. Cependant, cette inhibition de HSP90
semble étre non spécifique, il serait donc trés intéressant d’entreprendre des expériences in
vitro, puis in vivo pour tester 1’effet du traitement combiné des aptameres peptidiques avec le
17-AAG (inhibiteur spécifique de HSP90) seul ou en présence d’agents chimiothérapeutiques.
Ces associations permettraient d’optimiser la qualité des traitements anticancéreux en
diminuant les concentrations des agents chimiothérapeutiques et donc leurs effets secondaires,

tout en conservant une efficacité de traitement comparable, voir meilleure.

b. HSP70 un biomargueur potentiel

Comme présenté dans 1’introduction, HSP70 est présent sous 3 formes dans

I’organisme: libre, sur les cellules tumorales circulantes et sur les exosomes Nous avons
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démontré qu’il était possible de capturer les exosomes tumoraux par le biais de HSP70. Ainsi,
il serait donc envisageable d’utiliser HSP70 en tant que biomarqueur pour la biodétection
dans le cancer. HSP70 comme biomarqueur, pourrait étre essentielle dans le domaine de la
cancérologie, a plusieurs niveaux : (i) pour la détection éventuellement précoce de la maladie
permettant une meilleure, et plus rapide, prise en charge du patient (ii) pour le suivi de la
maladie (évaluer I’efficacité des traitements et adapter la thérapie en fonction des résultats
obtenus). Dans ce travail, nous avons montré qu’il était possible de capturer les exosomes
tumoraux dérivés de lignées cancéreuses humaines a I’aide de DP’anticorps cmHSP70,
reconnaissant spécifiquement la forme extracellulaire de HSP70. Concernant les cellules
tumorales humaines circulantes, j’ai pu participer dans le cadre d’un projet européen
(SPEDOC) a I’¢laboration d’une plateforme de détection extrémement sensible pour isoler ces
cellules circulantes. Le concept de ce projet, basé sur une technique optique dite de
résonnance de plasmons de surface (technologie utilisée par le Biacore), consiste a analyser
quelques gouttes de sang d’un patient, dans des canaux de quelques microns de large (cellule
de microfluidique). A D’intérieur de ces canaux sont déposées des nanostructures en or de
quelques millimétres d’épaisseurs, recouvertes dans notre cas par ’aptamére peptidique A8
capable d’interagir spécifiquement avec HSP70 extracellulaire. Ces nanostructures
fonctionnalisées vont ainsi permettre de capturer les cellules circulantes tumorales
exprimant HSP70 lors de leur passage. Nous espérons ainsi capturer les cellules tumorales de
patients et corréler le nombre de ces cellules au stade de développement de la tumeur. A ce
jour, nous avons obtenu des résultats encourageants. Il est intéressant de noter que dans le
cadre de ce projet, nous utilisons I’aptamére A8 non plus comme un outil thérapeutique mais

comme un outil de diagnostic, élargissant ainsi I’intérét porté sur nos aptameres peptidiques.
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Conclusions et perspectives

La protéine de stress HSP70 joue un role majeur dans le développement de la tumeur
ainsi que dans la résistance des cellules cancéreuses aux agents anti-cancéreux. De
nombreuses investigations ont d’ailleurs été¢ lancées en vue de générer des inhibiteurs de
HSP70. Cependant, aucun de ces inhibiteurs semble vraiment spécifiques de cette HSP
(Evans, Chang, & Gestwicki, 2010) et un seul inhibiteur est arrivé en phase d’essai clinique:
la molécule MKT-077. Mon travail de thése s’intégre ainsi parfaitement dans la détermination

de nouveaux inhibiteurs spécifiques de HSP70.

Jusqu’a présent, la plupart des inhibiteurs de HSP70 développés étaient des molécules
chimiques. Dans ce travail, nous avons eu une toute autre approche qui consistait a
développer des inhibiteurs peptidiques: des aptaméres peptidiques et leurs dérivés. Mon
travail de thése a permis d’identifier quatre inhibiteurs de HSP70 : A8, Al7, P17 et P8.1. Ces
inhibiteurs ont pour avantage de cibler différentes parties de HSP70, A17 ou P17 lient le ABD
(ATP binding domain) alors que A8 ou P8.1 lient le PBD (peptide binding domain). Ce
ciblage différentiel présente un atout non négligeable dans I’inhibition de HSP70 car il
permettrait d’inhiber de facon préférentielle HSP70 sous sa forme intracellulaire ou
extracellulaire (Figure 19). De plus, nous avons prouvé chez 1’animal D’efficacité de ces
aptameres peptidiques et leurs dérivés seuls ou en combinaison avec des agents
chimiothérapeutiques et confirmé I’importance d’un systéme immunitaire intégre et actif dans

le traitement du cancer.
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Inhibiteurs spécifiques de HSP70

Action sur HSP70 intracellulaire Action sur HSP70 extracellulaire
A17/P17 A8/P8.1

TLR2
Exosomes

Cellule cancéreuse 1

Arrét de la croissance tumorale
Favoriser la réponse immunitaire anti-tumorale

MDSCs

Figure 19 : Synthése de mes travaux de these. Mon travail de thése a permis de mettre en évidence 4
inhibiteurs spécifiques de HSP70. A17 et P17 capable d’inhiber HSP70 intracellulaire et A8 et P8.1 inhibant

préférentiellement HSP70 extracellulaire. Ces inhibiteurs ont pour effet de stopper la croissance tumorale et de

favoriser la réponse immunitaire anti-tumorale.

De nombreuses perspectives découlent de ce projet en vue de mesurer I’efficacité de
ces aptameres et dérivés peptidiques en clinique. Tout d’abord, il est essentiel de poursuivre
I’¢tude de la biodistribution de A17 en optimisant les conditions de radiomarquage de A17
afin de passer a I’étape d’imagerie chez le petit animal. Par ailleurs, les résultats obtenus avec
A8 (et le dérivé peptidique P8.1) sont aussi trés encourageants donc une étude de
biodistribution sera également réalisée. Ensuite, dans le but d’améliorer la pénétration des
aptameres peptidiques ou des peptides dans les cellules cancéreuses, nous devons
entreprendre dans le cadre du projet Labex LipSTIC (Lipoprotéines et santé : prévention et
traitement des maladies inflammatoires non vasculaires et du cancer), la vectorisation des
inhibiteurs avec des molécules biocompatibles pour la clinique. Enfin, compte tenu des
résultats cliniques encourageants obtenus avec les inhibiteurs de HSP90 et pour pallier aux
effets secondaires observés (effets compensatoires sur HSP70), nous réaliserons des
traitements combinant ces inhibiteurs de HSPs entre eux et/ou en association avec des agents

anti-cancéreux.

Enfin, pour valoriser ce travail, il est essentiel de montrer la pertinence clinique de ces
inhibiteurs de HSP70 et, tout d’abord, en démontrant la présence chez les patients cancéreux

d’exosomes tumoraux exprimant HSP70 a leur membrane. Dans un premier temps, les
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exosomes seront isolés chez des donneurs sains a partir d’échantillons de sang ou d’urine.
L’urine a pour avantage d’étre une méthode de prélévement non invasive. Etant donné qu’il
n’existe actuellement aucun protocole standard d’isolation des exosomes dans le sang ou dans
I’urine, cette étude préalable nous permettra de déterminer les meilleures conditions
d’échantillonnage (stockage, conditions de prélévement). Cette phase a d’ailleurs déja débutée
et nos premiers résultats d’isolement des exosomes sont trés encourageants (Figure 20). Dans
un second temps, nous verifierons par différentes techniques (microscopie électronique,
cytométrie en flux, interférométrie (Octet)) que HSP70 est bien présente a la membrane des
exosomes tumoraux. Une fois le protocole bien établi, nous commencerons par une étude
prospective chez les patients atteints d’un cancer du sein triple négatif, en collaboration avec
le CGFL de Dijon. En parall¢le, des études corrélatives entre le taux d’expression de HSP70
sur les exosomes et le grade, stade et/ou évolution des tumeurs seront entreprises afin de

déterminer si HSP70 peut servir de biomarqueur dans le cancer.

100 nm

Figure 20: Exosomes isolés de I’urine d’un donneur sain visualisés par microscopie

électronique a transmission. Nous trouvons des exosomes en grande quantité dans ’urine humaine. Nous
pouvons remarquer que ces derniers présentent une hétérogénéité de taille. La caractérisation des exosomes chez

les patients cancéreux semble donc réalisable.

Pour conclure, mon travail de these, avec la découverte des peptides aptameres et leurs
dérivés, a permis de mettre en évidence de nouveaux inhibiteurs spécifiques de HSP70. Les
aptameres peptidiques et leurs dérivés sont ainsi de nouveaux outils thérapeutiques dans le
cancer. Ils pourraient également servir d’outil de diagnostic dans le cancer. Cette double
fonctionnalité de nos aptameéres peptidiques, permet d’envisager 1’utilisation de ces derniers

dans le domaine de la théranostique qui consiste a coupler le diagnostic a la thérapie.
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Anhnexe 1 :

Expression of a mutant HSP110 sensitizes colorectal cancer cells to
chemotherapy and improves disease prognosis. Dorard C, de Thonel A,
Collura A, Marisa L, Svrcek M, Lagrange A, Jego G, Wanherdrick K, Joly AL,
Buhard O, Gobbo J, Penard-Lacronique V, Zouali H, Tubacher E, Kirzin S,
Selves J, Milano G, Etienne-Grimaldi MC, Bengrine-Lefévre L, Louvet C,
Tournigand C, Lefévre JH, Parc Y, Tiret E, Fléjou JF, Gaub MP, Garrido C,

Duval Nat Med.2011.
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Expression of a mutant HSP110 sensitizes colorectal
cancer cells to chemotherapy and improves

disease prognosis
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Heat shock proteins (HSPs) are necessary for cancer cell survival. We identified a mutant of HSP110 (HSP110AE9) in
colorectal cancer showing microsatellite instability (MSI CRC), generated from an aberrantly spliced mRNA and lacking the
HSP110 substrate-binding domain. This mutant was expressed at variable levels in almost all MSI CRC cell lines and primary
tumors tested. HSP110AE9 impaired both the normal cellular localization of HSP110 and its interaction with other HSPs,

thus abrogating the chaperone activity and antiapoptotic function of HSP110 in a dominant-negative manner. HSP110AE9
overexpression caused the sensitization of cells to anticancer agents such as oxaliplatin and 5-fluorouracil, which are routinely
prescribed in the adjuvant treatment of people with CRC. The survival and response to chemotherapy of subjects with MSI CRCs
was associated with the tumor expression level of HSP110AE9. HSP110 may thus constitute a major determinant for both

prognosis and treatment response in CRC.

The human tumor phenotype referred to as MSI arises because of
defects in the DNA mismatch repair (MMR) system!~3. MSI was first
observed in inherited tumors associated with Lynch syndrome (heredi-
tary nonpolyposis colorectal cancer) and later in sporadic colon, gas-
tric and endometrial cancers (for a review, see ref. 4). The normal
function of the MMR system is to recognize and repair the errors that
arise during DNA replication, as well as to repair some forms of DNA
damage. It is now well established that MMR deficiency is not in itself
a direct transforming event and that MSI tumors develop through a
distinctive molecular pathway characterized by the genetic instability
of numerous microsatellite repeat sequences throughout the genome*.
Most oncogenic alterations found in MSI tumors are thus somatic
mutational events that affect coding repeated sequences. The major-
ity of published articles on the mechanisms underlying MSI carcino-
genesis have involved the study of CRC. These revealed that MSI CRCs
is a distinctive group from the major tumor type called chromosomal

instability (CIN) or microsatellite stable (MSS) (for review, see ref. 5).
In addition to the genetic instability in coding repeats, MSI tumor
cells accumulate hundreds of alterations in noncoding microsatellite
repeats throughout the genome?, but the functional consequences of
these mutations have yet to be thoroughly investigated.

Although MSI cancers are considered to represent a distinct
tumor entity, there is still no specific therapeutic approach that
takes into account the unique mode of cell transformation seen
within these tumors. MSI CRCs have been consistently reported
to show an improved prognosis and a different response to chemo-
therapeutic agents”-8. The reasons underlying these clinical
observations are still poorly understood. Here we identified
HSP110 as a target gene for mutation in MSI CRCs. HSP110 is a
conserved and abundant molecular chaperone whose expression
is induced by a specific set of stress conditions. HSP110 accumu-
lates abnormally in cancer cells, and this is believed to enhance
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microsatellite alteration. Numbers indicate the size of the HSP110 T, deletion in MSI tumor or adenoma samples.

their survival®~12. It is strongly expressed in colon cancer cells!?,
and gene expression profile analysis of primary CRC has linked
HSP110 expression with metastasis and poor prognosis'*.

We show in this work that a T, , mononucleotide repeat located in
intron 8 of HSP110 was systematically mutated in MSI CRC cell lines
and primary tumors. The shortening of this repeat in tumor DNA cor-
related with increased synthesis of an aberrant HSP110 transcript due
to exon 9 skipping, to the detriment of wild-type HSP110 mRNA. The
mutant transcript encoded a truncated isoform of HSP110, referred to
as HSP110AE9. The overexpression of HSP110AE9 in CRC cells severely
affected the function of HSP110 chaperone in a dose-dependent
manner. HSP110AE9 expression also increased the sensitivity to anti-
cancer agents such as oxaliplatin and 5-fluorouracil (5-FU), which are
routinely prescribed in the adjuvant treatment of CRC patients. In
agreement with these in vitro findings, the survival of people with MSI
CRC was associated with the tumor expression level of HSP110AE9.

RESULTS

HSP110 T, intronic DNA microsatellite mutations in MSI CRC
To find new mutations with a putative role in MSI-driven carcino-
genesis, we analyzed the expression pattern of 45 candidate exons
located downstream of an intron containing a mononucleotide
repeat sequence of at least eight nucleotides in the vicinity of the
splice acceptor site (Supplementary Table 1 and Fig. 1a). The search
was undertaken by nonquantitative RT-PCR using a set of human
MSI and MSS CRC cell lines (n = 20; 13 MSI, 7 MSS). A total of 43
exons were found to have the same expression pattern in MSI and
MSS cancer cell lines (Fig. 1a). In the remaining two cases (MRE11
(current symbol MRE11A) and HSP110), the presence of an addi-
tional PCR product was only detectable in MSI CRC cell lines. This
was due to exon 5 skipping in MREI1 (data not shown), as reported
elsewhere®, and exon 9 skipping in HSP110 (Fig. 1b and data not
shown). We found the presence of this additional HSP110 RT-PCR
product to be specific to MSI primary colorectal tumor samples

(Fig. 1b). We did not detect it in a series of nontumor human cell
lines used as additional MMR-proficient controls (lymphoblastoid
cell lines, LBLs; n = 20) (Fig. 1b). Among subjects with primary MSI
CRC, amplification of the additional RT-PCR product was restricted
to MSI tumor tissues and was never observed in matching normal
mucosal samples (Fig. 1b).

Next, we determined the mutational status of the HSP110 T, DNA
repeat located upstream and near the splice acceptor site in intron
8 (Supplementary Fig. 1). Allelic profiles of this noncoding repeat
were analyzed using fluorescence genotyping in our panel of MSI and
MSS CRC cell lines and primary tumors, as well as in control LBLs to
assess its polymorphic status (Supplementary Table 2). Overall, we
found that this sequence was weakly polymorphic in MMR-proficient
samples (Fig. 1¢), whereas it was systematically mutated in 13 of 13
(100%) MSI CRC cell lines and in 43 0f 43 (100%) MSI CRC primary
tumors. The allelic deletions ranged from three to eight base pairs
beyond the polymorphic zone (Fig. 1¢ and Supplementary Table 2).
The mutation frequency of HSP110 T,, was higher than that of all
coding microsatellite targets reported to date in MSI primary CRC
(Fig. 1d). We also detected this mutation in 9 of 17 (53%) adenomas
with MSI, although with smaller allelic deletions than observed for
MSI primary CRCs (Fig. 1d).

Overexpression of HSP110 mRNA lacking exon 9 in MSI CRC

We first confirmed by quantitative RT-PCR that the two HSP110 PCR
products observed in MSI cancer cell lines corresponded to HSP110
alternative mRNAs that contained or lacked exon 9 (Fig. 2a). We quanti-
fied both HSP110 mRNA containing (HSP110wt) or lacking exon 9
(HSP110AE9) in a competitive manner (Supplementary Table 2). We
observed that HSP110AE9 mRNA was weakly expressed in MSS CRC
cell lines (below 5-10% of HSP110wt mRNA; Fig. 2b). In contrast,
HSP110AE9 mRNA expression was higher in MSI CRC cell lines and
was significantly different between MSI (n = 43) and MSS (n = 20)
primary CRCs (P = 8.5 x 107>; Fig. 2b and Supplementary Table 2).
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mRNA expression was low or high, respectively (below or above the median value calculated in our tumor series; see also Supplementary Table 2).

The size of the T, deletion was significantly different between these two groups of tumors (P=1.1 x 10-13; Student’s t test). (d) Two different HSP110
antibodies (Abs) were used in western blots—one recognizing the C-terminal part of the protein and detecting the oc and B HSP110 isoforms (upper blot) and
the other targeting the N-terminal part and detecting HSP110AE9 (this Ab detects HSP110BE9 only weakly). Error bars correspond to the s.d. of measured

densitometric values. *P < 0.05. a.u., arbitrary units.

We next investigated whether mutation of the HSP110 T, intronic
DNA repeat might influence the expression of HSP110 in our series of
primary CRCs. We found that the length of T, deletion was associ-
ated with significantly increased expression of HSP110AE9 mRNA,
to the detriment of the HSP110wt transcript (Fig. 2¢; P=1.1 x 10713).
HSP110AE9 mRNA was generally expressed at low levels in MSI
tumors showing small T, deletions (3 or 4 bp; Fig. 2¢), or in MSS
tumors that were not mutated. In contrast, it was highly expressed in
MSI tumors with larger T, deletions (from 5 to 8 bp; Fig. 2c). We
confirmed these results at the protein level using western blotting in
10 MSI primary CRCs that showed variable allelic shifts in the T,
repeat (Fig. 2d; P < 0.05). We concluded that mutation of the HSP110
intronic T, microsatellite was probably the causative event leading to
aberrant expression of this chaperone in colorectal tumors.

Altered HSP110AE9 chaperone sensitizes cancer cells to die

The skipping of HSP110 exon 9 causes a frameshift that leads to
the generation of a premature termination codon in exon 10 of
HSP110AE9 mRNA (Supplementary Fig. 1). HSP110AE9 is a trun-
cated protein that contains the N-terminal ATP-binding domain but is
devoid of the substrate-binding domain (Supplementary Fig. 1). We
used several functional assays to understand the role of HSP110AE9.
We first studied its chaperone activity using a protein thermolability
assay that measures the in vitro ability of HSP110 to block protein
aggregation induced by a heat shock. Although HSP110wt showed
antiaggregation activity comparable to other HSPs such as HSP70,
HSP110AE9 did not demonstrate this chaperone activity (Fig. 3a).
Interestingly, this effect was dominant negative, because the antiaggre-
gation activity of HSP110wt was abrogated if HSP110AE9 was added
(Fig. 3a). HSP110 has been shown to associate with other chaperones
such as HSP70, and this contributes to the overall cell chaperone net-
work. We confirmed here in HCT116 cells that HSP110wt efficiently

interacted with HSP70 and with HSP27, but not with HSP90 (Fig. 3b).
In contrast, HSP110AE9 lost the ability to associate with HSP70 and
HSP27 (Fig. 3b) but associated strongly with HSP110wt, in line with
its dominant-negative effect (Fig. 3c). Finally, HSP110AE9 showed
an altered cellular localization compared to HSP110wt. Although we
found the latter both in the nucleus and cytosol, HSP110AE9 was
restricted to the cytosol (Fig. 3d). Further, HSP110AE9 was able to
block HSP110 translocation into the nucleus (Fig. 3e).

In a xenograft mouse model, HSP110AE9 expression significantly
decreased the tumorigenicity of HCT116 cells (Fig. 4a). Because the
role of HSPs including HSP110 in cancer has been linked to their
antiapoptotic properties, we investigated the effect on apoptosis of
the HSP110 truncation. HCT116, LoVo (MSI) and SW480 (MSS)
cells were transfected with HSP110wt or HSP110AE9, and apoptosis
was triggered using TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand). As expected, TRAIL induced dose-dependent
apoptosis and HSP110wt exerted a protective effect, as demon-
strated by the appearance of well-known apoptotic markers including
caspase 8 cleavage, caspase 3 activity, cleavage of the caspase 3 target
PARP, mitochondrial membrane permeation and nuclear condensa-
tion (Fig. 4b-d and Supplementary Fig. 2). In contrast, HSP110AE9
not only lacked the protective properties of HSP110wt but was
also able to block its antiapoptotic function in a dose-dependent
manner (Fig. 4c—e). Probably as a consequence, the overexpression of
HSP110AE9 in various CRC cell lines (both MSI and MSS) increased
their sensitivity to anticancer agents such as oxaliplatin and 5-FU,
two drugs commonly used in the adjuvant treatment of CRC patients
(Fig. 4f, Supplementary Fig. 3 and data not shown).

HSP110AE9 affects survival and response to chemotherapy
We next investigated the possible clinical relevance of HSP110AE9 by
evaluating the expression of HSP110AE9 mRNA relative to HSP110wt
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transcript in stage 2 and stage 3 MSI primary CRCs. This was done
in an initial retrospective series of subjects (n = 30; 20 stage 2 and
10 stage 3; Supplementary Table 3) who underwent curative surgi-
cal resection of histologically proven MMR-deficient CRC for whom
clinical data and appropriate tissue material was available. Stage 2
and stage 3 tumors were stratified into two groups according to their
level of HSP110AE9 expression (i.e., MSI- HSP110AE9Migh and MSI-
HSP110AE9Y tumors). Our in vitro results described above showed a
clear sensitization of cancer cells to anticancer agents such as oxalipla-
tin and 5-FU when the HSP110AE9/HSP110wt protein ratio increased
(Supplementary Fig. 4). Using a HSP110AE9/HSP110wt mRNA ratio
of 75%, MSI-HSP110AE9high subjects showed disease-free survival
(DFS) and response to chemotherapy that differed from those of
MSI-HSP110AE9!" subjects. The difference in DFS approached
significance for persons with stage 3 MSI CRC and for people who
received adjuvant chemotherapy but not for those with stage 2 MSI
CRC (Supplementary Fig. 5).

To validate the above clinical findings, we did similar analysis on
an independent series of subjects with MSI CRC (n = 54; 30 stage 2
and 24 stage 3; Supplementary Table 3). Here again, a closely related
HSP110AE9/HSP110wt mRNA ratio (50%) revealed the clinical
impact of the HSP110 mutant on survival and response to chemo-
therapy. This impact was substantial for persons with stage 3 CRC

and for people who received adjuvant chemotherapy (Supplementary
Fig. 5). The two subject series were combined to obtain greater sta-
tistical power. However, significant results were also obtained for
subjects with stage 3 MSI CRC when the cutoff point correspond-
ing to 75% was used for both series, after necessary normalization
of the HSP110AE9/HSP110wt ratio for the two series (P = 0.042,
NHSPIIOAE9high =7, Nysp110aEolow = 185 data not shown). In the over-
all series, the survival and response to chemotherapy of persons with
stage 3 MSI CRC were confirmed in univariate analyses to be asso-
ciated with the tumor expression level of HSP110AE9 (Fig. 5 and
Table 1). In multivariate analysis, HSP110AE9 was found to be an
independent predictor of outcome in persons with MSI CRC (Table 1
and Supplementary Table 4).

DISCUSSION

Like other stress-inducible HSPs, HSP110 protects the cell against
adverse conditions. HSP110 also provides specific crucial functions,
as hsp110 gene knockout in both yeast and Drosophila is lethal®>.
Two different isoforms of HSP110 have been described, HSP110a and
HSP110b, but their different functions in the cell, if any, are unknown.
HSP110b results from alternative splicing of exon 12 and lacks 43
amino acids from the C-terminal part of HSP110a. Notably, HSP110a
and HSP110b isoforms are irrelevant to generation of the truncated
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of the transfected proteins. HSP70 serves as a loading control. (b) Apoptosis was measured by immunodetection of caspase 8 (CASP8) and PARP
cleavage (left), or by fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis of caspase 3 activity (right), in HCT116 cells transfected with GFP-tagged
HSP110wt, HSP110AE9 or an empty vector (GFP) and treated with recombinant TRAIL ligand. (c) FACS analysis of apoptosis in GFP-positive (GFPPS,
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HSP110AE9 form identified here due to exon 9 skipping. HSP110
not only acts as a nucleotide exchange factor for HSP70 (ref. 16) but
also possesses chaperone antiaggregation activity. It is approximately
fourfold more efficient at binding and stabilizing denatured protein
substrates compared to HSC70 and HSP70 (ref. 17). Because of its
strong chaperone function, HSP110 is a very good antigen carrier
and is therefore used as an extracellular protein in vaccine formu-
lation!®1°. HSP110 chaperone activity is independent of ATP but
requires the substrate-binding domain of the protein. HSP110AE9
lacks the substrate-binding domain. As a consequence, it has lost its
HSP110 antiaggregation chaperone function and is unable to bind
HSP70, thereby also losing its function as a nucleotide exchange
factor for HSP70 proteins.

A possible explanation for HSP110 overexpression in CRC cells!?
is that they must extensively rewire their metabolic and signal
transduction pathways, thereby becoming dependent on proteins
that are dispensable for the survival of normal cells. The tumori-
genic properties of HSP110, although not fully understood, may in

part be explained by its antiapoptotic properties?®?1. Overexpression
of HSP110 has been shown to protect against apoptotic cell death
in different cellular models including colon cancer. Inversely, small
interfering RNA-mediated depletion of HSP110 induces apoptosis in
HCT116 cells!®. Interestingly, we showed in this work that a similar
induction of apoptosis in HCT116 cells was achieved by overexpres-
sion of the mutant HSP110AE9. We found that significant expression
of HSP110AE9 was restricted to colon cancer cells with MSI, thus
disadvantaging their survival. Indeed, HSP110AE9 has not only lost
the normal HSP110 antiapoptotic properties but also associates with
HSP110 to block these protective functions in a dose-dependent man-
ner. Further, when overexpressed in both MSI and MSS CRC cells,
HSP110AE9 sensitizes these cells to apoptosis induced by chemo-
therapeutic drugs. It is worth noting that these proapoptotic effects
are optimized when HSP110AE9 expression is similar to or higher
than that of HSP110wt. This probably occurs because each molecule
of HSP110AE9 forms a complex with one molecule of HSP110wt, thus
neutralizing its function.
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It is unclear why there is selection of the HSP110AE9 dominant-
negative and proapoptotic mutant in MSI CRCs. A possible explanation
is that long, noncoding mononucleotide repeats such as the T'; located
in HSP110 intron 8 are often hot spots for mutations in MSI tumors

due to the MMR deficiency?>?3. Whereas
most of these microsatellites are function-
ally anonymous, a few are endowed with
biological activity. Even though they result
in a tumor suppressor effect, frequent muta-
tion of these sequences can occur, as shown
in the current work, thus representing the
Achilles’ heel of the MSI-driven tumorigenic
process. Mutation of HSP110 T, is detected
in 53% of MSI adenomas—a frequency that
is comparable to mutation to TGFBR2 and is
an early event in the MSI-driven pathway to
cancer?®. Nevertheless, these alterations fre-
quently consist of small allelic deletions that
may have little effect on HSP110AE9 expres-
sion in these premalignant tumors. In con-
trast, all MSI tumors were mutated at T17 and
showed accumulation of HSP110AE9 at vari-
able levels. Although HSP110 T,, mutation is
an early event, it may therefore impact upon
HSP110 function in only a few adenomas. Our
hypothesis is that it acts as an anticancer event
at a later stage in the progression of MSI color-
ectal tumors. Those with high expression of
HSP110AE9 mRNA represent about 30-40%
of all subjects with MSI colon tumors. The
closely related HSP110AE9/HSP110wt mRNA
ratios of 75% and 50% were chosen in the
two independent series we analyzed, as they
maximized the difference in survival between
subjects with MSI-HSP110AE9M8" and MSI-
HSP110AE9'®Y, In line with our in vitro tran-
sient experiments that showed a progressive
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Figure 5 Clinical impact of HSP110AE9
expression in people with MSI CRC. Kaplan-
Meier univariate analyses of disease-free
survival (DFS) in persons with stage 2 or
stage 3 MSI CRC are shown according to
their HSP110AE9 expression. For statistical
analyses, only the first 5 years are shown.
Subjects from both series were combined
using series-specific cutoff points to define
HSP110AE9 expression classes (75% and 50%
for first and second series, respectively).

and dose-dependent proapoptotic effect of
HSP110AE9 in CRC cells, the ‘protective’ clin-
ical effect of HSP110AE9 is also expected to
be progressive and dose dependent, so that the
choice of a cutoff point, whatever its threshold,
is somewhat artificial. Under these conditions,
subjects with MSI-HSP110AE9Migh stage 3
CRC showed excellent survival and response
to chemotherapy. This was not observed for
subjects with stage 2 MSI CRC, however,
presumably because of the low frequency of
disease recurrence in this group.

Overall, our results are suggestive of clinical heterogeneity in people
with MSI CRC due to a dose-dependent effect of tumor HSP110AE9
expression. Because this mutant protein is expressed at variable levels
in almost all MSI CRGCs, it is likely to constitute a crucial determinant

Table 1 Association of clinical and molecular annotations to outcome (disease-free
survival) of MSI CRC patients in univariate and multivariate Cox analyses

Univariate Multivariate

Annotation Value H.R. 95% C.l. Pvalue H.R. 95% C.I. Pvalue
Expression HSP110AE9/HSP110 Low 8.9 1.2-68 0.035 11.3 1.5-87 0.020
TNM stage TNM 3 3.1 1.1-8.9 0.038 4.0 1.4-12 0.011
Age >70 2.8 0.95-8.4 0.063

Age at diagnosis - 1 1-1.1  0.073

Gender M 1.2 0.42-3.5 0.71

Tumor location Right colon 1.3 0.17-10 0.78

HNPCC Yes 0.91 0.31-2.7 0.87

CIMP Positive 0.44 0.062-3.1 0.41

CIN High 4.2x10° O-Inf  0.32

KRAS gene mutation status Wild type 0.24 0.033-1.7 0.16

BRAF gene mutation status Wild type 1.5 0.15-14 0.73

GRB14 gene mutation status Wild type 0.17 0.019-1.5 0.11

RAD50 gene mutation status Wild Type 5.3 0.59-48 0.14

BAX gene mutation status Wild type 3.8 0.42-34 0.23

TCF4 gene mutation status Wild type 2.5 0.28-22 0.42

IGF2R gene mutation status Wild type 0.78 0.13-4.7 0.78

CACNAIG methylation status Unmethylated 2.8 0.39-20 0.31

NEUROG1 methylation status Unmethylated 2.8 0.39-20 0.31

RASSF1 methylation status Unmethylated  2.3E+08 O-Inf 0.39

pl6 methylation status Unmethylated 0.55 0.078-3.9 0.56

SOCS1 methylation status Unmethylated 0.6 0.063-5.8 0.66

RUNX3 methylation status Unmethylated 0.65 0.092-4.7 0.67

IGF2 methylation status Unmethylated 1.2 0.17-8.7 0.84

MGMT methylation status Unmethylated 0.9 0.15-5.4 0.91

MLH1 methylation status Unmethylated 0.91 0.15-5.4 0.92

p14 ARF methylation status Unmethylated 0.9 0.093-8.7 0.93

CIMP, CpG island methylator phenotype; CIN, chromosomal instability; HNPCC, hereditary nonpolyposis colorectal
cancer; H.R., Cox hazard ratio; 95% C.I., 95% confidence interval of H.R. value: modality of the annotation associated
to H.R. Multivariate analysis includes only variables that are significant in the univariate analysis (P value < 0.05).

Shaded boxes indicate significant results (P < 0.05).
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of prognosis and treatment response in these tumors. We defined
a subgroup of subjects with MSI-HSP110AE9™8" that represented
approximately one third of all subjects with MSI CRC and who showed
excellent survival and response to chemotherapy. A key question will
be to determine whether distinct therapeutic protocols could be pro-
posed for persons with MSI CRC showing high or low expression of
HSP110AE9. In our cohort it was not possible to look separately at
those who received 5-FU alone, as most subjects received a combina-
tional therapy. Because subjects with MSI-HSP110AE9"igh represent
only a small fraction of persons with MSI CRC, these data do not
contradict previous results demonstrating that, overall, subjects with
MMR-deficient CRC have a worse response to 5-FU than those with
MMR-proficient CRC. They are suggestive of clinical heterogeneity
in the group of people with MSI regarding response to this drug.
We anticipate that HSP110AE9 should also show aberrant expres-
sion in MSI cancers from other primary locations such as stomach,
endometrium and other more recently reported sites?>. The target-
ing of HSPs has also emerged as an interesting sensitization strategy
in cancer therapy. Different inhibitors of HSP90, HSP27 and HSP70
(ref. 26) are currently being evaluated in persons with cancer, with
some already in phase 2 or 3 clinical trials?”. Interestingly, the present
work is the first report to our knowledge of an HSP inhibitor that is
produced endogenously by the cell. In the future, designing small
peptides that mimic the sensitizing function of HSP110AE9 and could
therefore be readily adapted to improve the treatment of both MSI and
MSS tumors may constitute viable therapeutic strategies.

METHODS
Methods and any associated references are available in the online
version of the paper at http://www.nature.com/naturemedicine/.

Note: Supplementary information is available on the Nature Medicine website.
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ONLINE METHODS

Tumor samples, cell lines. CRC cell lines were purchased from the American
Type Culture Collection (see http://www.cephb.fr/fr/gaccc/). Primary tumors
and normal colonic tissues were obtained from patients undergoing surgery.
The MSI status was determined as described?3.

Selection of candidate genes containing intronic DNA repeats. Criteria for
selection of candidate genes containing intronic DNA repeats whose instabil-
ity due to MSI might generate exon skipping or exon retention were: (i) size
of intronic repeat (IR) > 7 nucleotides (nt); (ii) beginning of IR < 40 nt before
the intron-exon junction; (iii) ‘cancer-related’ genes; and (iv) genes expressed
in CRCs.

Mutation analysis. Tumor DNA from samples was extracted using QIAamp
DNA Tissue Kit (Qiagen). Specific primers for HSP110 intron 8 were designed
using e-primer3 (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/eprimer3.html).
PCR reactions were done in a final volume of 20 ul containing 100 ng of
genomic DNA, 0.15-0.40 uM of each primer and 1 unit of HotStarTaq DNA
polymerase (Qiagen). The thermal cycling conditions comprised an initial
denaturation step at 94 °C for 10 min and 40 cycles at 94 °C for 30 s and 57 °C
for 30 s. Fluorescent PCR products were run on the ABI 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

Real-time quantitative RT-PCR analysis. Total RNA was isolated using Trizol
reagent (Invitrogen). RNA integrity was evaluated on a 2100 Bioanalyzer using
the RNA 6000 Nano LabChip kit (Agilent). Only samples with intact RNAs
were used (28S:18S RNA ratio >1.6, absence of aberrant peaks). Complementary
DNAs were synthesized using the High Capacity cDNA Archive Kit (Applied
Biosystems). For quantitative RT-PCR, we used the Applied SDS Biosystems
analysis software. Primers (5-GCTACACGAATTCCAGCTGTGA-3’
and 5-GAGCAGCATGGTTTCGACTAAA-3) and internal probes were
designed using Primer Express (Applied Biosystems) and synthesized by
Applied Biosystems. Internal probes were designed to amplify either the
HSP110wt (5"-6FAM-TACAGTGTGCAATACTT-3") or HSP110AE9 (5’-VIC-
ATGTGCATTACAGTGTTC-3’) transcripts, allowing competitive detection of
HSP110wt and HSP110AE9 transcript. The thermal cycling conditions com-
prised an initial denaturation step at 95 °C, 10 min, 40 cycles at 95 °C, 15 s, and
60 °C, 1 min.

Plasmids, transfections and immunofluorescence. HSP70 and HSP27 con-
structs were described elsewhere?®2%. The GFP-HSP110 construct was obtained
from Addgene. The HSP110 mutant was produced by PCR from GFP-HSP110
vector using the following primers: 5-CGC GCG CGC AAG ATC TAC ATG
TCG GTG GTG GGG-3’ (BglII) and 5'-CGC GCG CGC AAG CTT TCA TGA
ACA CTG TAA TGC ACA TCC-3’ (HindIII). After digestion, mutant HSP110
c¢DNA was cloned into the EGFp C2 vector. Transfections were done using the
Jet PEI reagent (Ozyme). GFP fluorescence was assessed using the Cell Observer
station (Zeiss). HSP110 chaperone activity was evaluated using a protein
thermolability assay?®.

Immunoprecipitation and western blotting. Cytosolic and nuclear extrac-
tions were obtained as described?$. GFP immunoprecipitates were separated
in SDS-polyacrylamide gels and transferred to polyvinylidene fluoride mem-
branes (Bio-Rad). Membranes were first probed using primary antibodies: HA
tag (Eurogentec), 14-3-3 (Santa-Cruz, TebuBio), HSP110 (N terminus, ab24503;
Abcam), HSP110 (C terminus; BD Biosciences) and GFP tag (Millipore). Next,
membranes were incubated with secondary antibodies coupled to horseradish
peroxidase (Jackson ImmunoResearch Laboratories).

Cell death analysis. Cells (1.5 x 10° cells per well), seeded onto 12-well
culture plates, were treated with TRAIL (150-500 ng m1~!) for 4 h, and cell
death was measured by Hoechst 33342 staining (Sigma-Aldrich). Following
treatment for 48 h with oxaliplatin (20-40 uM), cells were incubated with
antibody specific to Apo 2.7 and apoptotic cells were analyzed by flow cytom-
etry (Becton Dickinson).

Tumor growth analysis in vivo. Control and HSP110AE9-transfected HCT116
cells (4 x 10°) were mixed with Matrigel (ref.: 354234; BD Biosciences) and
injected s.c. into the right flank of nu/nu C57/BL6 mice (Charles River
Laboratories). The mice were treated according to the guidelines of the Ministere
de la Recherche et de la Technologie, France.

Subjects. Subjects with MSI CRC included those who underwent curative surgi-
cal resection of histologically proven MMR-deficient CRC (period: 1998-2003
and 2004-2007 for series 1 and 2, respectively) and for whom clinical data were
available and tumor tissue could be retrieved from the tumor collection. Samples
from the first series were initially collected to do microarray analyses so that they
all contained at least 50% of tumor cells. The study was conducted according to
the recommendations of the institutional authorities. All patients underwent
surgery at either the Saint- Antoine Hospital (Paris, France), or Clinical Centre de
Hautepierre (Strasbourg, France). Subjects with MSI CRC were treated with FL
(fluorouracil plus leucovorin), either alone or in combination with other drugs
like oxaliplatin (Supplementary Table 3). Recurrence was uniformly assessed by
physical examination with biological tests and measurement of carcinoembry-
onic antigen level, pulmonary radiography, and abdominal ultrasonography or
computed tomography every 3 months during the first 3 years after surgery, then
every 6 months for 2 years, and then annually. Patient follow-up was defined as
the time between surgery and the last hospital contact or disease recurrence.

Statistical analyses. Differences between variables were assessed with the y?
or Fisher’s exact test, and comparisons of the means with the Student’s ¢ test.
Survival curves were obtained using Kaplan-Meier estimates. For survival curves
the log-rank test with an end point at 5 years was used. Univariate and multivari-
ate associations to outcome were done using the Cox regression model.

28. Brunet Simioni, M. et al. Heat shock protein 27 is involved in SUMO-2/3 modification
of heat shock factor 1 and thereby modulates the transcription factor activity.
Oncogene 28, 3332-3344 (2009).

29. Ribeil, J.A. et al. Hsp70 regulates erythropoiesis by preventing caspase-3-mediated
cleavage of GATA-1. Nature 445, 102-105 (2007).
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Chapter 11

Quantification of HSP27 and HSP70 Molecular
Chaperone Activities

Jessica Gobbo, Caroline Gaucher-Di-Stasio, Stéphanie Weidmann,
Jean Guzzo, and Carmen Garrido

Abstract

Stress-inducible heat-shock proteins (HSPs, like HSP70 and HSP27) are molecular chaperones that
protect cells from stress damage by keeping cellular proteins in a folding competent state and preventing
them from irreversible aggregation. HSP27 and HSP70 chaperone activities are useful indicators to test
chemical products and physical stress impact on protein denaturation, to select HSP inhibitors, or to
determine the implication of the chaperone function in other HSP activities, such as apoptosis. We have
developed two simple and fast chaperone activity tests for HSP27 and HSP70 that we initially set up to test
the effect of potential HSP inhibitors obtained after screening of chemical and small molecule libraries.
These chaperone quantification tests are based on the capacity of HSP to counteract chemical or thermal
protein aggregation.

Key words: HSP27, HSP70, Chaperone activity, Chemical and thermal aggregation, Screening

1. Introduction

Molecular chaperones were first defined in 1978 by Laskey (1) as
proteins that can recognize misfolded or denaturated proteins.
Heat-shock proteins (HSPs) are powerful chaperones and the
expression of some of them is induced in response to a wide range
of physiological and environmental stresses. HSP accumulation is
necessary for cell survival after thermal, chemical, or physical insults.
Hence, it is not surprising that molecular chaperones are impli-
cated in the pathogenesis of many relevant diseases and could be
regarded as potential pharmacological targets. HSP27 and HSP70
are the most stress-inducible HSPs. Inducible HSP70 (also called
HSP72 or HSPA1) is an ATP-dependent molecular chaperone and

Stuart K. Calderwood and Thomas L. Prince (eds.), Molecular Chaperones: Methods and Protocols,
Methods in Molecular Biology, vol. 787, DOI 10.1007/978-1-61779-295-3_11, © Springer Science+Business Media, LLC 2011
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is very low expressed under normal conditions. Like other mem-
bers of the HSP70 family such as HSC70, HSP70 assists the fold-
ing of newly synthesized polypeptides, the assembly of multiprotein
complexes, and the transport of proteins across cellular membranes
(2-4). Under stresstul conditions, elevated HSP70 levels are
involved in the correct folding of misfolded or denatured proteins
(5). HSP27 (also called HSPB1 and HSPB2) is ATP-independent
molecular chaperone that inhibits protein aggregation (6). HSP27
can form oligomers of up to 1,000 kDa. The affinity of HSP27 for
the proteins to be chaperoned is modulated by its oligomerization
status, the multimer being the competent state (7). The range of
oligomerization size and the magnitude of chaperone activity
increase as the temperature increases (8, 9). Chaperone activities of
HSP27 and HSP70 are complementary to counteract the aggrega-
tion or denaturation of proteins after a stress and to contribute to
cell survival.

Here, we detailed two screening techniques to monitor eukary-
otic HSP27 and HSP70 chaperone activities. These methods were
adapted from techniques already described to measure bacterial
HSP chaperone activity after a thermal or chemical stress.

Protein aggregation by chemical insult was induced by the
reduction of disulfide bond of bovine serum albumin (BSA) using
dithiotreitol (DTT). The resulting BSA aggregation is prevented
by HSP27. A deficiency in HSP27 chaperone activity results in an
increase of turbidity induced by BSA aggregation.

The thermal aggregation is based on protein defolding by tem-
perature resulting in the exposition of charged and hydrophobic
surfaces. These surfaces can be recognized by HSP70 that stops
the nonspecific aggregation of defolded proteins.

Protein aggregation measurements after chemical stress are
better suited for HSP27 while physical stress-induced protein
aggregation (i.e., heat shock) seems best suited for HSP70. One
possible explanation is that protein aggregation induced by a heat
shock may be preceded by progressive proteins’ misfolding/dena-
turation that could be correctly folded by HSP70, thereby pre-
venting their aggregation. In our experimental conditions of
chemical insult, protein aggregation might happen too fast for
HSP70 to interfere with protein misfolding.

The protein aggregation assays described in this chapter were
set up to quantify HSP27 and HSP70 chaperone inhibitors or acti-
vators obtained after high-throughput screening. The techniques
are also useful to test HSP27 or HSP70 mutants in order to inves-
tigate the structure—function dynamism of HSP chaperone activity
or to evaluate the implication of the chaperone activity in other
HSP functions (i.e., apoptosis). Furthermore, in a more general
basis, they could also be used to test the impact of chemical prod-
ucts and physical stress on protein denaturation.
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2. Materials

2.1. Cell Gulture
(Mouse Embryonic
Fibroblast HSF1--,
See Note 1)

2.2. Cell Transfection

2.3. Cell Lysis

2.4. Aggregation Tests

2.4.1. Chemical
Aggregation Test

[S2 N NV S N o NN O U W N
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. 25-cm? culture flask.

. Cell culture medium: DMEM (Lonza).

. Fetal bovine serum (FBS) (Lonza).

. DMEM w/FBS: DMEM supplemented with 10% FBS.

. Cell culture grade trypsin solution (Lonza).

. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA): 1% (Sigma).

. Sterile washing buffer: HBSS (Lonza).

. Trypsin w/EDTA: 2.5% trypsin, 0.05% EDTA. Prepare in

advance in washing buffer. Store at 4°C.

. Transfection reagent: DreamFectTM Gold® (Oz biosciences).
. DMEM w/EBS 10%.

. Sterile washing buffer: HBSS (Lonza).

. Opti-MEM medium (Gibco).

. Human HSP27 and HSP70 plasmids: pcDNA 3.1(Invitrogen),

HA hHSP27 or hHSP70 (Home-made).

. Trypsin w/EDTA.

. Sterile washing buffer: HBSS (Lonza).

. DMEM w/FBS 10%.

. Phosphate-buffered saline (PBS) 1x (Lonza).

. Lysis buffer: 50 mM HEPES, 0.25 M EDTA, 4 M NaCl, 0.1%

NP40. Prepare in advance. Store at 4°C up to 2 months.

. Antiprotease: Prepare in advance in sterile water. Store at

-20°C.

. Lowry protein assay (Bio-Rad).

. Sonicator.

. 96-well plate (flat bottom).

. BSA: Prepare in advance at 100 g/L, store at -20°C.

. DTT: Prepare in advance at 1 M, store at -20°C.

. Sodium phosphate buffer at 50 mM, pH 7. Store at 4°C.

. Hsp27 recombinant protein: Store separate aliquots at -80°C

(see Note 2).

. Cell lysates.
. 96-well plate spectrophotometer reader (for 340 nm).
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2.4.2. Thermal
Aggregation Test

[ 2 B NS I S

. Microtubes.

. Cell lysates.

. Tris—=HCI buffer at 20 mM, pH 7. Store at 4°C.
. HSP70 recombinant protein.

. Water bath.

3. Methods

3.1. Gell Culture

3.2. Cell Transfection
(see Note 4)

3.3. Cell Lysis

. Seed 160,000 cells by flask in 7 mL. DMEM w/FBS MEF

(Mouse Embryonic Fibroblast) HSF1~/~ (see Note 3).

. Incubate at 37°C, 5% CO,, for 24 h.

. Prepare one microtube for DNA and one microtube for trans-

fection reagent per condition.

. Add in DNA tube 3 pg of HSP plasmid and complete to

100 pL with opti-MEM.

. Add in transfection tubes 12 pl. of DreamFect Gold® solution

and 90 pL of opti-MEM (sece Note 5).

. Put the DNA in the DreamFect tube. Mix gently the DNA

and transfection reagent by carefully pipetting up and down
two to three times. Incubate for 15-20 min at room tempera-
ture. Do not vortex or centrifuge (see Note 6).

. Add the mix (dropwise) onto the cells. Homogenize by gently

rocking the flask (for uniform distribution of the mixture) (see
Note 7).

. Carefully add 7 mL of DMEM w/FBS on the well wall close

to the bottom.

. Incubate at 37°C, 5% CO,, for 24 h (see Note 8).

. Remove DMEM w/FBS medium.

. To avoid FBS interference with trypsin, rinse with 5 mL of

washing buffer.

. Add 1.5 mL of trypsin w/EDTA.

4. Incubate for 5 min at 37°C. Shake slightly the flask to detach

cells.

. Recover the cells with 7 mL DMEM w/FBS (see Note 9).
. Pellet the cells by centrifugation at 200 x g for 5 min.
. Discard the supernatant and resuspend the cells in 7 mL PBS

1x. Centrifuge at 200 x g for 5 min.

. Discard the supernatant and keep the cells on ice (see Note 10).
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3.4. Aggregation Test

3.4.1. Chemical
Aggregation Test (Fig. 1a)

3.4.2. Thermal
Aggregation Test (Fig. 1b)
(see Note 16)

Quantification of HSP27 and HSP70 Molecular Chaperone Activities 141

9.

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.

For protease inhibition, add 300 uL of antiprotease to 10 mL
lysis buffer. Keep the buffer on ice (see Note 11).

Add 300 pL of lysis buffer (see Note 12).

Transfer in microtube and vortex for 10 s. Keep on ice during
20 min for cell lysis.

Sonicate for 10 s, power 10%.
Centrifuge at 14,000 x4 for 15 min at 4°C.
Transfer the supernatant in another tube.

To determine protein concentration, use Lowry protein assay.
Adjust protein concentration of all samples at 2 mg/mL with
sodium phosphate bufter or Tris—HCI buffer (see Note 13).

Samples can be stored at -80°C supplemented with 3% of glyc-
erol before aggregation test (see Note 14).

. Defreeze BSA and DTT at room temperature.
. Run a 2-h kinetic at 340 nm at 45°C, shake for 10 s before

read, and read every 2 min.

. In each sample, add successively 20 pL of BSA, 100 pL of

cell lysates at 2 mg/mL of protein, complete to 197 uL
with sodium phosphate buffer, and finally add 3 uL DTT (see
Note 15).

. Dilute the samples to a protein final concentration of 2 mg,/mL.
. Add 100 pL of Tris—HCI buffer to 200 puL of samples (see

Note 17).

. Incubate for 45-60 min at 55°C in a water bath.
. Put samples on ice to stop protein aggregation.

. Centrifuge for 10 min, 16,000 x4, at 4°C to pellet aggregated

proteins.

. Measure protein concentration in the supernatant with Lowry

technique.

. Subtract the final protein concentration measured in the super-

natant from the initial concentration (2 mg/mL)=protein
aggregation.

4. Notes

. MEF HSF1-/~ cells do not express HSP70 and HSP27.

. HSP27 recombinant protein is used as protein aggregation

negative control.
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a b
MEF HSF1 - Iysates at2 mgimL MEF HSF1 -/- Iy:*ates at2 mg/mL
+ .
recombinant HSP27 recom bﬁn_t HSP7D
+/ - AR
putative inhibitor putative inhibitor
1) Add 20 uLBSA 1) 4560 minat55°C
2) Add3 uLDTT 2)Spin 16000 x g
10 min, 4°C
Kinetic 2 h at45%C (340 nm) Supernatant protein concentration (680 nm)

Fig. 1. Schematic representation of the two chaperone activity tests. (a) Chemical aggregation test for HSP27. BSA Bovine
serum albumin, DTT Dithiothreitol. (b) Thermal aggregation test for HSP70.

11.

12.

13.

14.

. Prepare two 25-cm? flasks by transfection conditions. Do not

use 75-cm? flasks.

. Alternatively to cell transfection, HSP recombinant proteins

can be added to the cell lysates (see Fig. 1).

. Always prepare the complexes in medium without serum or

PBS because serum can interfere with vector assembly.

. The diluted solutions should be combined within 5 min. It is

important to put the DNA in the Dreamfect® never do the
opposite. Because the transfection would be ineffective.

. To avoid the dissociation of the transfection complexes, take

slowly the mix with P1000 micropipet.

. After transfection, do not change the culture medium.
. To pellet the cells, pool two 25-cm? flasks in the same tube.
. The cells can be kept at -20°C for 2 weeks. After centrifuga-

tion, discard the supernatant very well and put at -20°C.

The lysis buffer containing antiprotease cannot be stored for
more than 24 h to keep antiprotease activity.

Use the smallest volume of lysis buffer possible to avoid sample
dilution (final concentration of 2 mg/mL).

For chemical aggregation test, use sodium phosphate bufter,
and Tris=HCI buffer for thermal aggregation test. Before
aggregation test, control HSP expression by western blot.

Glycerol protects protein activity from freezing damage.
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15. Add DTT at last. Use HSP27 as aggregation negative control.
If you want to test HSP27 inhibitors, put inhibitors in these

steps.

16. Keep the samples on ice during preparation.
17. Add HSP70 inhibitors in these step to test the effect of inhibi-

tors of the protein.
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ABSTRACT:

A major endeavour in cancer chemotherapy is to develop agents that specifically
target a biomolecule of interest. There are two main classes of targeting
agents: small molecules and biologics. Among biologics (e.g.: antibodies),
DNA, RNA but also peptide aptamers are relatively recent agents. Peptide
aptamers are seldom described but represent attractive agents that can inhibit
a growing panel of oncotargets including Heat Shock Proteins. Potential pitfalls
and coming challenges towards successful clinical trials are presented such
as optimizing the delivery of peptide aptamers thanks to Nanotechnology.

Rational drug design is the quest, launched by
Paul Ehrlich about a century ago, for designing a ‘magic
bullet’: a targeting agent that specifically interacts with,
and mostly inhibits, a biomolecule of interest. Essentially,
this biomolecule is an intracellular or membrane-bound
protein identified as contributing to a disease state. The
choice of the protein to be targeted is constrained by our
ability obtain highly specific, bioactive ligands. Usually,
for small molecules, a requirement is the presence of a
pocket (e.g.: the ATP-binding cavity of protein kinases)
where the targeting agent can fit snugly and establish the
multiple low-energy interactions in 3 dimensions that
confers its (high) affinity and specificity.

Within the last 10 years[1], a number of such
targeting agents have been discovered by screening or
rational design. They fall in 2 classes: small molecules and
biologics. The former are developed by (pharmaceutical)
chemists, with imatinib as an archetype. The latter
originate from molecular biologists and are typically
represented by monoclonal antibodies (mAbs) such as
trastuzumab or cetuximab. Due to their size (molecular
weight <500Da[2]), small molecules are relatively easy
to synthesize, can diffuse well (including through the
membrane bilayer) and are generally orally available[3].
On the other hand, mAbs are large (~150kDa[4, 5])
and complex molecules[6] that are delivered intra-
tumorally or intravenously[3]. To reduce the immune

response they inherently trigger, efforts were devoted
to design new generations of antibodies switching
from murine antibodies to: chimeric (~60% human,
example: Cetuximab[7]), humanized (~90% human,
e.g.: Trastuzumab) or human antibodies (100%, e.g.:
Panitumumab). Up to now, biologics have in fact a higher
rate of approval success rate (18% for chimeric and 24%
humanized monoclonal antibodies) than new chemical
entities including small molecules (5%)[3, 8] especially
in oncology[3].

ANEW TOOL: PEPTIDE APTAMERS

Among biologics, aptamers (a word combining the
Latin aptus ‘fitting’ with the Greek meros ‘part’[9]) are
emerging as a new class of targeting agents. Aptamers
(i.e.: DNA, RNA aptamers) but also peptide aptamers are
indeed apt to specifically inhibit biomolecules of interest
with high affinity[9-11].

Peptide aptamers consist of a short (~10-20 amino
acids), conformationally constrained[12] variable random
peptide sequence inserted into a scaffold protein (most
often the bacterial protein thioredoxin A[12, 13]) as shown
in figure 1. They can thus be considered as miniaturized,
simplified antibodies[12, 13]. A unique feature of peptide
aptamers relies in their doubly constrained target-binding
loop[13], compared to other man-made biomolecules that
consist of peptidic sequences fused terminally to a carrier
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protein. Constrained conformations[13-15] require less
energy to bind the target of interest, resulting in peptide
aptamers with high affinities and K| values in the 10 — 100
nM range[10, 12]. Compared to monoclonal antibodies,
DNA, RNA and peptide aptamers are relatively small,
weighting ~10-20kDa[16] with reduced immunogenicity
compared to antibodies[9].

TRANSLATION TO THE CLINICS:
MICE AND MEN:

OF

Of the ~108,400 recorded clinical trials (http://
clinicaltrials.gov/, last access: the 8" of June 2011), ~5,500
are involving targeted therapies, with ~1,700 in the field
of oncology. Among these, there are ~500 trials assessing
peptides but only 3 studies concerning aptamers (none
with peptide aptamers). There are at least 2 interesting
approaches to be enlightened. One is the success of
Pegaptanib sodium (Macugen, Eyetech Pharmaceuticals/
Pfizer), the first FDA-approved aptamer (December 2004)
for use in humans. As with other types of agents, it took
about a decade of preclinical development to improve
and characterize its biological effects[17]. Nevertheless,
this anti-VEGF pegylated RNA aptamer developed
for the treatment of neovascular age-related macular
degeneration is now involved in ~50 trials. Another
interesting example includes AS1411 (4 clinical trials) for
the study of Acute Myeloid Leukemia (2 clinical trials),
Renal Cell Carcinoma (1 clinical trial) and advanced
tumors (1 clinical trial). This DNA aptamer targeting
nucleolin induces apoptosis and may be combined with
cytarabine to obtain a synergistic effect. It is the first-in-
class DNA aptamer anticancer agent, and is currently in

Figure 1: Oncotargets of peptide aptamers. The typical
structure of a peptide aptamer is composed of a constant
scaffold (in blue, e. g. : the bacterial protein thioredoxin A) with
an inserted short variable random region (in red). A panel of
oncotargets inhibited by peptide aptamers is provided.

phase II clinical trials including solid tumours[18].

More recently developed, peptide aptamers are
to date tested in preclinical models only. In the context
of oncology, in vitro and/or in vivo data indicate that
peptide aptamers are able to inhibit a growing panel of
oncotargets including: the human papillomavirus HPV16
E6 oncoprotein[19] in 2000, ErbB2 receptor[20], mutant
p53[21], but also HSP70[22] and HSP27[23] within these
last months. So what are the foreseen barriers towards
successful clinical trials?

Reaching the tumor

To date, peptide aptamers target the cancer cells via
different means. The two most frequent delivery options
are liposome-like chariots and protein transduction
domains (PTDs). Potential issues of the former approach
might be related to toxicity and stability. Concerning the
later, the most widely used PTD, derived from HIV-TAT
protein, is a positively charged sequence that represents
an interesting approach. However, it might affect protein
structure. Far from trivial, delivering the targeting agent
specifically to the desired site of action will more than
probably benefit from nanotechnology. Several ongoing
clinical options exist. They include drug delivery systems
composed of: lipid nanoparticles, albumin-based,
micelles, polymer-based or gold nanoparticles[9] that
should be investigated for peptide aptamers.

Dose calculations

Different from organic small molecules by nature,
dose calculations for biologics nevertheless remain almost
exclusively traditional[24] even though they exhibit
non-linear dose-response curves[6]. As targeting agents
are often combined with cytotoxics (e.g.: doxorubicin,
cisplatin or taxol), drug combinations need careful
evaluation. Also, the design of clinical trials for targeting
agents should be revisited accordingly[25].

Early detection

Obviously, the earlier the disease is detected, the
greater the chances of curing it. Efforts should be devoted
to improve current detection limits. Also, it is necessary
to develop and validate appropriate biomarkers for cancer
diagnosis as well as treatment follow-up[26]. Interestingly,
aptamers can be functionalized onto sensing schemes for
biodetection[9] with the emerging ‘aptasensors’[27].

Patient selection: when one treatment does not fit
all

Related to early detection is the identification of the
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right panel of patients. Cancer is known to be a highly
heterogeneous disease. For instance, the EGFR pathway
is disrupted in fewer than 15% of patients with lung
cancer[28]. One of the 4 EGFR family member, HER2,
is overexpressed in ~30% of breast cancers[6, 29]. Thus,
averaging the response of a few responders in an overall
non-responding group would be cancelled out and the
development of companion diagnostics to eventually
identify suitable patients is mandatory.

Side effects: evolution for every one

Since “Nothing makes sense in medicine except in
the light of biology”[30] and also that “Nothing in biology
makes sense except in the light of evolution”[30], it may
prove useful to get insights from an evolutionary process
that shaped us over a couple of billions of years. The quest
for new agents have led to some disastrous clinical trials
like CAST and SWORD in cardiology[31]. Some of the
lessons learned are that searching for druggable portions
of different types of ion channels (e.g.: sodium, potassium)
may lead to a common —well conserved- protein domain
(e.g.: the pore-forming modules[32]) that is shared by
those different types of channels[33], potentially leading
to undesired effects and complex cardiac patterns[31],
sometimes lethal. In cancer, a similar pitfall was recently
noticed when assessing the selectivity of erlotinib
hydrochloride, gefitinib and imatinib for instance[29].
Targeting ATP-pockets is actually a very common trend
in rational drug design since these pockets exhibit high
druggability indexes and may be seen as a bias from the
concept of druggability. Therefore, when intending to
design a specific inhibitor, one should also evaluate sets of
related targets which contain similar pockets. For protein
kinases for instance, the human kinome space was found
to consist of 518 kinases[34]. As a general guideline, a
threshold of 60% sequence identity was determined for
the ATP-pocket that differentiated between binding sites
of related kinases versus variations in the binding sites
of the same kinase[35]. This indicates that kinases with a
sequence identity >60% have a high probability of being
inhibited by the same compounds[35]. Peptide aptamers
were in fact developed to circumvent the requirement
of targeting pockets and to address other types of target
sites, non-druggable by small molecules. They can inhibit
protein function via the disruption of protein-protein
interactions or a number of other mechanisms[36]. In the
context of protein kinases, inhibitory peptide aptamers
would be expected to be more specific than their small
molecules inhibitors, thereby reducing side-effects related
to off-targets inhibition.

CONCLUDING REMARKS

The attrition rate in clinical trials remains high,

especially in cancer[8]. One major reason probably
relies in the intrinsic heterogeneity of tumors that
harbour several mutations[37, 38]. Therefore, instead of
heading for the design of the magic bullet, one may in
fact want to broaden the spectrum of targets, and move
towards polypharmacology as interaction networks play
an increasing role in our current understanding of drug
efficacy and side effects[39-41]. It was indeed found for
instance that one of the archetypes of targeted therapy,
imatinib, inhibits other proteins as well and is thus in
fact not perfectly specific[39]. Alternatives to ‘dirty’ or
promiscuous drugs intended to target and inhibit a set of
pathways disrupted in cancer include targeting a molecular
chaperone, ideally an inducible heat shock protein[22,
23, 42]. The rational is that cancer cells, because they
must extensively rewire their metabolic and signalling
networks, need for their survival an abundant content of
chaperones like the inducible HSP70 or HSP27 that are no
or hardly expressed in normal cells. This general cancer
cells’ addiction to heat shock proteins make the recently
described HSP70 and HSP27 peptide aptamers all the
more interesting as sensitizing agents in cancer therapy.
However, the use of peptide aptamers as targeting agents
in cancer therapy need to be carefully validated since the
existing data is only preclinical.
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First discovered in 1962, heat shock proteins (HSPs) are highly studied with about 35,500
publications on the subject to date. HSPs are highly conserved, function as molecular chap-
erones for a large panel of “client” proteins and have strong cytoprotective properties.
Induced by many different stress signals, they promote cell survival in adverse conditions.
Therefore, their roles have been investigated in several conditions and pathologies where
HSPs accumulate, such as in cancer. Among the diverse mammalian HSPs, some members
share several features that may qualify them as cancer biomarkers. This review focuses
mainly on three inducible HSPs: HSP27 HPS70, and HSP90. Our survey of recent literature
highlights some recurring weaknesses in studies of the HSPs, but also identifies findings
that indicate that some HSPs have potential as cancer biomarkers for successful clinical
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INTRODUCTION

Heat shock proteins (HSPs) are important molecular players in
the cellular stress response (Macario and Conway de Macario,
2004). They can be divided into five superfamilies according to
their molecular weight: small HSPs [or HSPB family with the
recent ontology (Kampinga et al., 2009)], HSP40 (DNAJ ), HSP70
(HSPA), HSP90 (HSPC), and HSP110 (HSPH). Two main func-
tions have been described for HSPs: firstly, they act as molecular
chaperones thereby playing a role in protein folding, aggrega-
tion, transport, and/or stabilization. Secondly, they prevent cell
death, for instance by preventing post-mitochondrial apoptosis in
caspase-dependent (e.g., HSP27, HSP70,and HSP90) and/or inde-
pendent (e.g., HSP70) pathways (Gallucci and Matzinger, 2001).
HSPs were first discovered in Drosophila melanogaster as a set
of proteins whose expression was induced by heat shock. They
are highly conserved proteins, present in the three domains of
life: archaea, bacteria, and eukaryotes (Macario and Conway de
Macario, 2004). HSPs are now also called stress proteins since their
expression was found to be induced in response to a wide variety
of physiological and environmental insults allowing cells to sur-
vive to otherwise lethal conditions. Stressors can be physical and
chemical insults such as radiation, including ultraviolet light and
magnetic fields, compression, shearing and stretching, hypoxia,
pH shift, nutrient deprivation, or exposure to reactive oxygen
species, alcohols, or metals. They also include biological insults
such as fever, cold, infection, inflammation, diseases including
cancer, cardiac diseases, and neurodegenerative disorders. Cel-
lular stress can also be triggered by treatments with anticancer
drugs or antibiotics (Ciocca and Calderwood, 2005; Macario and

Keywords: heat shock protein, danger signal, detection, biomarker, stress, cancer

Conway de Macario, 2005; Garrido et al., 2006; Jego et al., 2010;
Willis and Patterson, 2010; Macario etal.,2011). HSPs are reported
to be overexpressed in several pathologies. As such, members of
the large HSP family are studied widely as they may represent
interesting biomarker candidates. Chaperones such as HSP70 and
HSPI0 tend to be team-players, acting together with other chaper-
ones and cochaperones (Macario and Conway de Macario, 2005).
Chaperone—cochaperone complexes such as HSP70, HSP40, and
nucleotide-exchange factor are able to help nascent polypeptide
chains to fold properly, refold damaged molecules, and can also
direct proteins to a protein-degrading mechanism such as the
ubiquitin—proteasome system (Lanneau et al., 2010). Each HSP is
localized in one or a set of specific compartment(s). For instance,
HSP70 and HSP90 can be present in the cytosol and the nucleus,
whereas HSP60 is found in mitochondria (see Figure 1) and grp78
(Bip, or HSPA5) in the endoplasmic reticulum. Microorganisms
may be another source of detectable HSPs. Indeed, humans may be
considered as a “superorganism,” colonized by around a thousand
different species of microorganisms. These are mostly bacterial
cells present in the intestinal tract. These bacterial cells outnum-
ber our cells by at least a factor of 10, (the total number of cells
comprising the adult human body, both native and foreign, being
estimated to ~10'*) and their genes outnumber our own by a
factor of 100. These HSPs from microorganisms often induce a
proinflammatory response. Thus, when measuring anti-HSP lev-
els, especially against a conserved constitutive chaperone such as
HSP60, it is important to consider the protein may originate from
microorganisms. In this review we will focus on HSP60 and the
three most inducible HSPs: HSP27, HSP70, and HSP90.
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Stressors
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Disease Cancer cell
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FIGURE 1 | Stressors of physical, chemical, or biological origin, as well
as diseases such as cancer can induce the accumulation of heat shock
proteins necessary for the survival of cancer cells. This scheme
illustrates the main localizations of HSP60, present in the mitochondria, and
the three inducible cytosolic/nuclear HSPs: HSP27 HSP70 (also found in
the cell membrane), and HSP90.

EXTRACELLULAR HSPs: CIRCULATING AND MEMBRANE-BOUND HSPs
Due to their lack of a transmembrane domain, HSPs are considered
intracellular soluble proteins (Gallucci and Matzinger, 2001) that
can be induced by a wide panel of stress signals and have strong
protective properties. However, HSPs such as HSP27, HSP60,
HSC70, HSP70, and HSP90 can also be found in the extracel-
lular environment where their role is believed to be immunogenic
(Schmitt et al., 2007). How HSPs are found in the extracellular
medium is still a debated issue. HSPs lack the consensus signal
for secretion via the classical Golgi pathway. The first hypothesis
was attributed to spontaneous cell death leading to HSP extrava-
sation (Basu et al., 2000). However, it was found that undamaged,
live cells released HSP70 by an active non-classical secretory path-
way that was not affected by ER Golgi system inhibitors such as
brefeldin A (Hightower and Guidon, 1989; Hunter-Lavin et al.,
2004). Thus, active release of HSP70 might occur through one
or more alternative mechanisms (Nickel and Seedorf, 2008). Dif-
ferent pathways have also been proposed for HSP70 release: a
lysosome—endosome pathway (Mambula and Calderwood, 2006)
or a release by secretory-like granules (Evdonin et al., 2006), but
the bulk of the evidence points to an insertion of HSP70 oligomers
into the lipid bilayer of export vesicles. These oligomers form ATP-
dependent ion channels, leaving only a small C-terminal region of
the protein outside (Vega et al., 2008). Thus, several mechanisms
have been proposed to account for the release of these HSPs into
biofluids, however the question remains unresolved (Didelot et al.,
2007; Joly et al., 2010; De Maio, 2011).

Some HSPs can also be found on the cell surface, such as HSP70.
This has been widely reported in a variety of conditions, especially
for cancer and immune cells (De Maio, 2011). For cell surface
display to occur, a high intracellular HSP level is thought to be
necessary. For display of HSP70, for example, only about 10% of

the intracellular HSP70 is translocated to the cell membrane. The
high specificity of HSP70 and HSC70 for membranes seems to
be related to membrane fluidity and thus to lipid composition
of the bilayer, due to affinity for phosphatidylserine and choles-
terol (Arispe et al., 2004; Schilling et al., 2009). Presence of HSP70
in the membranes was stable even when treated with non-ionic
detergent, suggesting its insertion into lipid rafts (Hunter-Lavin
et al., 2004; Vega et al., 2008). In contrast to intracellular HSPs
that mainly play a cytoprotective role, some extracellular HSPs
such as HSP27 and HSP70, have immunogenic properties (Didelot
etal., 2007) and may induce either a pro- or an anti-inflammatory
response. Because cell membranes can contain a certain amount of
HSPs, exosomes, and other vesicles derived from these membranes
also harbor HSPs on their membranes. For example, membrane-
bound HSP70 in vesicles were shown to activate macrophages
(Vegaetal.,2008). We have recently shown that tumor-derived exo-
somes harboring HSP70 in the membrane triggered STAT3 acti-
vation in myeloid-derived suppressive cells, leading to tolerance of
the immune system to the tumor cells (Chalmin et al., 2010). Such
tumor-derived exosomes displaying HSPs may provide interesting
options for cancer detection and need to be further explored.

BIOMARKERS

A useful biomarker needs to fulfill several criteria (Seigneuric et al.,
2010). It should ideally be at least: (i) overexpressed and positively
associated with the pathology of interest in order to identify cases,
(ii) specific to the pathology of interest, (iii) relatively easy to mea-
sure, ideally by non-invasive assays, and (iv) induced as early as
possible to enable early detection.

The most widely used techniques for the investigation of extra-
cellular HSPs as cancer biomarkers have been: immunohistochem-
ical (IHC) stainings to detect the presence of a given HSP from a
biopsy, tissue microarrays (TMA), western blot (WB) analysis, and
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), which allows HSP
levels to be quantified down to a few nanograms per milliliter, but
requires labels that may denature the protein of interest.

HSP27

HSP27 belongs to the small heat shock protein family. Its struc-
ture and function are thought to be modulated by phosphorylation
mediated by MAPK2. Intracellular HSP27 plays an anti-apoptotic
role through interaction with Bid or cytochrome ¢ (Bruey et al,,
2000) and also has a main role as a chaperone, preventing the
aggregation of misfolded proteins. As such, HSP27 may contribute
to the pathogenesis of human diseases such as cancer, autoim-
mune diseases, neurological disorders (e.g., Alzheimer’s disease),
and cardiovascular diseases, where HSP27 has been investigated as
a biomarker for myocardial ischemia (Ghayour-Mobarhan et al,,
2011). In the context of oncology, HSP27 has been detected in
both the intracellular and extracellular environment. An increased
level of HSP27 has been reported in ovarian cancer, and more fre-
quently in prostate and breast cancers. Overexpression of HSP27
was found to correlate with poor prognosis for patients with these
diseases (Langdon et al., 1995; Calderwood, 2010; Khalil et al.,
2011). HSP27 was also reported to contribute to invasion and
metastasis (Xu et al., 2006), suggesting that HSP27 could be a
biomarker for the diagnosis of cancer (Lee et al., 2005).
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In a study of biopsy samples from prostate cancer patients,
expression of intracellular HSP27 was reported using IHC
stainings (see Table 1). It was observed that HSP27 expres-
sion in prostate cancer tissue was up-regulated compared to
the controls (Miyake et al., 2006). Similar qualitative results
were also obtained in breast cancer (Rui et al., 2003). HSP27
levels in serum and/or tumor microenvironment were deter-
mined by ELISA. Serum levels of HSP27 were significantly higher
(P<0.001) in breast cancer patients (1,038.38 £ 155.37 pg/mL;
n=32) compared to healthy controls (256.29 & 54.01 pg/mL;
n=26). Interestingly, HSP27 released by patients’ tumor cells
were significantly greater (P<0.0001) than that measured
in the serum with 24,220 £+ 4,796 pg/lO6 cellssmL (n=7) and
1,459 & 471 pg/10° cells/mL (n = 7), respectively. Another study of
breast cancer patients showed that HSP27 levels in the interstitial
fluid isolated from primary breast tumor could be extremely high:
2,615,428 4 566,442 pg/mL; (n = 7). This concentration was more
than: 2,500-fold higher than that detected in patients’ serum, more
than 100-fold that of patients’ breast tumor culture supernatants,
and more than 25-fold higher than the HSP27 level detected in the
normal breast tissue interstitial fluid (103,600 £ 35,702 pg/mL).
Although the number of patients was very small (n = 3), this pre-
liminary study suggests highly elevated levels of soluble HSP27
in the human primary breast tumor microenvironment (Banerjee
etal., 2011). It would be interesting to confirm this finding with a
larger cohort of patients.

HSP60

HSP60, initially called chaperonin, was one of the first chaper-
ones studied. It plays an essential role in the transport and folding
of mitochondrial proteins, and is reported to be associated with
different cancers (see Table 2).

Clinical data from patients with localized and locally advanced
prostate cancer showed an association between IHC expres-
sion of HSP60 and tumor progression. HSP60 expression was
also reported to be highly associated with androgen indepen-
dence in the group of locally advanced cancers with andro-
gen ablation (Castilla et al., 2010). The intensity and extent of
immunoreactivity of HSP60, estimated by TMA analyses, signif-
icantly predicted biochemical recurrence. It was shown that, for
patients with intense HSP60 staining in biopsy, recurrence-free
survival was shorter than in those with weak expression (Glaess-
gen et al.,, 2008). A study performed in human prostate cancers
indicates that HSP60 expression assessed via IHC increases in
both early and advanced prostate cancer when compared with
non-neoplastic prostatic epithelium (Cornford et al., 2000). The
semi-quantitative evaluation of HSPs expression level showed
no association with Gleason score neither for the early nor for
the advanced cancers. Data from WB analyses of whole lysates
in prostate cancer cell lines was consistent with data from tis-
sue specimens. Indeed, each of the malignant cell lines tested
showed an increased HSP60 expression but no identifiable differ-
ence in relative expression between stage or grade of the individual
cancers.

The prognostic significance of HSP60 in cervical cancer caused
was assessed by 2-DE, semi-quantitative reverse transcriptase poly-
merase chain reaction (RT-PCR) and WB analyses (Hwang et al.,
2009). The results from 2-DE proteomics, confirmed by WB
analyses (P < 0.05), suggest that HSP60 may be involved in the
development of cervical cancer.

Autoantibodies may be an excellent tool for the early diagno-
sis of cancer. Many studies have investigated the tumor-associated
autoimmune response to identify new early diagnostic markers.
In breast cancer patients, ELISA experiments showed the presence

Table 1 | Selection of recent publications assessing HSP27 as a biomarker in cancers.

Sample type Cancer type Total number of samples Assay Finding/claim (References)

Biopsy Prostate 97 patients IHC HSP27 expression level was significantly associated with Gleason score,
but not with studied factors before radical prostatectomy (Miyake et al.,
2006)

Tissue Prostate 120 patients; 60 controls IHC The level of HSP27 expression was correlated with their Gleason grade and
associated with poor clinical outcome (Cornford et al., 2000)

Tissue Bladder 42 patients; 10 controls IHC No correlation between HSP27 expression and grade was found (Lebret
et al., 2003)

Tissue HCC 38 patients IHC, DI HSP27 expression increased with the progression of hepatitis B virus-
related HCC (Lim et al., 2005)

Tissue Prostate 193 patients IHC HSP27 expression significantly associated with several conventional prog-
nostic factors (Miyake et al., 2010)

Serum Breast 32 patients; 26 controls ELISA Higher levels of HSP27 released in the tumor microenvironment compared
to serum levels of cancer patients (Banerjee et al., 2011)

Serum Breast 76 patients; 54 controls 2-DE; MALDI- HSP27 was up-regulated in the serum of breast cancer patients (Rui et al.,

TOF-MS 2003)
Serum Ovarian 158 patients; 80 controls ELISA The mean concentration of anti-HSP27 antibodies was significantly higher

than in the control group (Olejek et al., 2009)

Techniques are: 2-DE, two-dimensional gel electrophoresis; DI, dot immunoblot; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay, IHC, immunohistochemical analyses;

MALDI-TOF-MS, matrix-assisted laser desorption/ionization — time-of-flight — mass spectrometry. HCC stands for hepatocellular carcinoma.
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of autoantibodies against HSP60 and the level of serum HSP60
antibodies was found to be dependent on the cancer grade. Inter-
estingly, high grade tumors showed a more elevated level of HSP60
autoantibodies compared to low-grade tumors. HSP60 mRNA lev-
els were significantly higher in primary breast cancer compared
to healthy breast tissues. Using IHC, it was found that HSP60
expression increased from normal to invasive tissues (Desmetz
et al., 2008). Based on a serological proteomics-based approach, a
humoral immune response in patients with breast cancer related to
HSP60 was found (Hamrita et al., 2008). These authors looked for
the presence of IgG antibodies against MCF-7 cell line proteins.
They found a higher level for the molecular chaperone HSP60.
In line with these results, IHC analyses performed on breast can-
cer biopsies showed increased expression of HSP60 in tumors of
advanced clinical stage when compared with earlier stage carcino-
mas (Isidoro etal.,2005). These results support the fact that HSP60
overexpression during the initial stages of breast carcinogenesis
may be clinically relevant for the early diagnosis of breast can-
cer. HSP60 was also identified by antibodies in sera from patients
with chronic hepatitis, liver cirrhosis, or hepatocellular carcinoma.

However, HSP60 antibodies in precancer conditions were not a
useful candidate as a biomarker for pancreatic cancer. Further
investigations should be performed to determine the quantitative
changes of this chaperone protein associated with early events
leading to tumorigenesis (Looi et al., 2008). In colorectal car-
cinoma, the elevated expression of HSP60 showed a significant
association with tumor differentiation, and may indicate a worse
prognosis (Mori et al., 2005).

The correlation of HSP60 expression with tumor growth and/or
progression makes this chaperone protein a potential biomarker.
However, more efforts should be devoted to quantitative analy-
ses of HSP60 expression to resolve existing contradictory findings
concerning its association with a good or a poor prognosis (see
Table 2).

HSP70

The HSP70 superfamily consists of at least 13 members (Kampinga
et al., 2009). Inducible HSP70 (HSPA1A or HSP72), an exten-
sively studied, powerful ATP-dependent chaperone with key anti-
apoptotic properties (Garrido et al., 2006; Didelot et al., 2007;

Table 2 | Selection of recent publications assessing HSP60 as a biomarker in cancers.

Sample type Cancer type Total number of samples Assay Finding/claim (References)
Biopsy Prostate 107 patients WB; IHC HSP60 is overexpressed in tumors and strongly associated
with prognostic clinical parameters (Castilla et al., 2010)
Tissue Cervical 20 patients; 20 controls 2-DE; RT-PCR; Increased HSPB0 expression (Hwang et al., 2009)
WB
Tissue Prostate 289 patients IHC; TMA HSP60 overexpression was correlated with both biochem-
ical recurrence and Gleason score (Glaessgen et al., 2008)
Tissue Bladder 42 patients; 10 controls IHC HSP60 low expression levels correlated with higher tumor
stage. Loss of HSP60 expression was correlated with
tumor infiltration (Lebret et al., 2003)
Tissue Breast 149 patients IHC; TMA No association was found between HSP60 and prognosis
(Sebastiani et al., 2006)
Tissue Colorectal 44 patients cDNA A significant association of HSP60 with tumor differentia-
microarray; tion and pT stage was observed (Mori et al., 2005)
IHC
Tissue, cell line  Prostate 120 patients; 60 controls IHC; WB No correlation was found between levels of HSP60 expres-
sion and phenotypic behavior of individual primary prosta-
tic cancers (Cornford et al., 2000)
Tissue Breast 101 patients; 13 controls WB; IHC Increased expression of HSP60 compared with controls.
HSP60 correlated with patient overall survival (Isidoro
etal., 2005)
Tissue HCC 38 patients IHC, DI Expression of HSP60 decreased during hepatocarcinogen-
esis (Lim et al., 2005)
Serum, tissue, Breast; ovarian; prostate; 147 patients; 93 controls ELISA; 2-DE; HSP60 was overexpressed during the first steps of breast
cell line ductal carcinoma WB; RT-PCR; carcinogenesis (Desmetz et al., 2008)
IHC
Serum cell line  Breast 40 patients; 42 controls IHC; MALDI-  Significantly higher level of autoantibodies against HSP60
TOFR-MS; in breast cancer patient sera (Hamrita et al., 2008)
2-DE

Techniques are: 2-DE, two-dimensional gel electrophoresis; DI, dot immunoblot; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay, IHC, immunohistochemical analyses,

MALDI-TOF-MS, matrix-assisted laser desorption/ionization — time-of-flight — mass spectrometry;, RT-PCR, reverse transcription polymerase chain reaction;, TMA,

tissue microarray, WWB, western blot.
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Seigneuric et al., 2011). HSP70 could be an interesting biomarker
because its overexpression in serum is associated with many
cancers. However, these studies are mostly qualitative. HSP70
is considered to be the most universally stress inducible HSP
(Suzuki et al., 2006) with reported inductions of over 200-fold
(Modi et al., 2007). A few clinical articles provide quantitative
data on HSP70 expression based on ELISA tests (see Table 3).
The relatively large case—control study nested in the Japan Col-
laborative Cohort Study for Evaluation of Cancer Risk (Suzuki
et al., 2006) reports HSP70 levels in the serum of lung cancer
patients in comparison with the C-reactive protein (CRP). The
data indicate mean levels of 2.41 ng/mL (n=189) for cases ver-
sus 2.01 ng/mL (n=377) for controls. This is to be compared
to smaller differences in the CRP levels: 0.92 ng/mL (n=209)
versus 0.81 ng/mL (n=425) respectively (Suzuki et al., 2006).
In colorectal cancer, the difference in serum levels of HSP70
between patients who survived (1.51 ng/mL, n=95) compared
to patients who did not survive (1.84 ng/mL, n = 84) was reported
to be significant (P =10.014; Kocsis et al., 2010). ELISA-determined
concentrations of serum HSP70 autoantibody were reported
to be significantly higher in esophageal squamous cell carci-
noma (ESCC) patients (0.412 mg/mL, n=16) than for patients
with gastric cancer (0.236 mg/mL, n=17, P < 0.001), colon can-
cer (0.231 mg/mL, n=19, P<0.001), or healthy individuals
(0.207 mg/mL, n=13, P < 0.001; Fujita et al., 2008). Albeit lim-
ited in the number of patients and controls, this study suggests the
presence of autoantibody against HSP70 in the serum of ESCC
patients.

HSP90

HSPI0 is an ATP-dependent chaperone that has been highly stud-
ied for anticancer therapy (Kamal et al., 2003; Solit and Chiosis,
2008; Jego et al., 2010) with targeted inhibitors being tested in
clinical trials in phase II/III. HSP90 ensures the quality control
of many proteins involved in cell-signaling pathways. It is also
essential for the stability and function of many oncogenic client
proteins (Taipale et al., 2010). Its expression in malignant cells
is reported to be high and constitutive, suggesting a crucial role
in survival and growth of cancer cells (Whitesell and Lindquist,
2005). Studies have investigated the potential prognostic value of
HSP90 in different cancers as shown in Table 4. In invasive breast
cancers, immunohistochemical analyses showed that HSP90 was
abundantly expressed in all tumor samples included in the study
(Song et al., 2010). A trend toward correlation (P =0.062) was
identified between HSP90 expression and diminished relapse-free
survival (RFS) in the triple negative subtype (HER-, ER-, PR-).
In patients with HER+ (tumors HER2-clustered), the coexpres-
sion of HSP90 and PI3K-p110 (or loss of PTEN) predicted a
significantly decreased RFS. In line with these results, it was sug-
gested that HSP90 overexpression in malignant breast cancer was
associated with decreased survival (Pick et al., 2007). Concerning
hepatocellular carcinoma, Lim et al. (2005) suggested that HSP90
expression increases along with the progression of hepatocarcino-
genesis. In fact, HSP90 expression showed a strong correlation
with prognostic factors of hepatocellular carcinoma, being associ-
ated with vascular invasion and metastasis. Similar findings were
observed in bladder cancer, where HSP90 level was correlated with

Table 3 | Selection of recent publications assessing HSP70 as a biomarker in cancers.

Sample type Cancer type Total number of samples Assay Finding/claim (References)

Biopsy HCC 176 patients IHC A panel of HSP70 + glypican 3 + glutamine synthetase proved
useful to detect well-differentiated HCC in biopsy (Di Tommaso
et al., 2009)

Tissue Bladder 42 patients; 10 controls IHC No correlation was found with tumor grade, disease stage, and
patient outcome (Lebret et al., 2003)

Tissue Prostate 193 patients IHC Significant association with either no or limited prognostic
parameters (Miyake et al., 2010)

Tissue Prostate 120 patients; 60 controls IHC No correlation was found between levels of HSP70 expression
and phenotypic behavior of individual primary prostatic cancers
(Cornford et al., 2000)

Tissue HCC 38 patients IHC, DI Positive correlation between HSP70 expression and prognostic
factors of hepatitis B virus-related HCC (Lim et al., 2005)

Serum Lung 189 patients; 377 controls  ELISA High levels of serum HSP70 might be associated with increased
risk of lung cancer among Japanese males (Suzuki et al., 2006)

Serum ESCC 16 patients; 13 controls ELISA; 2-DE; WB; MALDI- Concentrations of serum HSP70 autoantibody were signifi-

TOR-MS, IHC cantly higher for patients with ESCC than for patients with

gastric or colon cancer or healthy individuals (Fujita et al., 2008)

Serum Colorectal 179 patients ELISA Serum level of soluble HSP70 may be a stage-independent

prognostic marker in colorectal cancer without distant metas-
tasis (Kocsis et al., 2010)

Techniques are: 2-DE, two-dimensional gel electrophoresis; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay, IHC, immunohistochemical analyses; MALDI-TOFMS,

matrix-assisted laser desorption/ionization — time-of-flight — mass spectrometry; DI, dot immunoblot; \WB, western blot. ESCC, esophageal squamous cell carcinoma;

HCC, hepatocellular carcinoma.
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high grade tumor (Lebret et al., 2003). In studies on ovarian can-
cer, HSP90 expression was associated with higher stages, and so
may be a good indicator of aggressiveness when associated with
other HSPs (Elpek et al., 2003).

HSPs AS BIOMARKERS: HEADING FOR GOLD (STANDARDS)?
The ever increasing body of data dealing with HSPs reflects their
potential as both therapeutic targets and as biomarkers. We have
highlighted only some of the many interesting points, and identi-
fied some pitfalls that are recurrent in many research fields (Ioan-
nidis, 2005; Mischak et al., 2010), and which should be addressed
to clarify future work concerning HSP detection.

For the validation of most results presented here, it is crucial
that large-scale studies be performed to confirm these findings
(Toannidis, 2005; Mischak et al., 2010). This review of recent
research articles on HSP detection in cancer reveals that the most
frequently used techniques are essentially qualitative. Overall, IHC
staining seems the most frequently used, regardless of the HSP of

interest. The two main disadvantages of IHC staining are that the
results are qualitative and subjective, like any image analysis. ELISA
tests should be favored to provide more objective, quantitative
data.

How specific are HSPs as biomarkers in cancer? HSPs are key
proteins that tend to be overexpressed in response to a large
panel of stressors. They are thus by definition not specific to
cancer. However, it is shown that HSPs are necessary for can-
cer cell survival, making cancer cells in fact addicted to these
cytoprotective chaperones. As a consequence, cancer cells express
high levels of HSPs compared to normal cells, and need them
for survival. It is clear that no single biomarker will be sufficient
to detect cancer, its relapse or monitor a treatment (Seigneuric
et al., 2010). An alternative, then, is to combine different bio-
markers on the same level, (e.g., at the protein level) as exem-
plified by DNA microarrays and “omics” in general (Seigneuric
et al., 2009). Another way to deal with the inherent lack of speci-
ficity of a single protein is to combine it with biomarkers from

Table 4 | Selection of recent publications assessing HSP90 as a biomarker in cancers.

Finding/claim (References)

Sample type Cancer type Total number of samples Assay
Tissue Bladder 42 patients; 10 controls IHC
Tissue HCC 38 patients IHC; DI
Tissue Breast 212 patients IHC
Tissue RCC 153 patients IHC
Tissue Prostate 193 patients IHC
Tissue Ovarian 52 patients IHC
Tissue cell line  Breast 655 patients IHC; WB

HSP90 expression levels correlated with tumor infiltration (Lebret et al., 2003)
Positive correlation between HSP90 expression and prognostic factors of hepati-
tis B virus-related HCC (Lim et al., 2005)

Expression of HSP90 was associated with 5-year relapse-free survival (RFS).
Coexpression of HSP90 and PI3K or expression of HSP90 along with PTEN
loss demonstrated prognostic significance in terms of RFS in patients with
HER2-positive cancers, but not with HER2-negative cancer (Song et al., 2010)
HSP90 was expressed in most RCC specimens. No significant association with
conventional diagnostic factors (Sakai et al., 2009)

No significant association of HSP90 expression levels with conventional diagnos-
tic factors (Miyake et al., 2010)

HSP90 expression was associated with higher stages but did not correlate with
prognosis (Elpek et al., 2003)

High HSP90 expression was associated with decreased survival in primary breast
cancer (Pick et al., 2007)

Techniques are: IHC, immunohistochemical analyses, DI, dot immunoblot; WB, western blot. HCC, hepatocellular carcinoma, RCC, renal cell carcinoma.

Antibody HSP27  HSP70

FIGURE 2 | Peripheral blood is a biological fluid of high interest for HSP
detection in oncology since its composition besides red blood cells or
RBCs is reported to include, circulating HSP antibodies and
autoantibodies, HSP27, HSP70, and HSP90, as well as tumor-derived

HSP90 Exosome RBC Circulating tumor cell

HSP70?

exosomes expressing HSP70 at the membrane. The presence of circulating
tumor cells expressing HSP70 at their membrane remains to be
demonstrated but may be complementary to the EpCAM biomarker, which is
currently in clinical trials.
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other levels (see Figure 2). For instance, HSP expression at the
protein level could be integrated with the measurement of tumor-
derived exosomes expressing HSP70 in the membrane. Circulating
tumor cells (CTCs) represent another very interesting level. Crit-
ical to embryogenesis, cancer cells are thought to undergo an
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) during carcinogen-
esis, contributing to invasion and metastasis (Thiery, 2002; Thiery
et al., 2009). Indeed, altered cell-cell and cell-extracellular inter-
actions would enable: (i) the release of epithelial cells, or the “seed”
(Fidler, 2003) from the surrounding tissue, (e.g., primary tumor),
(ii) entering the circulation (intravasation), (iii) exiting the cir-
culation (extravasation), (iv) the colonization of distant organs
(Fidler, 2003). Current clinical investigations into the detection
of CTCs are based on the cell receptor EpCAM (Seigneuric et al.,
2010). However, EpCAM expression is supposed to decrease dur-
ing the circulation of CTCs in peripheral blood (or lymph), as
reported with flow cytometry experiments (Rao et al., 2005).
This may lead to suboptimal detection of CTCs. The process
of EMT is well documented in cell lines and mice experiments,
but its clinical relevance remains debated (Ledford, 2011). In
contrast to normal cells, epithelial cancer cells circulating in a
liquid environment should have increased levels of membrane
HSP. Although this hypothesis remains to be tested, it would rep-
resent an interesting means to robustly detect CTCs based on
HSPs expression at the cell membrane. HSP70 is a strong can-
didate as various cancer cell lines express a fragment of HSP70
at their membrane that can be detected by an antibody (Stangl
et al., 2011). This is of high interest for cancer detection, as it
enables a means of characterization by flow cytometry and ELISA
tests.

Heat shock proteins are essential proteins that are highly con-
served, but their expression levels between individuals is reported
to differ widely for HSP60 (Shamaei-Tousi et al., 2007), HSP70
(Modi et al., 2007), and/or HSP90 (Ramanathan et al., 2010). The
problem of this intrinsic variability in HSP expression may be
circumvented by using time series, assessing HSPs with longitu-
dinal data by following-up every single patient as a function of
time. In order to compare HSP levels between patients, adjust-
ing for age, gender, and ethnicity may be necessary. The role
of circulating HSP70 and/or HSP70 antibodies in the periph-
eral circulation in the context of aging is interesting (Pockley
et al., 1998). Reported ranges of HSP70 expression largely differ.
Indeed, discrepancies up to a few orders of magnitude, vary-
ing from a few ng/mL (Terry et al,, 2006) to values 10 to a
100 times higher were reported (Rea et al., 2001; Njemini et al.,
2005), possibly due to ELISA matrix defects (Njemini et al,
2005). However, the serum concentration of HSP70 is reported
to decrease with age (Rea et al., 2001; Macario and Conway de
Macario, 2005; Terry et al., 2006; Njemini et al., 2011) as is serum
HSP60 (Macario and Conway de Macario, 2005). The gender
issue should be also addressed. For instance, a 3.5 times higher
expression of circulating HSP60 was found in women’s periph-
eral blood compared to men (Macario and Conway de Macario,
2005). In addition, HSP70 serum concentrations in women were
about twice those in men (Pockley et al., 1998). The study of
Suzuki et al. (2006) reported differences in serum HSP70 levels
in cancer patients. The authors reported 2.46 ng/mL (n=146)

in male versus 2.25ng/mL (n=43) in females. For healthy con-
trols however, serum HSP70 levels were quite similar: 2.00 ng/mL
(n=285) and 2.06 ng/mL (n=92) respectively (Suzuki et al.,
2006).

For an HSP to qualify as a cancer biomarker, its expression
level must be compared to gold standards or to commonly assessed
biomolecules. A circulating HSP should be compared to other pro-
teins such as CRP, a systemic and non-specific marker of chronic
inflammation (Chaturvedi et al., 2010) used daily in practice, or
CA 15-3 (cancer antigen 15-3) or CA125 (cancer antigen 125),
which are widely used biomarkers for breast (Duffy, 2006) and
ovarian cancer (Petricoin et al., 2002), respectively.

CONCLUDING REMARKS

Research studies in cancer detection rely heavily on the identifi-
cation of proteins, but how many proteins are in fact uniquely
expressed by cancer but not normal cells? Presumably, their pro-
teomes are shared at least to some extent, thus favoring quantitative
rather than qualitative techniques to reveal subtle differences in
expression levels currently found in the pico- to sub-nanomolar
range (Krueger, 2006). It is likely that HSPs will not discern differ-
ent cancer types. However, this may be seen as the major advantage
of HSPs: a potentially universal family of cancer biomarkers.

Since the data amassed during the past half century is essentially
qualitative, it is too early to suggest which HSP or combination of
HSPs may show promise in the future. Yet, even though many
studies focus on HSP60, we suggest focusing rather on inducible
HSPs that are seldom present in non-stressed normal cells. Among
these, HSP70 seems to be particularly interesting as it is the most
abundant inducible HSP in cancer cells and is also present in
the membrane of cancer cells but not in non-transformed cells.
In contrast to the common strategy relying on the combination
of several cancer biomarkers (Fung et al., 2007; Seigneuric et al.,
2009, 2010), HSP70 could allow a detection at different levels: cir-
culating protein, tumor-derived exosomes, and CTCs. Of course,
these assays need to be optimized and standardized. Furthermore,
their sensitivity and specificity should be addressed. As we recently
have shown, another interesting inducible HSP may be HSP110
whose expression can be used for the diagnosis of colon can-
cer patients presenting micro-satellite instability (Dorard et al,,
2011).

Because many HSP studies utilize a small number of sam-
ples, there is a real need to coordinate studies and conduct large
prospective clinical trials assessing for diagnosis, follow-up, or
response to treatment not only HSPs but also other potential bio-
markers simultaneously using quantitative methods. One option
is the design of surface plasmon resonance techniques measur-
ing several proteins in parallel (Seigneuric et al., 2010) as well as
tumor-exosomes and CTCs in biological fluids.

These are new and interesting frontiers worth investigating that
may offer the opportunity to detect cancer early danger signals.
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