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Resumen
Actualmente se reconoce que canales idnicos y la homeostasis idnica controlan

funciones importantes de las células inmunes, entre las que se encuentra la respuesta
inflamatoria. Es claro que la homeostasis i6nica es critica en la activacion del
inflamasoma NLRP3, habiéndose relacionado con la movilizaciéon de K*, Ca%* y ClI. A
pesar de esto, poco se sabe en cuanto a los canales implicados en estos mecanismos
y en cOmo esos iones interactian para activar al inflamasoma. El objetivo de esta tesis
fue aportar conocimiento respecto al papel de la homeostasis i6nica en la regulacién

de la activacion del inflamasoma NLRP3, y su potencial impacto a nivel fisiopatologico.

Logramos mostrar que los canales K¢a1.1 y Ke3.1 promueven la activacion del
inflamasoma, de esta forma aportando dos canales de K* a los ya relacionados con la
activacion de NLRP3. A su vez, reportamos un nuevo farmaco para la inhibicién de los
canales Kcal.1 y Kea3.1, la hidroxicloroquina. La hidroxicloroquina ejerceria su efecto
anti-inflamatorio, al menos en parte, al inhibir al inflamasoma NLRP3 a través de
canales de K* activados por Ca*".

Por otro lado, hemos caracterizado al canal catibnico Tmem176b como un
punto de control de la activacion del inflamasoma NLRP3 a través de mecanismos
i6nicos. La delecion de Tmem176b se asocia a un aumento de Ca*" intracelular en
células dendriticas y activacion del inflamasoma in vitro e in vivo. Este proceso

involucra la activacion de canales de K* activados por Ca*, probablemente Kc,1.1.

La activacion del sistema inmune adaptativo a través del bloqueo de puntos de
control fisiol6égicos en células T ha revolucionado la terapia de una variedad de
canceres. Sin embargo, por razones todavia no comprendidas, solo una pequefa
parte de los pacientes tratados logran obtener beneficio clinico. Una de las estrategias
propuestas para lograr vencer mecanismos de resistencia primaria y secundaria es la
manipulacion farmacologica de la respuesta inmune innata. Sin embargo, el papel
jugado por la inflamaciéon en el cancer es complejo y altamente debatido. En este
sentido, no existe evidencia que apoye la idea de que el inflamasoma promueva la

inmunidad anti-tumoral desencadenada por el bloqueo de punto de control.

En modelos experimentales de céancer, la ausencia de Tmeml176b en el
hospedero resulté en un mejor control de la progresion tumoral. Los tumores fueron
rechazados en ratones Tmem176b” a través de mecanismos dependientes de la
activacion del inflamasoma, de células T CD8" y probablemente de células Th17. De

manera interesante, la expresion de TMEM176B se asoci0 a resistencia a la terapia
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anti-PD-1 en pacientes con melanoma metastasico. En acuerdo con esas
observaciones, demostramos que la resistencia al bloqueo de puntos de control

aumenta en ratones deficientes en componentes clave del inflamasoma.

A su vez, logramos identificar un inhibidor farmacolégico de Tmem176b,
BayK8644. El tratamiento con BayK8644 logré mejorar la sobrevida de ratones con
cancer de manera dependiente del inflamasoma, asi como mejorar la eficacia de los

blogqueadores de puntos de control.

En conclusion, aportamos tres nuevos blancos (Kcal.1, Kca3.1 y Tmem176b)
para la modulacion del inflamasoma, potencialmente relevantes para el tratamiento de

diferentes patologias.



Introduccion

El sistema inmune es un complejo conjunto de células y moléculas que
mediantes diversos mecanismos son responsables de la homeostasis del organismo
con el medio externo. Entre sus funciones lleva a cabo la defensa del hospedero
contra patdégenos invasores o sustancias dafinas, asi como la tolerancia a sustancias

propias y extrafias no patégenas.

Clasicamente, el sistema inmune de los vertebrados se ha dividido en dos
sistemas: el de la inmunidad innata y el de la inmunidad adaptativa. Entre ambos
existen mecanismos de redundancia, complementariedad y colaboracion. La
inmunidad innata provee la primera linea de defensa. Consiste en mecanismos de
defensa celulares y bioquimicos que se encuentran listos incluso antes que se dé una
infeccion, y responden rapidamente frente a la misma. Sus mecanismos efectores se
caracterizan por reconocer patrones moleculares asociados a microbios o asociadas a
dafio tisular o celular. Luego se desarrolla la respuesta inmune adaptativa cuyos
mecanismos efectores son especificos de antigeno, y son capaces de incrementar su
magnitud, especificidad y capacidades defensivas con cada exposicion. Las
caracteristicas distintivas de la inmunidad adaptativa son especificidad exquisita para
distintas moléculas, una habilidad de recordar y responder mas vigorosamente a

exposiciones repetidas (memoria), y especializacion.

Es importante destacar que entre la inmunidad innata y a adaptativa existe una
estrecha intercomunicacion. La inmunidad innata pone en marcha los primeros
mecanismos efectores y educa la respuesta inmune adaptativa, influenciando la
naturaleza de esta respuesta. A su vez, una vez desarrollada, la respuesta inmune
adaptativa potencia o regula los mecanismos de la inmunidad innata, haciéndolos mas

efectivos 0 apagandolos. Esta comunicacion entre el sistema inmune innato y



adaptativo es fundamental para el correcto funcionamiento de las defensas del

hospedero.

Ademés de su rol fisioldgico en la defensa del hospedero contra patdégenos, el
sistema inmune esta implicado en la fisiopatologia de enfermedades auto-inmunes y

auto-inflamatorias, asi como del cancer y del rechazo a trasplantes.

En este trabajo de tesis se evalué cdémo componentes de la respuesta inmune
innata, particularmente el inflamasoma, modulan la respuesta adaptativa en

situaciones fisiopatologicas.

Inflamasoma

La activacién del inflamasoma es una funcién clave mediada por el sistema
inmune innato. Los inflamasomas son complejos multiproteicos que se ensamblan en
el citosol luego de detectar patrones moleculares asociados a patégenos o a dafio
(PAMPs o DAMPs, respectivamente). Estos complejos multiproteicos estan formados
por una proteina sensora perteneciente a la familia del receptor AIM2 (ausente en
melanoma 2), o a la familia NLR (dominio de union a nucleétidos conteniendo
repetidos ricos en leucina), por la proteina adaptadora ASC (proteina asociada a
apoptosis tipo asterisco conteniendo CARD), y un zimégeno inactivo, la Pro-Caspasa-
1'. Hasta el momento varios receptores de reconocimiento de patdégenos (PRR), entre
ellos NLRP1, NLRP3, NLRC4, y AIM2, han sido confirmados como inductores del
ensamblado del inflamasoma en respuesta a infecciones microbianas o a sefiales de
peligro estériles. Estudios mas recientes indican que otros miembros de los PRR,
como son IFI16, NLRP6, NLRP7 y NLRP12, pueden también formar inflamasomas,
pero ni su composicién precisa ni su rol fisiolégico es del todo clara ain® Los
inflamasomas candnicos, entre los que se encuentra el NLRP3, actian de andamio
para el reclutamiento de la Pro-Caspasa-1 inactiva. La oligomerizacion de Pro-

Caspasa-1 induce su clivaje autoproteolitico a la forma activa de la Caspasa-1. La
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Caspasa-1 activa es una proteasa dependiente de cisteina que cliva los precursores
de las citoquinas Pro-IL-1B y Pro-IL-18, generando la forma biolégicamente activa de
estas citoquinas. La forma activa de Caspasa-1 también puede inducir a una forma de
muerte celular inflamatoria conocida como piroptosis®™“. En este proceso, la Caspasa-1
cliva a Gasdermina D liberando su dominio N-terminal. Dicho dominio puede formar
poros en la membrana, de esta forma induciendo piroptosis, una muerte celular rapida

y pro-inflamatoria®.

A continuacion me centraré en el inflamasoma NLRP3, el cual es el mas
estudiado debido a su participacién en la inmunidad contra una gran variedad de
bacterias, virus, hongos, en la inflamacién estéril y en enfermedades metabdlicas, y en
el que se centrara esta tesis. Para poder ser activado, el inflamasoma NLRP3 requiere
primero de una sefial que active el factor de transcripcion NF-kB. De esta forma se da
la produccion de NLRP3, Pro-IL-18 y Pro-IL-18. La primera sefial también induce la
desubiquitinacién del NLRP3 lo cual es necesario para que pueda ser activado®. Como
se dijo anteriormente, el inflamasoma NLRP3 es activado por una gran variedad de
estimulos, como bacterias Gram-positivas, virus, toxinas formadoras de poros,
cristales, ATP, entre otros, los cuales constituyen la segunda sefal. Debido a esta
gran heterogeneidad en los estimulos activadores, se cree que en lugar de interactuar
directamente con NLRP3, estos activadores inducen uno o mas eventos celulares o
perturbaciones que llevan a la activacion del inflamasoma NLRP3. Los mecanismos de
activacion del NLRP3 sugeridos por varios estudios incluyen el eflujo de potasio,
generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) mitocondriales, la traslocacion de
NLRP3 a la mitocondria, liberacion de catepsinas al citosol dada por desestabilizacién
de la membrana fagolisosomal y liberacion de ADN mitocondrial o cardiolipina™®.
También se ha reportado que el aumento del calcio intracelular®, asi como un eflujo de
cloruro puede activar al inflamasoma®. El mecanismo preciso de activacion del
inflamasoma NLRP3 todavia es discutido, ya que no todos estos eventos son
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inducidos por todos los activadores de NLRP3. Sin embargo, cada vez hay mas
evidencias de que el disturbio de iones intracelulares, como K-, ca® y CI', conectan
diferentes eventos de sefalizacion que orquestan la activacion del inflamasoma
NLRP32. A continuacién detallaré evidencias del rol de dichos iones en la activacion

del inflamasoma NLRP3 (Figura 1).

Es importante destacar que la jerarquia en la cascada de activacion de
estos iones es un tema debatido® Esta informacion, junto con los canales que
median los transportes idnicos, es critica para poder desarrollar estrategias

farmacolégicas de modulacién del inflamasoma.
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Figura 1. Mecanismo de activaciéon del inflamasoma NLRP3. La movilizacion de
iones como K*, Ca*" y CI' se han vinculado a la activacién del inflamasoma NLRP3. Diferentes
agonistas del NLRP3 inducen el eflujo de K* y/o un influjo de Ca®. Una concentracion elevada
de Ca®" intracelular puede inducir la liberacién de Ca** del reticulo endoplasmatico y la
sobrecarga de ca” en la mitocondria. Tanto el eflujo de K" como la sobrecarga de ca*
mitocondrial pueden inducir dafio mitocondrial que promueve el eflujo de CI', el cual regula la
interaccion NEK7-NLRP3 y el ensamblado del inflamasoma. Tomado de Gong et al, 2018.

El eflujo de K" es el evento de sefializacién mas aceptado para la activacion del
inflamasoma NLRP3. Se ha reportado ampliamente que luego del tratamiento de

macréfagos con la mayoria de los agonistas de NLRP3 se observa un descenso en la
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concentracion intracelular de K. A su vez, la activacion de NLRP3 por estos estimulos
es inhibida por altas concentraciones extracelulares de K*. De hecho, la incubacion de
macréfagos en un medio libre de K* es suficiente para gatillar la activacion del
inflamasoma NLRP32. El rol del K* en la activacién del inflamasoma parecia ser
especifico al inflamasoma NLRP3, ya que una alta concentracion de K* extracelular no
es capaz de inhibir la activacion del inflamasoma AIM2 ni del NLRC4. Sin embargo,
una excepcion a esto es el inflamasoma NLRP1b en el cual el eflujo de K* pareceria
estar implicado en su activacion’. A su vez, algunas moléculas pequefias (un ejemplo
es el imiguimod) son capaces de activar el inflamasoma NLRP3 de manera
independiente del eflujo de K* 8, Estos antecedentes sugieren que el eflujo de K* es
suficiente pero no necesario, ni especifico, para la activacion del inflamasoma NLRP3.
El mecanismo por el cual el eflujo de K* activa al inflamasoma NLRP3 no es del todo
claro. Uno de los mecanismos propuestos es que el eflujo de K* es necesario para la
union de la quinasa NEK7 (del inglés “Never In Mitosis A-Related Kinase 7”) a NLRP3,
el cual es un paso esencial para el ensamblado de dicho inflamasoma®. También se ha
reportado que el eflujo de K* podria promover la activacion de NLRP3 al inducir
disfuncion de la mitocondria y produccion de especies reactivas del oxigeno

mitocondriales®.

El rol de los iones Ca** es mas controversial. Se ha reportado que el quelado
de Ca®" con BAPTA-AM es capaz de inhibir la activacion del inflamasoma NLRP3 y la
secrecion de IL-1B™. Sin embargo, otros estudios mostraron que BAPTA-AM era
capaz de inhibir la activacion del inflamasoma NLRP3 por la nigericina en ausencia de
Ca?* extracelular, sugiriendo que el mecanismo por el cual BAPTA-AM inhibe al
inflamasoma es independiente de Ca** ™. Se han propuesto dos mecanismos para
explicar como es que los iones Ca®" regulan la activacién del inflamasoma NLRP3.
Dado que se ha mostrado que Ca®* puede promover la asociacién espontanea de
NLRP3-ASC en lisados de macréfagos estimulados con LPS, un mecanismo
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propuesto es que los iones Ca®* son capaces de regular la activacién del inflamasoma
NLRP3 directamente’®. Sin embargo, el mecanismo preciso no es claro. El segundo
mecanismo propuesto sostiene que una liberacion excesiva de Ca®* desde el reticulo
endoplasmatico causa una sobrecarga de Ca?* mitocondrial y por lo tanto dafio
mitocondrial. Este dafio mitocondrial lleva a la produccion de ROS mitocondriales,
externalizacion de cardiolipina y liberacion de ADN mitocondrial, lo que promoveria la
activacion del inflamasoma NLRP3?. La concentracion normal de Ca®" citoplasmatico
es aproximadamente 100 nM, a su vez los transportadores de Ca®* mitocondriales son
de baja afinidad teniendo un umbral de activacién de 500 nM. Es posible que muchas
condiciones que involucran la movilizacion de Ca®, la concentracién de Ca*
citoplasméatico no alcance el umbral para el dafio mitocondrial y la activaciéon de
NLRP3*!3, Pudiendo explicarse asi condiciones en donde el Ca*" tiene un rol
importante como segundo mensajero pero sin llevar a la activacion del inflamasoma

NLRP3.

Como se desprende de lo expuesto hasta el momento, no es del todo claro
cémo interaccionan los niveles de K* y Ca?* en la activacién del inflamasoma NLRP3.
Dependiendo del modelo experimental que se utilice difiere el peso adjudicado a estos
iones en la activacion del inflamasoma. Una posibilidad es que sea solo uno de estos
iones el responsable de la activacion, mientras que el otro se movilice para balancear

las fuerzas i6nicas**.

Por dltimo, el rol del CI' en la activacion del inflamasoma NLRP3 fue
evidenciado cuando se sustituyé el cloruro de sodio extracelular por gluconato de
sodio, lo cual hace que la concentracién de CI" disminuya de 130 nM a 9 nM. La
disminucién en el CI' extracelular resulté en un aumento en la secrecion de IL-1
inducido por el ATP™. A su vez, varios estudios mostraron que la inhibicion de canales
de CI resultaba en la inhibicién del inflamasoma NLRP3?. El rol del eflujo de CI en la

activacion del inflamasoma NLRP3 es apoyado por resultados que muestran que la
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incubacion de macréfagos en un medio libre de CI' es suficiente para inducir la
activacion espontanea del inflamasoma NLRP3®. Cabe destacar que el eflujo de CI es
un evento de sefializacién corriente abajo tanto del eflujo de K* como de la disfuncion
mitocondrial, sugiriendo que el eflujo de CI" sea un evento corriente arriba proximal a la
activacion del inflamasoma NLRP3%*®, Se ha visto que la inhibicion de los canales de
cloruro intracelulares, CLIC, suprime interacciones NEK7-NLRP3 y la posterior
formacion del complejo NLRP3-ASC y oligomerizacion de ASC, sugiriendo que el
eflujo de CI" a través de CLIC promueve la interaccion NEK7-NLRP3 para inducir la

activacion de NLRP3®,

Como surge de lo expuesto anteriormente, el mecanismo proximal a la
activacion de NLRP3 no es del todo conocida. Entender el mecanismo detallado de
activacion del inflamasoma NLRP3 y su regulacion es fundamental para el tratamiento
de enfermedades inflamatorias relacionadas al inflamasoma NLRP3. Dado el rol cada
vez mas evidente del inflamasoma NLRP3 para sensar la homeostasis i6nica
intracelular, los canales i6nicos representan interesantes blancos de drogas para el
desarrollo de nuevas terapias que busquen modular la funcion del inflamasoma
NLRP3™. A pesar del rol fuertemente evidenciado del eflujo de K* en la activacion del
inflamasoma NLRP3, muy pocos canales i6nicos o transportadores de K han sido
relacionados con el inflamasoma NLRP3. El receptor purinérgico P2X7 e ion6foros de
K* son clasicamente asociados al eflujo de K* activador de NLRP3%®. Recientemente
se ha reportado que la activacion del canal de K* K,1.3 en linfocitos T contribuye a la
expresion y activacion del inflamasoma NLRP3 en pacientes hipertensos®’. A su vez,
también se ha reportado que los canales de K" TWIK2 en macréfagos derivados de la
médula 6sea de ratones tienen un rol esencial en la activacion del inflamasoma'®. En
cuanto a los canales de Ca®', se han relacionado a la activacién del inflamasoma
NLRP3 los canales TRPM2, TRPM7, TRPV2 y receptores acoplados a proteina G

(GPCR)**®. Por ultimo, como se mencioné anteriormente los canales de cloruro
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intracelular, CLIC1 y CLIC4, asi como canales anidnicos regulados por volumen

(VRAC) contribuyen al eflujo de CI" en la activacion del inflamasoma NLRP32,

Los inflamasomas pertenecen al sistema inmune innato, sin embargo, son
capaces de modular la respuesta inmune adaptativa. Los productos de la activacion
del inflamasoma tienen efectos sobre células de la inmunidad adaptativa. La
sefalizacion del receptor de IL-1(IL-1R) via IL-1a o IL-1B puede favorecer la
supervivencia de células T nailve, la IL-1 causa una liberacion transitoria de la
citoquina de supervivencia IL-2 por células T*. A su vez, la sefializacion a través de
IL-1R induce el aumento en la expresion del receptor de IL-2, aportando sefiales de
supervivencia y proliferacion para células T estimuladas. Dicha sefalizacién también
prolonga la colaboracion de las células T a las células B para la producciéon de
anticuerpos®. La IL-1B puede promover la inmunidad adaptativa mediada por células T
al potenciar la expansion y funcion efectora de células T CD4" asi como T CD8"
antigeno especificas®>?. La IL-1B favorece la diferenciacién de las células Th17, asi
como la re-programacion de las células Treg a células T secretoras de IL-17%7°, y es
capaz de estimular la produccién de IL-17 por células Tyd *°. Por otro lado, la IL-18
amplifica la produccion de IFN-y por las células Th1. La expresién del receptor de la
IL-18 en las células T es aumentada luego de la exposicion a IL-12, una citoquina que
polariza hacia la via Thl. A su vez, la citoquina IL-18 induce la expresion del receptor
de alta afinidad de IL-12, estableciéndose un ciclo de amplificacién. La IL-18 en
combinacién con la IL-12 inducen el incremento en la produccién de IFN-y por células
Thl y células NK*. En cambio, en ausencia de citoquinas que polarizan hacia la via
Thi, la IL-18 puede promover la diferenciacion de células de tipo Th2 #. Por lo tanto,
la IL-1B e IL-18, generadas por la activacion del inflamasoma, son potentes

amplificadores de respuestas inmunes adaptativas.
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Existen evidencias claras de un rol de proteinas relacionadas al inflamasoma
en enfermedades humanas, abarcando desde enfermedades inflamatorias
monogenéticas hasta desoérdenes inmunes y metabolicos mas comunes®. La
patogénesis de muchas enfermedades comunes que se presentan en edades
avanzadas esta influenciada por una inflamacién crénica, secundaria a la presencia o
acumulacién de sefiales de peligro estériles en tejidos. El inflamasoma NLRP3 es el
principal sensor de estos tipos de sefiales inflamatorias estériles, y por lo tanto es un
gatillador de reacciones inflamatorias crénicas en una variedad de enfermedades?’. El
potente poder inflamatorio del inflamasoma NLRP3 se aprecia en pacientes con
mutaciones activadoras en el gen NLRP3, que resultan en un grupo de enfermedades
auto-inflamatorias conocidas en su conjunto como CAPS (del inglés “Criopyrin-
Associated Periodic Syndromes”)?®. Estas enfermedades se caracterizan por
leucocitosis (neutrofilia), fiebre e inflamacion tejido especificas en piel, articulaciones y
conjuntiva®®. Los pacientes con CAPS responden fuertemente al bloqueo de IL-1, lo
gue sugiere que la produccion desregulada de IL-1f por el inflamasoma NLRP3 esta
asociada a la patologia de estas enfermedades?®. El inflamasoma NLRP3 también se
ha asociado a enfermedades auto-inmunes como por ejemplo el lupus sistémico

eritematoso®*.

Si bien la etiologia de esta enfermedad aun no es del todo
comprendida, se ha implicado un rol critico del inflamasoma NLRP3 con el desarrollo y
la patogénesis del lupus sistémico eritematoso®’. El inflamasoma se encuentra
hiperactivado en macréfagos de pacientes con lupus, y contribuye al desarrollo de la
nefritis*®. De hecho, se ha reportado un aumento en la expresion de NLRP3 vy
Caspasa-1 en biopsias de pacientes con nefritis ltpica®*. Con respecto a como es
activado el inflamasoma en este caso, se ha reportado que los inmuno-complejos y las

trampas extracelulares de los neutréfilos (NETS), caracteristicos de esta patologia, son

capaces de activar al inflamasoma®.
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El inflamasoma también juega un rol importante en enfermedades
neurodegenerativas y metabolicas, las cuales no eran consideradas tradicionalmente
como enfermedades inflamatorias, pero actualmente se sabe que tienen un
componente inflamatorio que contribuye significativamente al desarrollo de la
enfermedad”®. Entre estos se encuentran la enfermedad de Alzheimer y Parkinson,
aterosclerosis, diabetes de tipo 2, obesidad, artritis reumatoide, gota, entre otros*?’. En
la iniciacion de estas enfermedades, los inflamasomas juegan roles tanto causal como
contribuyente, y exacerban la patologia en respuesta a factores derivados del
hospedero. Los gatilladores de la activacion del inflamasoma en estas enfermedades
son agregados de proteinas mal plegadas o la acumulacién aberrante de ciertos
metabolitos que constituyen sefiales de peligro endogenos®. Por ejemplo, en la
enfermedad de Alzheimer, se ha mostrado que la acumulacién de placas B-amiloides,
caracteristicas de la enfermedad, es un activador del inflamasoma NLRP3“. De hecho,
en el cerebro de pacientes con Alzheimer se vio una expresiéon mayor de Caspasa-1
activa que en personas sanas®. En el mismo sentido, en la enfermedad de Parkinson
la activacion del inflamasoma NLRP3 se da por agregados de a-sinucleina®. Ademas
de la formacién de agregados proteicos, la formacion de cristales también lleva a la
activacion del inflamasoma. La formacion de cristales de colesterol y de urato
monosoédico conduce al desarrollo, mediado por NLRP3, de aterosclerosis y gota,
respectivamente®?’. En todos estos casos, la liberacién de IL-18 conduce a un influjo

de células inmunes y a la progresion de la enfermedad?’.

En conclusion, el inflamasoma NLRP3 es capaz de responder a sustancias
encontradas en tejidos como consecuencia del envejecimiento, inactividad fisica,
sobre-nutricion o factores ambientales, y por lo tanto es de particular interés como un
blanco para la intervencién farmacoldgica de diferentes patologias®. Inhibidores
farmacologicos de la via de NLRP3 presentan un gran potencial terapéutico en una
variedad de enfermedades auto-inflamatorias e inflamatorias cronicas, que requieren
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de mejores opciones terapéuticas o para las cuales no hay terapias adecuadas
existentes. Actualmente ya se encuentran aprobadas terapias que tienen como blanco
las citoquinas dependientes del inflamasoma, ejemplos de estos son Anakinra
(antagonista del receptor de IL-1), Canakinumab (anticuerpo neutralizante de IL-1B) y
Rilonacept (receptor soluble que se une a IL-1B e IL-1a)*’. Sin embargo, actualmente
no hay antagonistas de NLRP3 aprobados, la inhibicion de la activacién de este
inflamasoma tendria como ventaja que, ademas de bloquear la secrecion de las
citoquinas pro-inflamatorias IL-1B e IL-18, se inhibe la muerte celular por piroptosis®.
Hasta el momento uno de los antagonistas de NLRP3 mas aceptado y mejor
caracterizado es CP-456,776, el cual fue capaz de inhibir la activacion de NLRP3 por
todos los estimulos activadores conocidos. Ademas este compuesto es altamente
especifico, ya que no fue capaz de inhibir otros inflamasomas ni vias de los receptores
tipo Toll (TLR)*. Cabe destacar que ensayos clinicos fase Il para el tratamiento de
artritis reumatoide con CP-456,776 tuvieron que ser suspendidos por una alta toxicidad

hepética®’.

El inflamasoma también se ha asociado al cancer, aunque el rol que juega en
la inmunidad anti-tumoral es controvertido. Sin embargo, desde ya puedo adelantar
gue no se conocen agonistas del inflamasoma NLRP3 que tengan el potencial de
aumentar y mejorar la respuesta inmune anti-tumoral. Para poder abordar el rol del
inflamasoma en el cancer, primeramente abordaré generalidades de la biologia e

inmunologia del cancer, asi como inmunoterapias oncolégicas.

Biologia del cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo occidental,
precedido Unicamente por las enfermedades cardiovasculares. Uruguay no es una

excepcion; las muertes por cancer constituyen aproximadamente un cuarto de las
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muertes registradas, con una incidencia global de 251 casos nuevos por afio cada

100.000 personas (cociente estandarizado por edad)®.

El céncer constituye un conjunto de enfermedades definidas como una
alteracion del crecimiento celular desencadenada por una serie de mutaciones
adquiridas que afectan a una célula y su progenie. Como se desarrollard mas
adelante, estas mutaciones llevan a una proliferacion excesiva e independiente de las
sefales fisioldgicas de crecimiento. El cAncer presenta caracteristicas distintivas que
son adquiridas de forma secuencial en el desarrollo del mismo®**°. Las caracteristicas
distintivas del cancer son: 1) sefializacion de proliferacion mantenida, 2) insensibilidad
a las sefales supresoras del crecimiento, 3) capacidad de invadir y generar
metastasis, 4) potencial ilimitado de proliferacion, 5) induccién de angiogénesis, 6)
resistencia a la muerte celular, 7) evasion al sistema inmune, y 8) alteracién del
metabolismo celular. A su vez, los tumores presentan dos caracteristicas que facilitan
la adquisicibn de los rasgos distintivos numerados anteriormente. Estas son la
inestabilidad gendmica y la inflamacion inducida por el tumor, y se denominan
caracteristicas facilitadoras porque fomentan la transformacion celular y la progresion

|35

tumoral™. A continuacién se tratara brevemente cada una de estas caracteristicas.

Como se menciond anteriormente, una de las caracteristicas distintivas de las
células tumorales es su capacidad de mantener una proliferaciéon crénica. Las células
normales controlan de forma estricta la liberacion de sefales de crecimiento de forma
de asegurar la homeostasis del nimero celular, y por lo tanto del mantenimiento de la
arquitectura y funcién normal de tejidos®. En cambio, las células tumorales al
desregular estas sefiales pueden proliferar de forma descontrolada. Las células
tumorales pueden adquirir la capacidad de mantener sefiales proliferativas de varias
maneras. Pueden ellas mismas producir factores de crecimiento, o estimular a células
normales dentro del estroma tumoral a producir varios factores de crecimiento. A su

vez, también pueden elevar la expresion de receptores de factores de crecimiento en
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la superficie celular, haciendo que respondan mas fuertemente a cantidades limitadas

de ligandos®.

Ademas de mantener sefiales proliferativas, las células tumorales deben de
evadir mecanismos supresores del crecimiento celular, constituyendo otro de los
rasgos distintivos del cancer. Las células tumorales presentan deficiencias en
moléculas supresoras tumorales, asi como falta de inhibicién por contacto célula-
célula. Dos supresores tumorales prototipicos son las proteinas RB (asociado a
retinoblastoma) y p53, que operan como puntos de control centrales de dos circuitos
celulares regulatorios complementarios que gobiernan la decision de una célula de
proliferar o, alternativamente, activar programas de senescencia y apoptosis®. La
proteina RB integra sefiales extracelulares e intracelulares y decide si una célula debe
progresar en el ciclo de crecimiento y division celular o no. Células tumorales con
defectos en la funcién de la via de RB tienen ausencia de un punto de control de la
progresion del ciclo celular, llevando a la proliferacién persistente. Por otro lado, p53
detecta sefiales de estrés intracelulares como puede ser el dafio genémico. Cuando el
dafio gendmico es excesivo, o0 si los niveles de sefiales de crecimiento o nutrientes
son sub-6ptimos, p53 puede detener la entrada al ciclo celular hasta que estas
condiciones se normalicen. Alternativamente, si el dafio es irreparable p53 puede

inducir la muerte por apoptosis®.

Otra caracteristica distintiva de las células tumorales es su capacidad de
resistir la muerte celular. Las células tumorales presentan diferentes estrategias para
evitar la muerte por apoptosis. La estrategia mas comun es la pérdida de la funcién del
supresor tumoral p53, de esta forma se pierde un sensor de dafio critico del circuito de
induccién de la apoptosis. En otros casos, las células tumorales pueden aumentar la
expresion de reguladores anti-apoptéticos como Bcl-2, o disminuir la expresion de

reguladores pro-apoptéticos como Bax y Bim *. Ademas de la clasica apoptosis como
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muerte celular programada, varios tipos de muerte celular programada han sido

descriptas, teniendo roles importantes en la progresion tumoral®*®'.

A su vez, la inmortalidad replicativa, otro rasgo distintivo del cancer, se logra a
través de la proteccion de los extremos de los cromosomas por telémeros. Las células
tumorales expresan telomerasas, ADN polimerasas que extienden los telémeros,
manteniendo el ADN telomérico de un largo tal que impide la senescencia o la

apoptosis*.

Al igual que los tejidos normales, los tumores requieren del suministro de
nutrientes y oxigeno, asi como eliminar sus desechos metabdlicos y didxido de
carbono. Esto es permitido por la nueva vasculatura que se forma en el proceso de
angiogénesis. Durante la progresion tumoral se da un cambio hacia programas de
angiogénesis, provocando que broten nuevos vasos de la vasculatura quiescente

normal que ayudan a mantener el crecimiento tumoral®.

Algunas células tumorales pueden intravasarse a vasos sanguineos o linfaticos
proximos al tumor, y ser transportadas a través del sistema sanguineo y linfatico.
Estas células tumorales pueden luego escapar del vaso sanguineo y extravasarse al
parénquima de tejidos distantes. Alli generan pequefios nddulos de células tumorales
que pueden crecer hasta formar tumores macroscépicos. Este proceso, conocido

como metastasis, constituye otra caracteristica distintiva del cancer *°.

La capacidad de evadir al sistema inmune y la alteracion del metabolismo
celular son las dltimas caracteristicas distintivas del cancer en ser reconocidas. Las
células tumorales presentan una forma caracteristica de metabolismo celular que se
caracteriza por una elevada captacion de glucosa y una mayor trasformaciéon de
glucosa a lactosa por via glicolitica, incluso en presencia de oxigeno. Este mecanismo
se lo denomind glucdlisis aerdbica, y es la base de la tomografia por emision de

positrones (PET), en donde se les inyecta a los pacientes ‘®F-fluorodesoxiglucosa que
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debido a la avidez por la glucosa es captado de forma preferencial por las células
tumorales®. La capacidad de evadir el sistema inmune se discutird detenidamente

mas adelante, ya que un punto relevante en el desarrollo de este trabajo de tesis.

Todas las caracteristicas distintivas del cancer se dan como consecuencia de
la inestabilidad gendmica de las células tumorales, la cual genera mutaciones
aleatorias incluyendo re-arreglos cromosémicos, y del estado inflamatorio de lesiones
pre-malignas y malignas generado por células del sistema inmune, algunas de las
cuales ayudan a promover la progresion tumoral de varias maneras. La inflamacion
puede contribuir a la adquisicion de caracteristicas distintivas al proveer de moléculas
bioactivas al microambiente tumoral, incluyendo factores de crecimiento, factores de
supervivencia, factores pro-angiogénicos, y enzimas que modifican la matriz
extracelular de forma de facilitar la angiogénesis, invasion y metastasis. Ademas, las
células inflamatorias pueden liberar productos quimicos, como especies reactivas del
oxigeno, que son mutagénicos para las células tumorales vecinas, acelerando su

evolucion genética hacia estados altamente malignos®.

Actualmente es aceptado que la biologia tumoral no puede ser
comprendida Unicamente por las caracteristicas de las células tumorales, sino
gue se debe tener en cuenta la contribucién del microambiente tumoral en la

tumorigénesis.

El microambiente tumoral es un ecosistema funcional de elementos tumorales y
estromales que interactian a través de moléculas sefializadoras *%. El microambiente
tumoral estd compuesto por una compleja red que incluye células estromales
multipotentes, células madres estromales, fibroblastos, vasos sanguineos, precursores
de células endoteliales, células inmunes, factores secretados como pueden ser

citoquinas, asi como las células tumorales y las células madre tumorales®,
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Ademdas de la heterogeneidad de las células tumorales, los tumores presentan
otro nivel de heterogeneidad, dada por una subclase de células neoplasicas llamadas
células madre tumorales. Las células madre tumorales son un constituyente comudn de
la mayoria, si es que no de todos, los tumores. Estas células madre tumorales son
definidas por su capacidad de formar eficientemente nuevos tumores cuando son

inoculados a otro hospedero®.

Las células estromales co-evolucionan con las células tumorales, siendo
frecuentemente educadas o modificadas por las células tumorales para sintetizar una
variedad de citoquinas, factores de crecimiento y proteasas, lo que acelera

draméticamente la progresion de la enfermedad™®.

Los fibroblastos asociados al cancer (CAF) son el tipo celular predominante del
estroma, y son responsables de la estructura arquitectonica de la matriz extracelular®.
Dado que secretan una variedad de componentes de la matriz extracelular, los
fibroblastos asociados al cancer estan implicados en la formacién del estroma
desmoplastico que caracteriza muchos carcinomas avanzados®. Estas células
también juegan un rol importante en la angiogénesis; se ha reportado que la inhibicion
del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2) secretado por los CAF reduce la

angiogénesis *°.

La vasculatura estromal estd formada por una red capilar de células
endoteliales rodeadas de pericitos que proveen de apoyo estructural y fisiolégico. En
tejidos normales, los pericitos proveen sefiales paracrinas al endotelio normalmente
guiescente. Los pericitos también colaboran con las células endoteliales para sintetizar
la membrana vascular que ancla tanto pericitos y células endoteliales, y ayudan a las
paredes vasculares a soportar la presion hidrostatica del flujo sanguineo®. Tumores

con cobertura pobre de pericitos en su vasculatura serian mas propensos a permitir la
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intravasacion de las células tumorales hacia el sistema circulatorio, permitiendo su

diseminacion. Esto es debido a que presentan uniones estrechas mas permeables *,

La matriz extracelular constituye el andamio celular del microambiente tumoral
proporcionando soporte estructural al endotelio tumoral y a las células estromales.
Esta matriz es producida por células mesengquimales, incluyendo fibroblastos,
condrocitos y osteoblastos, y consiste en varios componentes incluyendo colageno,
galectinas, proteoglicanos, y glicoproteinas . La matriz extracelular provee de un
nicho de células madres tumorales y estd implicado en la angiogénesis y vias

inflamatorias que contribuyen a un microambiente tumoral pro-metastasico *.

Las células inmunes en el microambiente tumoral tienen tanto efectos anti-
como pro-tumorales. Las respuestas producidas por macrofagos M1, células T
citotoxicas, células Thi, células presentadoras de antigeno, células NK y células Th9*!
promueven el rechazo tumoral. Por otro lado, macrofagos M2, células T reguladoras

permiten la progresion tumoral®®

. El rol de otras poblaciones celulares en el cancer es
mas controvertido, como por ejemplo las células Thl7 y las Th2, las cuales tienen
reportado roles anti-tumorales como pro-tumorales®. La relacion entre las células del

sistema inmune y el cancer se desarrollara a continuacion.

Inmunidad y Cancer

En 1909, Paul Ehrlich fue uno de los primeros en proponer el concepto de que
el sistema inmune presenta un rol critico en la proteccién de un individuo contra el
cancer. Proponia que de otra forma, la incidencia del cancer seria ampliamente
superior *®. En la década del '50, Frank MacFarlane Burnet y Lewis Thomas postularon
la hip6tesis de la inmunovigilancia del cancer. Estos autores postularon que las células
del sistema inmune pueden detectar y destruir las células tumorales, previniendo la
manifestacion clinica del tumor. El sistema inmune habria evolucionado, al menos en

parte, para controlar el crecimiento desmedido de células malignas**. La
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participacion del sistema inmunoldgico en la generacidon de defensas contra el cancer
ha sido evidenciada ampliamente. La mayor incidencia de cancer en individuos con el
sistema inmunitario deprimido es una evidencia fuerte de la existencia de mecanismos
inmunolégicos anti-tumorales. Ratones con diferentes inmunodeficiencias mostraron
una mayor susceptibilidad al desarrollo de tumores, tanto espontaneos como inducidos
por carcindgenos, que sus contrapartes inmunocompetentes*. Por otro lado, si se
inoculaban ratones con células tumorales irradiadas que no podian crecer, estos
ratones generaban proteccion contra posteriores inoculaciones con una dosis
normalmente letal de células viables del mismo tumor. Estos efectos protectores no
son observados en ratones deficientes de linfocitos T, pero pueden ser conferidos por
la transferencia de linfocitos T de otro raton, demostrando la necesidad de los linfocitos
T para mediar todos estos efectos. Estas observaciones indican que los tumores
expresan péptidos antigénicos que pueden convertirse en blanco de una respuesta
tumor especifica mediada por linfocitos T. Estos antigenos de rechazo tumoral son
expresados por tumores inducidos experimentalmente en roedores, y son usualmente
especificos para un tumor individual. Por lo tanto, la inmunizacién con células
tumorales irradiadas de un tumor protege al ratén contra la invasion por células vivas

del mismo tumor, pero no tiene efecto contra células pertenecientes a otro tumor*’*,

El término inmunovigilancia ha evolucionado a un concepto mas complejo y
amplio, la inmunoedicién, introducido por Robert D. Schreiber. La inmunoedicion se

define por tres eventos claves: eliminacion, equilibrio y escape (Figura 2) *>*.
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Figura 2. Fases del proceso de inmunoedicion del cancer. La inmunoedicién del
cancer procede a través de tres fases: eliminacion, equilibrio y escape. a) Durante la fase de
eliminacién, el sistema inmune innato y adaptativo cooperan para reconocer células
transformadas que escaparon mecanismos de supresion tumoral intrinseca y eliminarlas antes
de que sean clinicamente detectables. b) Las células tumorales que son capaces de sobrevivir
a la fase de eliminacién entran en la fase de equilibrio, en donde los tumores son moldeados
por el sistema inmune. ¢) Cuando el sistema inmune falla en controlar el crecimiento tumoral se
entra en la fase de escape, este escape se da por una disminuciéon en la inmunogenicidad de
las células tumorales asi como por la aparicion de un ambiente inmunosupresor. Tomando y
modificado de O’Donnell et al, 2018

La fase de eliminacion es la vision contemporanea de la hipétesis original de
inmunovigilancia, en donde los sistemas inmunes innato y adaptativo actdan juntos
para erradicar el tumor en desarrollo® . Atn no se han dilucidado completamente los
mecanismos de reconocimiento de las células tumorales, ni como es activado el
sistema inmune naive por la transformacién. Se cree que la expresion de ligandos
inducidos por sefiales de estrés es uno de los mecanismos gatillados por el ADN
dafado que puede alertar a células vecinas de la transformacion temprana. Otras
sefales de peligro, que son liberadas por células recientemente transformadas o por
células tumorales moribundas, pueden proveer de sefiales suficientes para alertar y
activar el sistema inmune®®. Estas sefiales de peligro pueden ser reconocidas por
células de la inmunidad innata como pueden ser células “natural killer” (células NK),
macrofagos, y células T “natural killer” (células NKT). En respuesta a las sefales de
peligro, las células NK y los macréfagos secretan citoquinas inflamatorias, como por

ejemplo interferbn gamma (IFN-y) producida por las células NK, generando
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mecanismos supresores de tumor. El IFN-y activa procesos anti-proliferativos, pro-
apoptoticos y angiostaticos, que combinados con la acciébn de otras de las
interleuquinas secretadas y de linfocitos citotoxicos, llevan a la muerte de un ndmero
significativo de células tumorales. Los macréfagos M1 a través de la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias, como la interleuquina 1 (IL-1) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), inhiben la progresién tumoral *. A través de la produccién de
intermediarios reactivos del oxigeno y del nitrégeno por los macréfagos, y de
mecanismos dependientes de perforina mediados por células NK, se da la muerte de
células tumorales adicionales. De esta forma se generan antigenos tumorales que
pueden ser capturados por células dendriticas reclutadas en el tumor. Estas células
dendriticas que capturaron antigenos tumorales y se activaron, migran al nddulo
linfatico que drena el tumor y alli activan a células T CD4" y CD8" naive. Las células T
CD4" y CD8" tumor especificas migran hacia el tumor para eliminar células tumorales

%051 " Nuevamente la muerte de

viables que expresan dichos antigenos tumorales
células tumorales generan antigenos tumorales que pueden ser presentados por
células dendriticas a linfocitos T en el nddulo linfatico que drena el tumor, de esta

forma amplificando y ampliando las respuestas T. Esto se conoce como el ciclo

Cancer-Inmunidad®3.

Una vez que las células T estan en el microambiente tumoral, el éxito de su
accion anti-tumoral es determinada por su habilidad de superar barreras adicionales y
defensas que encuentran por parte de las células tumorales, estromales, células T
reguladoras, células mieloides supresoras, citoquinas inhibidoras, y otras células en el
microambiente tumoral que actian para mitigar las respuestas inmunes
antitumorales™. Las células NK y algunas células T, células T yd, expresan el receptor
NKG2D en su superficie. Dicha molécula es un receptor activador, que constituye uno
de los mediadores principales para el reconocimiento y eliminacion de células
transformadas®-*°. Los ligandos de NKG2D son proteinas propias que se expresan en
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bajos niveles en células normales, pero que aumenta su expresidon en células
estresadas. En humanos los ligandos de NKG2D incluye MICA y MICB. Las células
que expresan estos ligandos pueden ser eliminados por células NK y células Tyd en
un proceso llamado vigilancia linfoide de estrés. Varios estudios sugieren gque la
expresion de ligandos de NKG2D podria ser directamente inducida por oncogenes. Se
ha reportado una correlacibn entre algunos polimorfismos en NKG2D vy la
susceptibilidad de desarrollar cancer de higado y del cérvix uterino en humanos,
sugiriendo un rol protector de NKG2D contra estas enfermedades®®*’. La expresion de
moléculas enddgenas inducidas por estrés es usado por el sistema inmune para

reconocer y eliminar células pre-malignas °.

Si la eliminacion no es completamente exitosa, se entra en la fase de equilibrio,
en la cual las células tumorales experimentan cambios 0 mutaciones que ayudan a su
supervivencia como resultado de presiones selectivas impuestas por el sistema
inmune (Figura 2)*®. Durante este proceso, los linfocitos y el IFN-y en el tumor ejercen
una potente presion selectiva en las células tumorales, que es capaz de contener el
crecimiento tumoral pero no eliminarlo completamente. Los tumores son moldeados
por el ambiente inmunolégico en el que se forman. Este proceso de moldeado
generalmente conduce a la generacion de tumores que son capaces de resistir mejor
los mecanismos supresores tumorales del sistema inmune, por ejemplo se ha
reportado la pérdida de expresion funcional de al menos tres componentes de la via de
sefializacion del receptor del IFN-y, lo que las hace resistentes al mismo®. Por lo
tanto, la intensiva interaccién entre las células del sistema inmune y células tumorales,
eventualmente induce la aparicion de células tumorales con inmunogenicidad
reducida. Estas células tumorales con inmunogenicidad reducida, son capaces de
sobrevivir en un individuo inmunocompetente. Las alteraciones que deben ocurrir en la
remodelacién inmunoldgica del tumor en desarrollo son facilitadas por la inestabilidad
genética inherente de las células tumorales**>!. Como la fase de equilibrio involucra la
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continua erradicacion de las células tumorales, y la continua emergencia de variantes
resistentes de células tumorales por la presion selectiva inmune, es posible que la fase
de equilibrio sea la més larga de los tres procesos de la inmunoedicién del cancer y

puede ocurrir por un periodo de varios afos **,

Luego de la pérdida de la mayoria de los mecanismos intrinsecos y extrinsecos
supresores tumorales, las células tumorales entran en la fase de escape (Figura 2). El
escape de las células tumorales puede ocurrir a través de dos grandes cambios que
ocurren a nivel de la célula tumoral per se y/o a nivel del microambiente tumoral. La
reducciébn de la inmunogenicidad de las células tumorales puede disminuir el
reconocimiento inmune. Ademas, las células tumorales pueden adquirir resistencia
contra las funciones citotoxicas de las células del sistema inmune, como puede ser la
expresion de moléculas anti-apoptoticas (bcl2) que impidan la muerte de las células
tumorales. A nivel del microambiente tumoral, el escape puede ocurrir por el
surgimiento de una red inmunosupresiva. Varios factores producidos por células
tumorales y células del sistema inmune, como el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), el factor de crecimiento transformante § (TGF-B), la interleuquina 10
(IL-10) y la prostaglandina E2 y la indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) contribuyen al

%052 varias células del

establecimiento del microambiente inmunosupresor
microambiente tumoral contribuyen al escape de las células tumorales del sistema
inmune. Entre estas se encuentran las células T reguladoras, las células mieloides
supresoras (MDSCs), macréfagos asociados al tumor de tipo Il y células estromales.
Los macro6fagos asociados al tumor de tipo Il afectan drasticamente la tumorigénesis,
angiogénesis, intravasacion, y pueden impedir el ataque de las células NK y células T
durante el desarrollo tumoral®. Las células tumorales que acumularon suficientes

mutaciones para evadir el sistema inmune, pueden crecer sin obstaculos hasta ser

clinicamente detectables.
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El estudio de la relacion entre el sistema inmune y el cancer, y los mecanismos
de evasion al sistema inmune utilizado por los tumores, han permitido el desarrollo de
una variedad de terapias contra el cancer que utilizan al sistema inmune del
hospedero para generar respuestas contra las células tumorales. Estas terapias,

denominadas inmunoterapias, seran desarrolladas a continuacion.

Inmunoterapias contra el cancer

Las terapias convencionales contra el cancer son la reseccién quirtrgica, la
quimioterapia y la radioterapia. La inmunoterapia, que es considerada la cuarta
terapia, ha tomado gran importancia en el tratamiento del cancer. Por otro lado, para
algunos tipos de céancer, como pueden ser el cancer de prostata y mama, la

hormonoterapia tiene gran uso clinico.

En la quimioterapia se utilizan farmacos que son citotéxicos, matando a células
gue se dividen rapidamente. Los objetivos de esta terapia es disminuir la masa tumoral
por muerte directa asi como disminuir la tasa de proliferacion celular. Dado que los
farmacos citotoxicos utilizados en quimioterapia actian sobre células que proliferan
rapidamente, actuarian también sobre células inmunes proliferantes resultando en
inmunosupresion. Ademas, se pensaba que la muerte celular inducida por la
quimioterapia no era inmunogénica. Por estas observaciones, historicamente se
pensaba que los beneficios anti-tumorales de la quimioterapia era consecuencia de la
citotoxicidad directa o al arresto permanente de la maquinaria del ciclo celular. Sin
embargo, actualmente se reconoce que la muerte celular inducida por algunos
quimioterapéuticos (antraciclinas y oxiplatino) genera cambios especificos en la
superficie celular y la liberacién de mediadores solubles que permiten a las células
dendriticas reconocer la célula que esta muriendo e iniciar una respuesta inmune anti-
tumoral®. En esta muerte celular inmunogénica se observa una re-localizacion de la

proteina de reticulo endoplasmatico calreticulina a la membrana celular, la cual actia

28



como sefal “comeme” al unirse a CD91 en macrofagos y células dendriticas. La unién
de la calreticulina a CD91 en estas células presentadoras de antigeno promueve la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias como IL-6 y el factor de necrosis tumoral
(TNF). También se da la liberacién de ATP que es esencial para el reclutamiento de
células presentadoras de antigeno y la activacion subsecuente del inflamasoma para
liberar IL-1B por células dendriticas. La liberacion de ATP por la muerte celular
inmunogénica media la activacion del inflamasoma NLRP3, creando un vinculo entre
respuestas inmune innatas y adaptativas. La activacion del inflamasoma en células
dendriticas lleva a la liberacién de IL-1B, y al reclutamiento posterior de células Tyd y
el “cebado” de células T CD8* contra antigenos tumorales®>®. Ademas se observa que
en la muerte celular inmunogénica se da una liberacion de HMGB1 (del inglés “high-
mobility group box 1”) el cual sefaliza a través de TLR-4 en las células dendriticas

mejorando la presentacion de antigenos®®*.

La radioterapia es un tratamiento contra el cancer altamente efectivo que lleva
al control local del tumor y potencialmente a la cura en etapas tempranas del cancer.
Es bien sabido que la irradiacion ionizante dirigida causa la muerte directa de células.
Sin embargo, la irradiacion es capaz de inducir la reduccién del tumor en sitios no
irradiados, éste fenémeno es conocido como efecto “abscopal” ®*™**. El sistema inmune
seria el componente clave del efecto “asbcopal’ luego de la radioterapia. La
radioterapia local, al igual que algunos agentes quimioterapéuticos, induce muerte
celular inmunogénica, llevando a respuestas inmunes del hospedero. Como se
desarroll6 anteriormente, en una muerte celular inmunogénica se da la liberacion de
patrones moleculares asociados a dafio (DAMPSs) que gatillan la captura de antigenos
por las células dendriticas asi como la activacion de las células presentadoras. Esto
resulta en una mejor presentacion de antigenos a los linfocitos citotoxicos. Es
conocido que la irradiacién ademas altera el fenotipo inmune del tumor al aumentar la
expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase | (MHC-
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I) en la superficie de las células tumorales. Por otro lado, la radioterapia induce un
patrén de citoquinas que facilita la migracién y funcién de células T CD8" efectoras 2.
Sin embargo, los casos reportados de efecto “asbcopal” son pocos, y estudios pre-
clinicos sugieren que este efecto inducido sdélo por la radioterapia dificiimente tenga un
impacto clinico importante en el control de la enfermedad en un contexto de

metastasis®?.

Por otro lado, las inmunoterapias contra el cancer tienen como obijetivo la
utilizacion del sistema inmune del hospedero para la generacion de respuestas de
larga vida contra células tumorales®. Las inmunoterapias contra el cancer pueden
clasificarse como activas o pasivas, dependiendo de su habilidad de activar (o re-
activar) el sistema inmune del hospedero contra células malignas®. Un ejemplo de
inmunoterapia pasiva es la transferencia adoptiva de células T y la utilizacién de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra el tumor, ya que estas terapias tienen
actividad antineoplasica directa®®. En cambio, las vacunas contra el cancer y los
bloqueadores de puntos de control (BPC) inmunes son ejemplos de inmunoterapias
activas, al activar o re-activar el sistema inmune del hospedero contra células
malignas®®. Una caracteristica distintiva de las inmunoterapias es la durabilidad de sus
respuestas, probablemente dado a la memoria del sistema inmune adaptativo, lo que

se traslada en la sobrevida a largo plazo en un grupo de pacientes®’.

La primera inmunoterapia en ser aprobada por la Administracion de Drogas y
Alimentos de Estados Unidos (FDA) fue el IFN-a en 1986 para el tratamiento de
pacientes con tricoleucemia, y mas tarde para otras leucemias y linfomas®. Desde ese
momento varios agentes han sido aprobados por la FDA asi como por otras agencias
reguladoras, pero un punto de inflexién en la inmunoterapia fue dado por la aprobacién
en 2011 del ipilimumab, un bloqueador de punto de control cuyo blanco es el CTLA4
(del inglés “cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4”), para el tratamiento de

melanoma. Mas tarde fueron aprobados por la FDA cinco terapias de BPC adicionales,
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todas teniendo como blanco el eje PD-1 (de inglés “programmed cell death 1”) y su
ligando PD-L1, para el tratamiento de una variedad de tipos tumorales. A continuaciéon
me focalizaré exclusivamente en los bloqueadores de puntos de control, pero cabe
destacar que otras inmunoterapias, como puede ser la transferencia de células T
autélogas modificadas por ingenieria genética para expresar un receptor antigénico

quimérico especifico (células CAR T), han mostrado excelentes resultados clinicos®.

Los puntos de control inmunolégicos (CTLA4, PD-1, entre otros) son de
extrema importancia al mantener las respuestas inmunes dentro de un rango
fisiologico deseado y protegen al hospedero de desarrollar autoinmunidad®, sin
embargo, son utilizados por los tumores a su favor, suprimiendo de esta forma
respuestas inmune. Los bloqueadores de puntos de control inmune eliminan sefiales
inhibitorias para la activacion de células T, lo que permite a las células T especificas
del tumor superar los mecanismos regulatorios y montar una respuesta anti-tumoral

efectiva.

La expresiéon y funcion de CTLA4 se relaciona intrinsecamente con la
activacion de las células T, se induce luego de la activacion de células T
convencionales CD4'FoxP3 y CD8'FoxP3’, sin embargo se expresa constitutivamente
en células T reguladoras CD4'FoxP3'™. La expresi6on de CTLA4 se ve aumentada
inmediatamente luego de la union del receptor de célula T (TCR) con su péptido
especifico presentado en moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC), con un pico de expresion entre los 2-3 dias luego de la activaciéon. CTLA4
disminuye la sefializacién del TCR al competir con la molécula co-estimuladora CD28
por la union a los ligandos B7 (B7-1y B7-2), por los cuales CTLA4 presenta una mayor

afinidad y avidez®"*.

Ademas del aumento en la expresion de CTLA4 luego de la
activacion del linfocito T, vesiculas intracelulares que contienen CTLA4 son
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movilizadas rapidamente a la sinapsis inmunolégica. El grado de reclutamiento de
CTLA4 a la sinapsis inmunologica se correlaciona directamente con la fuerza de la
sefial del TCR™. Una vez en la sinapsis inmunoldgica, CTLA4 es estabilizado por la
unién a B7, permitiendo que se acumule y que compita con CD28. A través de este
mecanismo, CTLA4 atenua la sefial coestimuladora positiva por CD28 limitando la
sefalizacién corriente abajo de CD28, la cual es principalmente mediada por
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI13K) y AKT. Esto resulta en una potente regulacion de la
sefializacion del TCR, y por lo tanto de la actividad del linfocito T. La funcién principal
de CTLA4 es regular la actividad de células T en el sitio de “cebado”, por ejemplo en
organos linfoides secundarios. Sin embargo, CTLA4 también puede atenuar la
activacion de células T en tejidos periféricos dado que los ligandos B7 también pueden
ser expresados por células T activadas®. Dado el rol central de CTLA4 en la
regulacion de la activacion de las células T, la co-inhibicion por esta molécula es critica

para la tolerancia a antigenos propios®.

Ademas de las funciones intrinsecas a través de las cuales CTLA4 atenua la
actividad de las células T, CTLA4 también puede modular la activaciéon de estas
células a través de mecanismos extrinsecos. La mayor parte de las funciones
supresoras extrinsecas de CTLA4 estan mediadas por las células T reguladoras
(Treg). La expresion de CTLA4 en células Treg podria atenuar la activacion de células
T de manera extrinseca al limitar la disponibilidad de ligandos B7 para la
coestimulacion positiva de CD28 de células T efectoras cercanas®. Por otro lado, se
ha reportado que CTLA4 también puede actuar limitando la disponibilidad de los
ligandos B7 a través de trans-endocitosis de B7-1 y B7-2 de células presentadoras de
antigeno’. Cabe destacar que la expresion de CTLA4 no se restringe a las células T,
sino que también se report6 expresada en células B y células dendriticas, pero el

significado funcional de dicha expresion aln no es del todo conocida’™.
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Otro punto de control inmunoldgico es la molécula PD-1. La funcién biolégica
primaria de PD-1 es mantener la tolerancia periférica y el mantenimiento de las
respuestas de células T dentro de un rango fisiologico. El eje regulatorio PD-1/PD-L1
es uno de los mecanismos normales de tolerancia periférica a ciertos antigenos
extrafios y frente a antigenos propios. Dado que el eje regulatorio PD-1/PD-L1 es
inducido por respuestas inmunes, constituye un mecanismo de retroalimentacion
negativa para atenuar respuesta de células T y minimizar el dafio tisular®®™. PD-1
regula la activacion de las células T a través de la interaccion con PD-L1y PD-L2. PD-
1 se expresa en células T, NK, NKT, células B, macréfagos y algunas subpoblaciones
de células dendriticas durante la activacion inmune e inflamacion cronica. La
sefalizacién a través del TCR y algunas citoquinas (por ejemplo la IL-2 e IFN de tipo I)
inducen la expresion de PD-1 en células T”. Debido a que los ligandos de PD-1 se
expresan ampliamente en tejidos no linfoides, PD-1 actla principalmente regulando la
activacion de la célula T en periferia. Mientras que PD-L1 se expresa en una variedad
de células hematopoyéticas y no hematopoyéticas, PD-L2 se expresa principalmente
en macréfagos y células dendriticas, asi como en células no hematopoyéticas en
pulmén’. La expresion de PD-L1, y en cierta medida también la de PD-L2, es inducida

en respuesta a citoquinas inflamatorias como puede ser el IFN-y®*"°.

Luego de la unién a sus ligandos, PD-1 transmite una sefial co-inhibitoria a
través de la tirosina fosfatasa SHP2, atenuando la activacion de la célula T. El
reclutamiento de SHP2 atenta directamente la sefializacion del TCR al desfosforilar
elementos de sefializacion proximales®®. Recientemente se mostré que CD28 es
preferencialmente desfosforilada en respuesta a la activacion de PD-1 por PD-L1%,
Estos resultados indican que PD-1 suprime la funcién de las células T principalmente
al inhibir la sefalizacion de CD28, por lo que CTLA4 y PD-1 actian al menos en parte

a través del mismo mecanismo® 3.
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Generalmente la expresion de PD-1 se utiliza como marcador de célula T
exhausta, sin embargo no es suficiente para definir una poblacion funcionalmente
exhausta. Las células T exhaustas se definen por la co-expresion de PD-1, LAG3 y
TIM3. El agotamiento de las células T es un mecanismo importante que limita la
actividad de las mismas en presencia de estimulacién antigénica crénica y actla para
preservar clones de linfocitos T que de otra manera sufririan una muerte celular

inducida por activacion®.

Basados en el conocimiento de como actian CTLA4 y PD-1, se cree que los
anticuerpos anti-CTLA4 y anti-PD1 ejercen su funcién en diferentes etapas del ciclo
Cancer-Inmunidad. El bloqueo de CTLA4 actuaria principalmente en los sitios de
“cebado” en donde se encuentra involucrada la co-estimulacion positiva por CD28,
mientras que el bloqueo de PD-1 actuaria a nivel de tejidos periféricos inflamados®.
Sin embargo, resultados publicados recientemente sugieren que los mecanismos de
accion del bloqueo de CTLA4 y PD-1 no se encuentran limitados Unicamente a estos
sitios. Se ha reportado que se requiere de co-estimulacion por CD28 para que el
bloqueo de PD-1 logre rescatar células T CD8" exhaustas’. Por lo tanto, puede que el

blogqueo de PD-1 actue en tejidos periféricos asi como en sitios de “cebado”.

El mecanismo de accién preciso de las terapias de BPC aln no se encuentra
del todo comprendido. Se cree que el bloqueo de CTLA4 induce el rechazo tumoral a
través de diferentes mecanismos. El mecanismo principal parece ser el bloqueo
directo de la competencia de CTLA4 con CD28 por la unién a B7. De esta manera, el
bloqueo de CTLA4 potenciaria la sefial co-estimuladora de CD28 y por lo tanto la
activacion de células T. Esto ocurriria en érganos linfoides secundarios, asi como
también podria ocurrir en estructuras linfoides terciarias asociadas al tumor. Se ha
reportado que el tratamiento con anti-CTLA4 induce la expansion de tipos especificos
de células T CD4" efectoras, por lo que el bloqueo de CTLA4 potenciaria la inmunidad

anti-tumoral a través de la modulacién y expansion de poblaciones de células T
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particulares®®. Ademas de estos mecanismos, la deplecién de células Treg es un
mecanismo de accién reportado del tratamiento con anti-CTLA4 en modelos tumorales
murinos’. La modulacién del repertorio de TCR también puede contribuir a los efectos
terapéuticos del bloqueo de CTLAA4. El tratamiento con ipilimumab conduce a una
remodelacién y ampliacion del repertorio de TCR periféricos, lo cual se ha visto
asociado a eventos adversos inmuno-relacionados’. La pérdida de CTLA4 bajaria el
umbral de ligacién del TCR requerido para una activacion efectiva de la célula T, dado
que normalmente el CTLA4 atenua la fuerza de la sefial del TCR. Al bloquear a
CTLA4, antigenos con una fuerza de sefial baja, que normalmente no inducirian una
sefial suficiente para generar una respuesta de célula T, podrian conducir a la
activacion de células T. Ademas, por este mecanismo también se podrian potenciar

clones anti-tumorales de alta afinidad®®.

El bloqueo de PD-1 induce el rechazo tumoral al revitalizar a las células T
CD8", llevando a un aumento en la actividad funcional y en la frecuencia. El bloqueo
de la sefializacion del eje PD-1 impide la atenuacion de la sefalizacién del TCR,
permitiendo que se restaure la actividad de células T CD8* exhaustas®® . Evidencias
clinicas sugieren un modelo en el cual el bloqueo de PD-1/PD-L1 es mas efectivo en
tumores en los cuales respuestas T enddégenas ya fueron activadas pero que se
encuentran suprimidas por la uniéon a PD-L1 o PD-L2”". El bloqueo de PD-1
principalmente conduce a la expansion de células T CD8", sin embargo las células
TCD4 son requeridas para respuestas anti-tumorales efectivas’®. Qué aspecto
especifico de la colaboracion de las T CD4" es requerido para las respuestas al
bloqueo de puntos de control ain no es conocido. Recientemente fue reportado que
una respuesta anti-tumoral efectiva luego del tratamiento con anti-PD-1 requiere de la
infiltracion en el tumor de células dendriticas productoras de IL-12°. El tratamiento con
anti-PD-1 induce directamente la produccion de IFN-y por células T activadas, el cual
va a ser reconocido por células dendriticas intratumorales resultando en la produccién

35



de IL-12. Por su parte, la IL-12 estimula la inmunidad anti-tumoral mediada por células

T,

Cuando el bloqueo del eje PD-1/PD-L1 se lleva a cabo con anticuerpos anti-
PD-L1 otro mecanismo que puede estar involucrado en el rechazo tumoral es la
muerte directa de células tumorales a través de la citotoxicidad celular mediada por

anticuerpos (ADCC)®.

Comprender el mecanismo por el cual las terapias de BPC funcionan es critico
para combinar eficientemente dichas terapias con otros agentes inmunoterapéuticos o
quimioterapéuticos. Por ejemplo, la combinacion del bloqueo de CTLA4 y PD-1
presenta una mejor eficacia terapéutica comparada con las monoterapias, pero con un
aumento significativo en la toxicidad. Alun no es claro si la eficacia mejorada de la
terapia combinada con anti-PD-1 y anti-CTLA4 es debida a una adicion de los
mecanismos celulares y moleculares de las respectivas monoterapias, o si el

mecanismo es distinto al de las monoterapias®.

Las inmunoterapias han revolucionado el manejo clinico de muchos cénceres.
Sin embargo, solo una fraccion (alrededor del 20-40%) de pacientes con cancer
responden al tratamiento con BPC, son de alto precio y generalmente se asocian a
una toxicidad no despreciable. Esto hace critico la identificacion de biomarcadores
predictivos robustos, que permitan identificar los pacientes que van a responder®, asi
como entender los mecanismos que limitan la respuesta anti-tumoral inducida por las

inmunoterapias®’.

Como se menciond anteriormente, es fundamental el desarrollo de
biomarcadores de respuesta a los BPC, de manera que permitan identificar, antes de
comenzar el tratamiento, qué pacientes tienen mayor probabilidad de desarrollar una
respuesta clinica. La probabilidad de que un paciente con cancer obtenga un beneficio

clinico de la inmunoterapia depende en su competencia inmunolégica global, que
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puede ser influenciada por factores relacionados al cancer y al tratamiento. Dentro de
estos factores se incluye variaciones en genes involucrados en la generacion,
regulacion y ejecucion de la inmunidad anti-tumoral, infecciones virales o farmacos
que resultan en una inmunosupresion sistémica, y la composicién de la microbiota

intestinal®.

El nivel de expresion de PD-L1 en células tumorales ha sido evaluado como un
posible biomarcador de respuesta al bloqueo de PD-1. Mientras algunos estudios
sugieren que la expresion de PD-L1 por las células tumorales podria ser un
biomarcador predictivo de respuesta, algunos pacientes con tumores que no expresan
PD-L1 logran tener un beneficio clinico duradero luego del bloqueo de PD-1. Por lo
tanto, considerar Unicamente el nivel de expresion de PD-L1 por las células tumorales

no constituye un buen biomarcador de respuesta®.

Varios estudios muestran que un mayor infiltrado de linfocitos T en el tumor se
asocia con una mejor respuesta y mayor sobrevida en pacientes con diferentes tipos
de cancer. Una mayor infiltracién por células T CD8" con alta expresion de PD-1 y
CTLA4 ha sido relacionado fuertemente con una respuesta al bloqueo de PD-1%.
Asimismo, la expresion de IFN-y se ha asociado a una mejor respuesta, asi como
también una mayor carga mutacional®*. Una marcada eficacia de los BPC se han
reportado en pacientes con melanoma y cancer de pulmén a células no pequefas, los
cuales son los tipos tumorales con mayor carga mutacional. Estas mutaciones en las
células tumorales puede resultar en la generacién de nuevos antigenos, neoantigenos,
gue podrian ser reconocidos como antigenos no propios por el sistema inmune, de
esta manera potenciando la reactividad de las células T contra el tumor, y facilitando la
eficacia de los BPC®. Por otro lado se han sugerido marcadores en sangre, teniendo
como ventaja que es obtenida facilmente en la practica clinica y que es compatible con

un muestreo seriado durante el tratamiento. Dentro de los marcadores en sangre se
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encuentra el nivel de células T CD8'CD45R0O", un mayor porcentaje de estas células

se asocia con respuesta al tratamiento con ipilimumab en pacientes con melanoma®".

A pesar de las asociaciones con el prondstico mencionadas anteriormente, no
existe consenso en la utilizacién de biomarcadores para predecir la respuesta a los
BPC. Actualmente se esta poniendo gran esfuerzo en lograr identificar biomarcadores
de respuesta a los BPC que sean robustos. Cabe destacar que la combinacion de
multiples biomarcadores va a conducir a una mejor identificacion de los
pacientes con mayor probabilidad a responder a los BPC que un (nico

biomarcador®.

La resistencia a las inmunoterapias puede clasificarse clinicamente en primaria
y adquirida. Pacientes que presentan resistencia primaria a los BPC no responden a la
terapia desde un comienzo. En cambio, una fracciébn de pacientes responden
inicialmente a los BPC pero luego de un tiempo tienen una recaida y el cancer
progresa, lo que se denomina resistencia adquirida®’. La inmunoedicién del cancer
también ocurre en pacientes que reciben inmunoterapias contra el cancer. Si la
inmunoterapia es efectiva, conduce al tumor nuevamente a la fase de eliminacion, que
se ve reflejado como una respuesta clinica completa. En cambio, si la inmunoterapia
no es lo suficientemente efectiva fuerza al tumor a entrar en una fase de equilibrio, lo
gue se caracteriza por una respuesta parcial. La seleccion de clones capaces de
evadir o suprimir la inmunidad anti-tumoral inducida por la inmunoterapia resulta en un
segundo escape, clinicamente caracterizado por una resistencia adquirida al
tratamiento®. Los mecanismos de resistencia pueden dividirse en los intrinsecos de la
célula tumoral y los extrinsecos de las células tumorales. Dentro de los mecanismos
intrinsecos se encuentran la ausencia de proteinas antigénicas (por ejemplo debido a
una baja carga mutacional), deficiencia en la presentacion antigénica, exclusion
genética de las células T o insensibilidad a las células T. Por otro lado, dentro de los

mecanismos de resistencia extrinsecos de las células tumorales se encuentran la
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ausencia de células T en el microambiente tumoral, expresién de puntos de control
inmunes inhibitorios (como pueden ser VISTA, LAG-3 y TIM-3), y presencia de células
inmunosupresoras (como pueden ser macréfagos asociados al tumor y células Treg)®'.
Recientemente se ha mostrado que desbalances i6nicos a nivel del microambiente
tumoral también constituyen un mecanismo de resistencia a las inmunoterapias. Una
concentracion alta en de K* extracelular en el microambiente tumoral, dada por la
necrosis de células tumorales, llevan a un aumento en la concentracion intracelular de
K* en las células T que infiltran el tumor®. Este aumento en el K* intracelular conduce
a una inhibicién de la sefializacion del TCR, y por lo tanto a una supresion de la
funcion efectora de células T®*. Para referirse a estos mecanismos el grupo de
Nicholas Restifo ha propuesto el concepto de “puntos de control idnicos”. La activacion
de canales de K’ en células T que permiten un eflujo de K*, y por lo tanto una
disminucién de la concentracion de K intracelular, es capaz de restaurar la funcion de
las células T ®. Por lo tanto, estos puntos de control i6nicos son blancos plausibles de

nuevas inmunoterapias.

Comprender los mecanismos de resistencia a las inmunoterapias es importante
para el desarrollo de terapias combinadas que logren vencer estos mecanismos,
permitiendo de esta forma una mejor respuesta clinica. La mayor parte de las
estrategias propuestas para vencer los mecanismos de resistencia primaria y adquirida
apuntan a la manipulacién del sistema inmune adaptativo, muy pocos encares de
inmunoterapias anti-tumorales buscan activar actores moleculares del sistema inmune
innato. Recientemente se mostré que la activacion de la via no canénica de NF-kB en
células dendriticas intratumorales a través de agonismo de CD40 puede potenciar
fuertemente el control tumoral mediado por anti-PD-1"°. Tratamientos combinados de
agonistas de CD40 con bloqueadores de PD-1 se encuentran actualmente en ensayos
clinicos. Asimismo, la importancia de la inmunidad innata se evidencia en estudios de
biopsias de pacientes con melanoma en donde una mejor respuesta clinica al
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18, Asuvez, la

tratamiento con BPC se correlaciona con un perfil de interferén de tipo
activacion farmacolégica de la via de los interferones de tipo | a través de Tmem173
(STING) lleva a la estimulacion de inmunidad mediada por linfocitos T CD8" que
mejora el efecto anti-tumoral del anti-CTLA4 y anti-PD1%%®. Recientemente se ha
reportado que la activacion de STING conduce a una muerte celular programada
lisosomal que activa al inflamasoma NLRP3%. Como se comentd anteriormente, el
inflamasoma NLRP3 tiene un rol en el cancer y dado que, como se vera méas adelante,

esta tesis tiene como objetivo elucidar el impacto que tiene en la respuesta inmune

anti-tumoral, a continuacion se trataran los antecedentes al respecto.

Inflamasomay cancer

En cuanto al rol del inflamasoma en el cancer, el mismo es controvertido,
teniendo tanto efectos anti-tumorales como pro-tumorales. Mutaciones en genes
codificantes para componentes del inflamasoma usualmente se asocian a
susceptibilidad a infecciones, enfermedades autoinflamatorias asi como a cancer en
humanos. En el contexto del cancer, polimorfismos en el gen NLRP3 se asocia con
melanoma y céancer de colon®. Estudios en quimeras de médula 6sea mostraron que
la activacién del inflamasoma NLRP3 en células hematopoyéticas, pero no en
estromales, es esencial para mediar la proteccion contra la carcinogénesis asociada a

colitis®.

Se ha reportado que dos inyecciones en una semana de IL-18 recombinante en
ratones potencia el desarrollo de metastasis de tumores B16F10, sin embargo la
administracién diaria por 5 dias reduce el desarrollo tumoral®’. Esto sugiere que la
forma en la que es secretada la IL-18, en pulsos cortos o de forma crénica, podria
determinar un resultado pro-tumoral o anti-tumoral. Pudiendo explicar de esta forma

los resultados contradictorios de la literatura, en los diferentes modelos tumorales

40



podria activarse el inflamasoma NLRP3 de forma diferente llevando a resultados

opuestos.

A su vez, también se han reportado diversos roles pro-tumorales a la IL-1f. Se
ha reportado que ratones deficientes en IL-1R presentan un retardo en la acumulacion
de MDSCs y una reduccién en tumor primario mamario y metastasis®. Se ha
mostrado que diferentes agentes quimioterapéuticos como la gemcitabina y 5-
fluorouracilo llevan a la produccién de IL-1B por MDSCs, y esta produccion induce la
secrecion de IL-17 por células T CD4" disminuyendo la eficacia anti-tumoral de dichos
quimioterapéuticos™. A su vez, en un modelo de fibrosarcoma inducido por
metilcolantreno la IL-1B suprime la actividad anti-tumoral de las células NK y T,

promoviendo de esta forma el desarrollo tumoral®

. Mas recientemente se ha reportado
que el bloqueo de IL-18 aumenta la inmunidad anti-tumoral, teniendo un efecto
sinérgico con el bloqueo de PD-1%, sin embargo se evalué mediante la inoculacion de
una Unica linea tumoral (células 4T1), pudiendo entonces no ser generalizable a otros
tumores trasplantables. Un ensayo clinico en humanos, CANTOS, fue disefiado para
el evaluar si Canakinumab, un anticuerpo monoclonal contra IL-18 humana, podia
prevenir eventos vasculares en pacientes estables luego de sufrir un infarto de
miocardio y con una respuesta pro-inflamatoria persistente. Para entrar en el ensayo
clinico, los pacientes no debian presentar diagndstico previo de cancer. De este
ensayo se desprendid que la inhibicion de la IL-1B con Canakinumab se asocia a una
disminucién en la ocurrencia de cancer de pulmén en pacientes con aterosclerosis®.
Cabe destacar que ademas de la produccién de IL-1B por células inmunes que infiltran
el tumor, algunos tumores, como pueden ser los de melanoma avanzados,
espontdneamente secretan IL-1B. La IL-1B producida por las células malignas gatillan
la liberacién de IL-6 en el microambiente tumoral, lo cual sugiere que la IL-1B3 derivada
del tumor puede activar vias de sefializacion paracrinas en donde las células
estromales proveen de soporte tréfico a las células tumorales®.
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Por otro lado, existen evidencias que muestran que productos de la activaciéon
del inflamasoma, particularmente IL-1f3, tienen roles esenciales en la estimulacién de
respuestas inmunes adaptativas, importantes en las respuestas contra el cancer. La
IL-1B estimula la secrecion de IL-17 por células Tyd y la polarizacion de respuestas de
células T CD8" hacia IFN-y. El bloqueo de IL-1R con anakinra o utilizando anticuerpos
neutralizantes especificos de IL1-f compromete de forma importante el efecto en la
inhibicion del crecimiento tumoral por algunos agentes quimioterapéuticos®. Ademas,
como ya se mencioné anteriormente, la IL-18 puede inducir la re-programaciéon de
células T reguladoras a células exTreg con funciones efectoras, y de esta forma

favorecer las respuestas anti-tumorales®.

De los antecedentes aqui expuestos se puede ver que el inflamasoma tiene
roles pleiotrépicos y contradictorios en la oncogénesis. Por un lado afecta
positivamente vias de muerte celular autbnomas y respuestas inmunes antitumorales,
sin embargo, también estimula procesos autdcrinos y paracrinos que favorecen la
inflamacién carcinogénica, el crecimiento tumoral, la metastasis y angiogénesis. Por lo
tanto, dependiendo del tipo de cancer y del estadio del mismo, la inhibicion del

inflamasoma puede ser una opcién terapéutica o ser contraindicado®.

Tmem176b como un potencial regulador iénico del inflamasoma

Nuestro equipo ha trabajado en la caracterizacién biol6gica de la proteina
intracelular Tmem2176b como un canal i6nico con propiedades inmunorreguladoras.
Como se comenté mas arriba, el inflamasoma NLRP3 es activamente regulado por el
contenido iénico del citosol. Especulamos entonces que Tmem176b podria controlar la
activacion del inflamasoma a través de mecanismos i6nicos. A continuacion me

focalizaré sobre los aspectos conocidos de nuestra molécula de interés.

Tmem176b/TORID (TOlerance Related and InduceD) y su homodlogo

Tmem176a (HCA-112), son proteinas intracelulares transmembrana que pertenecen a
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la familia de proteinas MS4A (del inglés “membrane-spanning 4-domains subfamily
A”)’". Ambas proteinas se encuentran expresadas de forma ubicua. Se ha reportado
alta expresion de ARNm de Tmem176b en pulmén, rifion, nédulos linfaticos y bazo. El
patréon de expresion de Tmeml76a es similar, encontrandose alta expresion en
pulmén, rifidn y bazo *®. A nivel la expresion en subtipos de células del sistema
inmune, Tmem176b y Tmem176a presentan una alta expresién en células dendriticas
derivadas de la médula 6sea (BMDCs) y en células dendriticas convencionales.
También estdn expresados en granulocitos, monocitos y en células dendriticas
plasmocitoides®. M&s recientemente se reportd la expresion de Tmeml76b vy
Tmem176a en células RORyt" como son las células Th17 e ILC3%. La expresion de
Tmem1l76b y Tmeml176a ha sido asociada al estado inmaduro de los monocitos y
células dendriticas, disminuyendo su expresion notoriamente luego de la estimulacion

inflamatoria %.

Tanto Tmeml76b como Tmeml76a se localizan en la membrana
endofagosomal y en la red trans-Golgi®*'®. Estudios filogenéticos sugieren que los
genes Tmem176 comparten un gen ancestral comdn con la familia de genes MS4A,

pero que divergieron y sufrieron expansion independiente®” ',

Estas proteinas
presentan cuatro dominios trasmembrana hidrofébicos interconectados por un “loop”
intracelular y dos “loops” extracelulares con ambos extremos N- y C-terminal hacia el
citosol (Figura 3) '°. Mediante anélisis de la secuencia de Tmem176b, Eon Kuek et al.
predicen que Tmem176b contiene un motivo ITIM (del inglés “inmunoreceptor tyrosin-
based inhibitory motif’)!%?, estos motivos clasicamente se asocian con la propagacion
intracelular de sefiales inhibidoras. La relevancia fisioldgica de esta prediccion aun

resta ser explorada. TMEM176B y TMEM176A se localizan en el cromosoma 7q36.1

en humanos, en el 4924 en ratas y en el 6B2.3 en ratones.
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Tmem176a

Tmem176b

Figura 3. Topologia predictiva de Tmeml76b y de Tmeml76a. Tmeml76b y
Tmem176a son proteinas intracelulares con 4 dominios trasmembrana, con los extremos amino
y carboxi-terminal hacia el citosol. Tomado y modificado de Eon Kuek et al. 2015.

Tmem176b y Tmeml76a interaccionan fisicamente posiblemente formando

multimeros %1%,

Previamente se habia reportado un aumento en la expresion de Tmem176b en
corazones aloinjertados tolerados en comparacion con los rechazados o los injertos
singénicos®. La funcién de esta proteina era desconocida al momento de este
hallazgo. Nuestro grupo ha reportado que Tmem176b regula el pH fagosomal en
BMDCs y de esa manera controla el procesamiento de antigenos exdgenos para ser
cargados en el MHC de clase | (via de la presentacién cruzada)*®. Estudios en oocitos
de Xenopus en complemento de estudios en BMDCs demostraron que Tmem176b es
un canal/transportador iénico, que en la membrana de fagosomas regula el pasaje de
cationes lo que impacta directamente en la actividad V-ATPasa y de esa manera en el
pH fagosomal'®. En un modelo de trasplante, se demostré in vivo que Tmem176b
promueve el procesamiento de antigenos del 6rgano trasplantado a través de la
presentacion cruzada en BMDC toler6genas. Esa presentacion cruzada dependiente

de Tmem176b conduce a la generacion de células Treg CD8'CD11c" especificas de
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los antigenos del donante en el ganglio que drena el 6rgano trasplantado'®. En ese
N

trabajo, nuestro equipo demostré también de forma directa que las Treg CD8"CD11c

inhiben el rechazo del trasplante.

A su vez, otros grupos han encontrado a Tmem176b sobre-expresado en
células dendriticas migradoras que inhiben la respuesta inmune a vacunas'®, asi

como en células dendriticas involucradas en la diferenciacion de las células Th2 1%,

TMEM176B y TMEM176A han sido asociados con el cancer. TMEM176A fue
inicialmente identificado en una busqueda de antigenos asociados a tumor en
carcinoma hepatocelular'®. A su vez, también ha sido reportado una acumulacion
anormal de TMEM176B y de TMEM176A en determinados tipos de cancer'®.
Cuajungco et al observaron una mayor expresion de TMEM176A en carcinoma de
pulmén con respecto a tejido normal, asi como un aumento en la expresion de
TMEM176B y TMEM176A en linfoma. A su vez, vieron que la relacion entre la
expresion de TMEM176B y TMEM176A cambiaba significativamente en pacientes con
cancer de mama, de higado, de tejido linfoide y de piel, con respecto a pacientes
normales '®. Por otro lado, se ha reportado una sobre-expresion de TMEM176B en
células endoteliales tumorales, estando involucrada en la migracién de estas
células®®’. Recientemente se reportd niveles aumentados del ARNm de TMEM176B y
TMEM176A en tejidos de cancer gastrico comparado con tejido géstrico normal'®. En
dicho trabajo, Sun et al también mostraron que los niveles de ARNm tanto de
TMEM176B como de TMEML176A tenian valores prondstico en cancer gastrico.
Mayores niveles de ARNm de TMEM176B y TMEM176A se asocia con una peor
sobrevida de los pacientes con cancer gastrico’®. Cabe destacar que en todos estos
casos se evalud la expresion de TMEM176B y TMEM176A a nivel del tejido tumoral,

no diferenciando el infiltrado.
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Los elementos planteados en la introducciéon nos han llevado a plantear la
siguiente hipétesis de trabajo: Tmem176B al ser un canal iénico, podria modular la
activaciéon del inflamasoma NLRP3 al influir en la homeostasis i6nica, y de esta

formatener un rol en la respuesta inmune anti-tumoral.

46



Objetivos

El objetivo general de esta tesis fue aportar conocimiento respecto al papel de
la homeostasis i6nica en la regulacion de la activacion del inflamasoma NLRP3, y su

potencial impacto a nivel fisiopatolégico.
Parte |

Como se mencion6 anteriormente, el mecanismo preciso por el cual se activa
el inflamasoma NLRP3 aln es controvertido. Sin embargo, la homeostasis i6nica
parece ser un factor determinante. A pesar del rol fuertemente evidenciado del eflujo
de K" en la activacion del inflamasoma NLRP3, muy pocos canales i6nicos o

transportadores de K* han sido relacionados con dicho inflamasoma.

El objetivo general de esta parte es evaluar la participacion de canales de K* en

la activacion del inflamasoma NLRP3.
Parte Il

Teniendo en cuenta los antecedentes de nuestro equipo y de otros
investigadores, Tmem176b emerge como una nueva molécula inmunorreguladora.
Nuestra hipétesis de trabajo es que Tmem176b podria inhibir las respuestas inmunes
anti-tumorales y de esta manera favorecer el crecimiento tumoral, probablemente a

través de la regulacion de la activacion del inflamasoma.

El objetivo general de esta parte es profundizar la caracterizacion de

Tmem176b como blanco de inmunorregulaciéon en el cancer.
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Objetivos especificos

Parte |

Evaluacién de la participacibn de canales de potasio activados por calcio

(Kcal.1ly Kca3.1) en la activacion del inflamasoma NLRPS3.

Parte Il

1- Estudio del mecanismo por el cual Tmeml76b inhibe la activacion del

inflamasoma NLRP3.

2- Estudio de la importancia de la via caspasa-1/IL-18 en la inmunidad anti-
tumoral desarrollada en ratones deficientes en Tmem176b.

3- Identificacion de inhibidores de Tmem176b.

4- Caracterizacion biolégica del farmaco inhibidor de Tmem176b.

5- Evaluacion del rol del inflamasoma en las terapias con bloqueadores de puntos

de control.
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Resultados

Parte |

Pro-inflammatory Ca*™*-activated K* channels are inhibited by hidroxychloroquine

Maria Eugenia Schroeder*, Sofia Russo*, Carlos Costa, Juliana Hori, Inés Tiscornia,
Mariela Bollati-Fogolin, Dario S. Zamboni, Gonzalo Ferreira, Ernesto Cairoli & Marcelo
Hill

Resumen

Uno de los procesos en donde los canales i6nicos tienen un rol es en la activacion del
inflamasoma NLRP3. Los niveles de K* y Ca® intracelular se cree que controlan la
activacion del inflamasoma, sin embargo muy pocos canales i6nicos se han
relacionado con dicha activacion. En este sentido, los canales de potasio Kca1.1 y
Kca3.1 que son activados por Ca*" citosélico no habian sido hasta el momento
relacionados al inflamasoma. Un activador conocido del inflamasoma NLRP3 es el
ATP, que induce a través de P2X7R la movilizacién de K* y Ca**. En este articulo
mostramos que los canales Kcy,1.1 estdn involucrados en la activacion del
inflamasoma por el ATP. A su vez, la activacion farmacolégica de Kcal.1 y Kea3.1
conduce a la activacion del inflamasoma. La inhibicibn de estos canales por la
hidroxicloroquina (HCQ) llevé a una inhibicion en la activacion del inflamasoma por el

ATP tanto in vitro como in vivo.

Resultados
¢ Mediante ensayos de electrofisiologia en macréfagos THP-1 mostramos que la
HCQ es un inhibidor de los canales de potasio operados por calcio Kcal.1 y
Kca3.1. En dichos ensayos se eliminaron las corrientes generadas por otros

canales iénicos de K*, quedando Gnicamente la corriente a través de canales
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de K* operados por Ca?". La adicién de HCQ en estas condiciones indujo una
inhibicién de la corriente de manera dosis dependiente.

Realizamos ensayos de estimulacién in vitro del inflamasoma NLRP3 en
macrofagos THP-1. La inhibicibn farmacolégica de los canales Kc,1.1 con
iberiotoxina conduce a la inhibicion de la activaciéon del inflamasoma por el
ATP, evaluado por produccion de IL-1B. A su vez, la HCQ también fue capaz
de inhibir la activacion del inflamasoma inducido por el ATP, evaluado tanto por
produccién de IL-18 como por la presencia de Caspasa-1 activa.

La activacion farmacoldgica de los canales Kcal.1l y Kea3.1 (con NS1619 vy
NS309, respectivamente) en macréfagos THP-1 previamente estimulados con
LPS conduce a la produccion de IL-1B. La activacién del inflamasoma inducida
por NS1619 y NS309 puede ser inhibida por la HCQ asi como por otros
inhibidores conocidos para estos canales (iberiotoxina para K¢,1.1 y clotrimazol
para Kcz3.1).

Se evalud la capacidad de la HCQ en inhibir la activacion del inflamasoma in
vivo. Para eso se realiz6 un ensayo de reclutamiento de neutréfilos al peritoneo
por inyeccion intraperitoneal de ATP. Previamente se trataron los ratones todos
los dias con HCQ, o control, por una semana. El reclutamiento de neutrdfilos al
peritoneo luego de la inyeccion del ATP fue menor en el grupo que fue tratado
previamente con HCQ. Por lo tanto, la activacién del inflamasoma in vivo por el

ATP es inhibido por el pre-tratamiento de los ratones con HCQ.

Conclusiones

Logramos mostrar que los canales Kcal.1 y Kcee3.1 promueven la activacion del

inflamasoma, de esta forma aportando dos canales de K* a los ya relacionados con la

activacion de NLRP3. A su vez, reportamos un nuevo farmaco para la inhibicion de los

canales Kcal.1 y Kea3.1, la hidroxicloroquina. La hidroxicloroquina ejerceria su efecto
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anti-inflamatorio al menos en parte al inhibir al inflamasoma NLRP3 a través de

canales de K* activados por Ca*".
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: Antimalarials have demonstrated beneficial effects in Systemic Lupus Erithematosus and Rheumatoid

. Arthritis. However, the mechanisms and the molecular players targeted by these drugs remain obscure.

. Although hydroxychloroquine (HCQ) is a known ion channel inhibitor, this property has not been

© linked to its anti-inflammatory effects. We aimed to study whether HCQ inhibits pro-inflammatory
ion channels. Electrophysiology experiments demonstrated that HCQ inhibited Ca**-activated K*
conductance in THP-1 macrophages in a dose-dependent manner. In macrophages, ATP-induced K*
efflux plays a key role in activating the NLRP3 inflammasome. ATP-induced IL-1beta secretion was
controlled by the KCal.1 inhibitor iberiotoxin. NS1619 and NS309 (KCal.1 and KCa3.1 activators
respectively) induced the secretion of IL-1beta. This effect was inhibited by HCQ and also by iberiotoxin
and clotrimazol (KCa3.1 inhibitor), arguing against off-target effect. In vitro, HCQ inhibited IL-1beta
and caspase 1 activation induced by ATP in a dose-dependent manner. HCQ impaired K* efflux induced
by ATP. In vivo, HCQ inhibited caspase 1-dependent ATP-induced neutrophil recruitment. Our results
show that HCQ inhibits Ca**-activated K* channels. This effect may lead to impaired inflammasome
activation. These results are the basis for i) a novel anti-inflammatory mechanism for HCQ and ii) a new
strategy to target pro-rheumatic Ca**-activated K* channels.

Antimalarials have demonstrated beneficial effects in Systemic Lupus Erithematosus (SLE) and Rheumatoid
Arthritis (RA). In SLE management, hydroxychloroquine (HCQ) is considered as the “gold standard” therapy’.
However, the mechanisms by which HCQ helps to control pathogenic inflammation as well as molecular tar-
gets controlled by the drug are poorly understood’. Additional knowledge in this field may certainly help to
rationalize its clinical use. HCQ is a derivative of quinine, which is a well-known K* channel inhibitor. HCQ
. has also been described to inhibit ion channels®. Ion channels are key regulators of innate and adaptive immune
responses®. However, to our knowledge, the anti-inflammatory properties of HCQ have not been attributed to its
ability to block ion channels. We therefore aimed to study whether HCQ inhibits pro-inflammatory ion channels.
Among others, the Ca*"-activated K* channels KCal.1 and KCa3.1 have been involved in autoimmunity
as well as cardiovascular disease® . KCal.1 (SLO1, BKCa) are high conductance K* channels activated both by
membrane depolarization and cytosolic Ca**. KCal.l are homotetramers of 4 pore-forming a-subunits, whose
topology resembles that of voltage-gated K™ (Ky) channels. The C-terminus appears to confer ion sensitivity
since Ca™ " binding sites and regulatory domains have been identified in this region of the KCal.l o subunit.
. In some but not all tissues, auxiliary 3-subunits interact with KCal.l a-subunits to provide functional diversity.
. The intermediate-conductance Ca**-activated K™ channel is composed of 4 KCa3.1 subunits and 4 calmodulin
molecules. Unlike KCal.1, KCa3.1 activation is voltage independent.
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Figure 1. HCQ inhibits Ca*"-activated K" channels. Electrophysiology registers expressed as current density
obtained through the whole cell path clamp technique using THP-1 cells. TEA is a K™ channel inhibitor, BAPTA
AM is an intracellular Ca** chelator. Symbols are averaged normalized currents +SEM (n=5, p < 0.05).

KCal.1 channels are expressed in fibroblast-like synoviocytes (FLS) from Rheumatoid Arthritis patients’
and from rats with pristane-induced arthritis’. Its pharmacologic inhibition controls FLS proliferation, inva-
sion as well as secretion of pro-inflammatory mediators®°. As for KCa3.1, this channel is expressed by T
cells'®13, macrophahes® as well as DCs'“. It has recently been reported that KCa3.1~/~ mice do not develop
collagen-induced arthritis®. In agreement with this, KCa3.1 inhibition leads to controlled proliferation and secre-
tion of pro-inflammatory molecules in RA FLS”. KCal.1 and KCa3.1 have therefore been proposed as a molecular
targets to control RA*.

One of the processes in which pro-inflammatory ion channels play a role is the activation of inflammasomes.
Inflammasomes are cytosolic multiprotein complexes formed by a receptor, an adaptor molecule and caspase 1'°.
Canonical inflammasome assembly leads to the activation of pro-caspase 1 that then proteolitically activates the
pro-inflammatory cytokines IL-1beta and IL-18. Inflammasomes are believed to play a role in lupus predisposi-
tion and pathogenesis'®!” as well as in RA'®'°. Intracellular Ca™* and K levels are believed to control inflammas-
ome activation, although the role played by Ca** is a matter of debate in this field'®.

Since the ion channel inhibitor HCQ is a widely used anti-rheumatic drug and Ca**-activated K* chan-
nels promote autoimmunity, we speculated that HCQ may inhibit those conductances. Here we show that HCQ
inhibits Ca**-activated K* channels probably leading to impaired inflammasome activation. These results are
the basis for i) a novel anti-inflammatory mechanism for HCQ and ii) a new strategy to target pro-rheumatic
Ca**-activated K* channels.

Results
We hypothesized that HCQ may inhibit the pro-rheumatic Ca**-activated K channels. To directly address this
question, we performed electrophysiology experiments in THP-1 macrophages. THP-1 macrophages are known
to express Ca*-activated K* channels KCal.1 and KCa3.1%°. We were able to record outward currents triggered
by depolarizations starting at —20 mV and that were inhibited by TEA, BAPTA AM and IBTX (Fig. 1A-C) getting
rid of other likely K™ conductances as described in “Methods”. When adding 10 uM clotrimazole to the extracel-
lular solution containing IBTX 50 nM, a very small current (about 5% of the total current) remained, especially
at positive potentials (Fig. 1C). Thus, most of the calcium-activated potassium conductance was blocked by the
combination of IBTX and clotrimazole. These results strongly suggest that calcium-activated potassium conduct-
ance is almost exclusively mediated by KCa3.1 and KCal.1 in THP-1 macrophages. We then studied whether
these currents could be inhibited by HCQ. In agreement with our hypothesis, we observed a dose-dependent
inhibition which was maximal at 30 uM (Fig. 1D).

We then wished to understand the mechanisms by which these channels may have pro-inflammatoy proper-
ties in human macrophages that would be relevant in rheumatic diseases. It is well known that K* efflux plays a
key role in ATP/P2X7R-induced inflammasome activation. Although a role for cytosolic Ca** has been proposed
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Figure 2. KCal.l and KCa3.1 may be involved in inflammasome activation. IL-1beta secretion by THP-1
cells under the indicated treatments. NS1619 (25 uM) and Ibtx (50 nM) are KCal.1 activator and inhibitor
respectively. NS309 (10 uM) and clotrimazole (10 uM) are KCa3.1 activator and inhibitor respectively.
DMSO was used as vehicle control. One experiment representative of three is shown. *p < 0.05; *#p < 0.01;
##kp < 0,001

in this pathway, its importance is a matter of debate. To study this issue we treated LPS-primed THP-1 cells with
ATP and quantified IL-1beta by ELISA. We modulated KCal.1 and KCa3.1 with specific pharmacologic activators
and inhibitors. Interestingly, IL-1beta secretion induced by ATP was controlled by a KCal.1 inhibitor like IBTX
at 50nM (Fig. 2A). However, ATP-induced IL- 1beta secretion was not inhibited by a KCa3.1 inhibitor (Fig. 2B).
KCal.1 is known to be activated by depolarization and Ca**, whereas KCa3.1 is voltage-independent*. Thus, the
Ca'* increase triggered by ATP might not be enough to activate KCa3.1. However, Ca** increase in the context
of strong depolarization triggered by ATP may activate KCal.1. We then activated KCal.1 and KCa3.1 by using
NS1619 and NS309, respectively. Interestingly, both drugs separately induced IL-1beta secretion in the absence
of ATP (Fig. 2C,D). These observations are unlikely due to off-target effects since they were blocked by the inhib-
itors iberiotoxin (KCal.l) and clotrimazole (KCa3.1) (Fig. 2C,D). Importantly, HCQ was also able to inhibit
NS1619 and NS309-induced IL-1beta secretion. (Fig. 2C,D). Thus, our results suggest that KCal.1 and KCa3.1
may promote inflammasome activation. Moreover, our results also suggest that HCQ could be an inflammasome
inhibitor. We were then interested in studying this hypothesis.

We cultured human and mouse macrophages and dendritic cells (DCs) in which NLRP3 inflammasome was
activated by ATP or nigericin, in the presence or not of HCQ. ATP is known to act on P2X7 ionotropic receptors
leading to K™ and Ca™* mobilization and inflammasome activation. In contrast to particulate stimuli, ATP does
not induce the acidification of endolysosomes?'. Thus, a potential effect of HCQ in this system should not be
explained by its lysosomotropic activity. Nigericin is an ionophore that mediates K* efflux. We observed that
HCQ inhibited ATP-induced IL-1beta secretion in a dose-dependent manner in all the cell types studied (Fig. 3Ai
and Supplementary Figure 1). Chloroquine (CQ) also inhibited ATP-induced IL-1beta secretion in THP-1 mac-
rophages (Supplementary Figure 2). However, it was not able to inhibit nigericin-induced IL-1beta secretion
(Fig. 3Aii). Western blot studies showed that HCQ treatment impaired the secretion of mature IL-1beta but did
not modify the levels of pro-IL-1beta in the cell lysate when stimulated with ATP (Fig. 3B). Caspase 1 activation
was also inhibited by HCQ in a dose-dependent manner. Again, HCQ could not inhibit IL-1beta nor caspase 1
activation triggered by nigericin (Fig. 3B). In agreement with our hypothesis, HCQ inhibited ATP (Fig. 3Ci) but
not nigericin-induced K* efflux in THP-1 macrophages (Fig. 3Cii). Our results from Fig. 3A-C suggest that HCQ
does not seem to inhibit a process downstream the nigericin-triggered K* efflux. This observation is in agreement
with the fact that HCQ may inhibit endogenous K™ channels. We then induced inflammasome activation by pro-
moting K* efflux. We cultured cells in buffer without K*. As expected, this condition induced IL-1beta secretion.
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Figure 3. HCQ inhibits ATP-induced inflammasome activation. In vitro experiments were carried out with
PMA-differentiated THP-1 macrophages. (A) Cells were primed with 0.25uM LPS for 3 hours and then
washed. When HCQ was used, it was added at this step during 15 minutes. Without further washing, cells
were then treated for 45 minutes with 5mM ATP or 2.5 uM nigericin, in the presence or not of HCQ. Culture
supernatant was harvested and IL-1beta was quantified by ELISA. One experiment representative of five is
shown. (B) Western blot analyses of culture supernatant of THP-1 cells treated with the indicated compounds.
One experiment representative of five is shown. (C) K* efflux was studied by quantifying intracellular K by
spectroscopy under the indicated treatments. A pool of three independent experiments is shown. (D) Western
blots studying IL-1beta maturation in cells cultured during 45 minutes with physiological buffer or without
K*. One experiment representative of two is shown. (E) WT or caspase-1~/~ C57Bl/6 mice were injected with
20mg/kg ATP. 4 hs later, peritoneal lavage was performed and cells were stained with anti-CD11b and Ly6G
antibodies. In HCQ-treated animals, 1 mg/kg of the drug was injected i/p daily 7 days before ATP injection. i)
Representative dot plots are shown. ii) Neutrophil quantification from two independent experiments. *p < 0.05;
#%p < 0.01; *#+%p < 0.001.
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However, IL-1beta secretion was not inhibited by HCQ (Fig. 1D). Thus, HCQ might inhibit K* channels that are
actively regulated by other ion and/or second messenger. Along this line, HCQ did not impair cytosolic Ca*™"
increases induced by ATP (Supplementary Figure 3). These evidences support the hypothesis that HCQ controls
inflammasome activation and that this effect is achieved through the inhibition of Ca* *-activated K* channels.

We then wished to determine whether HCQ inhibits inflammasome activation in vivo. To study this issue, we
injected ATP i/p in WT and caspase 1-11~/~ mice. Intraperitoneal injection of ATP is known to recruit neutro-
phils in a caspase-1-dependent manner. HCQ treatment inhibited ATP-induced neutrophil recruitment, phen-
ocopying the caspase 1-117/~ mice (Fig. 1E). These results suggest that HCQ inhibits inflammasome activation
in vivo.

Taken together, our results show that HCQ inhibits Ca* *-activated K" channels probably leading to impaired
inflammasome activation.

Discussion

Here we showed that HCQ can have anti-inflammatory properties through the inhibition of ion channels. This
is a novel anti-inflammatory mechanism for antimalarials. Electrophysiology experiments directly showed that
KCal.1 and probably KCa3.1 channels are inhibited by HCQ. But which is the biological consequence of such
inhibition? Our pharmacologic evidence suggests that these channels may be involved in inflammasome acti-
vation. We believe that the results showing that KCal.1 and KCa3.1 activators promote IL-1beta secretion are
not due to off-target effects. Those observations were in fact completely blocked by specific inhibitors of those
channels. On the other hand, the fact that clotrimazole controls NS309-triggered IL-1beta also argues against
off-targets effects of the inhibitor. Thus, the inhibition of Ca*"-activated K* channels by HCQ may lead to
impaired inflammasome activation. We showed in vitro that HCQ inhibits ATP-induced caspase 1 activation
and secretion of the mature form of IL-1beta in a dose dependent manner in human and mouse macrophages
and dendritic cells. The following evidence support the interpretation that this effect is achieved through the
inhibition of Ca**-activated K* channels: i) HCQ inhibits ATP but not nigericin or low extracellular K*-induced
inflammasome activation. ii) HCQ does not inhibit cytosolic Ca**. iii) HCQ impairs K* efflux induced by ATP
but not by nigericine.

We therefore believe that HCQ inhibits inflammasome activation in vitro and in vivo, probably through the
inhibition of Ca**-activated K channels. Inhibited neutrophil recruitment obtained by HCQ treatment pheno-
copies caspase 1/~ mice upon ATP injection (Fig. 3E). Within the context of our results shown in Figs 2 and 3A-D,
our interpretation was that data on Fig. 3E could be explained because HCQ inhibits neutrophil recruitment
through the inhibition of inflammasome activation. However, it is also possible that HCQ inhibits neutrophil
recruitment through the control of migration by directly inhibiting KCa3.1 on those phagocytes™.

Ton channels are considered key determinants in the leukocyte biology. Among others, the Ca*"-activated K™
channels KCal.1 and KCa3.1 are believed to promote pathogenic inflammation. The discovery of inhibitors of
these channels may be useful in chronic diseases. Along this line, recent papers have suggested that KCal.1* and
KCa3.1%7 may play a pathogenic role in RA.

In SLE management, hydroxychloroquine (HCQ) is considered as the “gold standard” therapy". Its withdrawn
has been associated to increased lupus flares. Moreover, HCQ is believed to increase long-term survival of lupus
patients. A key determinant of survival in SLE is cardiovascular disease. Carotid plaque is more prevalent and
develops earlier in SLE patients as compared to healthy controls*. Along this line, HCQ improves the lipid and
glucose metabolic profiles. We have shown that a short-term (3 months) treatment with HCQ led to decreased
total cholesterol and LDL in SLE patients**. Metabolic syndrome has been associated to increased cardiovascular
risk as well as cumulative organ damage in SLE patients®. Importantly, HCQ use might be a protective factor for
cardiovascular disease in SLE*. Furtehrmore, NLRP3 inflammasome activation has been shown to play a key
role in promoting atherosclerosis as well as type II diabetes'*. Thus, inflammasome inhibition by HCQ might
also explain the metabolic protective effects of the drug. Our results showing that HCQ inhibits inflammasome
activation add a new mechanism by which HCQ can control autoimmunity and coronary disease.

In conclusion, our results show that HCQ inhibits Ca**-activated K* channels. This effect may lead to
impaired inflammasome activation. These results are the basis for i) a novel anti-inflammatory mechanism for
HCQ and ii) a new strategy to target pro-rheumatic Ca**-activated K* channels.

Methods

Whole cell patch-clamp. THP-1 macrophages were patched following standard procedures. Corning 7052
glass pipettes were pulled using a P-2000 micropette puller (Sutter Ins. Co.), to yield 3-5 MOhms pipettes filled
with basic internal and external/bath solutions. The basic external/bath solution contained (mM): 140 NaCl, 5
KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 glucose, 10 Hepes (pH 7.4). The basic intracellular solution contained (in mM): 140
KCl, 10 NaCl, 1-2 EGTA, 3 Mg-ATP, 10 Hepes (pH 7.2); CaCl2 was added to bring free [Ca**] to the desired
concentrations (100-300 nM), using maxchelator with affinity constants for Mg?>* and EGTA, obtained from
Martell and Smith, 1977. Several K* channels have been described in THP-1 cells. To get rid of IDR Kv channels,
we applied 100 uM 4-aminopyridine (4-AP) to the bath. To get rid of IKr, we applied a P/12 protocol as control.
Currents were recorded using a Model 2400 AM patch amplifier at 10 KHz, previously filtered at 2 KHz. (AM
Systems Inc.), using pClamp (Molecular Devices). To evaluate a possible contribution of chloride currents, initial
experiments were performed with Gluconate substitution by Chloride. No significant differences were obtained
with the Chloride containing solutions (data not shown). Data was analyzed using Clampfit (Molecular Devices)
and Sigmaplot 11 (Jandel Scientific). When evaluating a possible role of HCQ in the remaining Ca** activated K*
currents, HCQ was added to the bath at a concentration range varying between 1-30 uM.
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Cell lines and primary cultures. Mouse BMDC and human monocyte-derived DCs were generated in vitro
as previously described?’. THP-1 cells (ATCC® TIB-202™) were differentiated to macrophages by treating them
with 0.1 uM PMA during 48 hs.

Reagents. HCQ, LPS, nigericin, ATP, NS169, NS309, clotrimazol, IBTX, TEA and BAPTA-AM were from
Sigma (St Louis). Anti-IL-1beta and anti-caspase 1 were from Santa Cruz Biotechnologies. Human IL-1beta
ELISAs were from BD.

In vivo inflammasome activation. Animal experimentation protocol (004-15) was approved by the
Animal Ethics Committee from Institut Pasteur de Montevideo. All methods were performed in accordance
with the relevant guidelines and regulations. 6-10 weeks old C57BL6/NJ WT and caspase 1-11~/~ from Jackson
Laboratories were used. 20 mg/kg ATP was injected i/p to saline or HCQ (1 mg/kg) i/p treated animals. HCQ was
done daily since day - 7. 4 hs after ATP injection, peritoneal lavage was done. Neutrophils were quantified by FACS
using anti-CD11b and anti-Ly6G antibodies.

Flow cytometry. Peritoneal lavage was recovered and cells were stained with anti-CD11b-APC (BD, clone
M1710, dilution 1/500), anti-Ly6G-PE (BD, clone 1A8, dilution 1/200) and anti-Ly6C-FITC (BD, clone AL-21,
dilution 1/200) for 20 minutes at 4°C in PBS-0.2% SBF-0.1% sodium azide (PSA). Cells were wash 2 times with
PSA and then analyzed using BD Accuri C6 (BD Bioscience) or CyAn ADP (Beckman Coulter) flow cytometer.
Data analysis was performed with Flow]Jo software. Between 8 and 5 million cells were recovered from the perito-
neal lavage, and at least 20000 single cell events were recorded.

Statistical analysis. One-way anova analysis was performed to compare three or more groups using Tukey’s
comparison.
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Supplementary Figure 1. HCQ inhibits ATP-induced IL-1beta secretion

Human monocyte-derived DCs (A), mouse BMDCs (B) and murine immortalized macrophages (C) were
treated with the indicated compounds.

In all the cases LPS was used at 0,25mg/ml during 3 hours. Cells were washed and then ATP was added at 2
mM (DCs) or 5mM murine macrophages for 45 minutes. When indicated, HCQ was added during ATP

treatment at 3 (+) or 30 M (++).
One experiment representative of at least three is shown. *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001
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Supplementary Figure 2. Chloroquine (CQ) inhibits ATP-induced IL-1beta secretion

THP-1 macrophages were treated with LPS at 0,25mg/ml during 3 hours. Cells were washed and then ATP
was added at 5mM for 45 minutes. When indicated, CQ was added during ATP treatment at 1 (+) or 10 yM
(+4).

One experiment representative of three is shown. *=p<0,05; **=p<0,01;
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Supplementary Figure 3. HCQ does not inhibit ATP-induced liberation of cytosolic Ca**.

Cells were loaded with Fura-2. 340/380 emission fluorescence was registered through videomicropscopy. At
“time 0” 5 mMMATP was added to the culture. Cells were left untreated or treated with 10uM HCQ 30 minutes
before the registration. One experiment representative of three is shown.
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Targeting Tmem176B enhances antitumor immunity and augments the efficacy
of immune checkpoint blockers by unleashing inflammasome activation

Mercedes Segovia*, Sofia Russo*, Mathias Jeldres, Yamil D. Mahmoud, Valentina
Pérez, Maite Duhalde, Florencia Veigas, Cédric Louvet, Bernard Vanhove, R. Andrés
Floto, Ignacio Anegon, Maria C. Cuturi, M. Romina Girotti, Gabriel A. Rabinovich &
Marcelo Hill

Resumen

El papel jugado por el inflamasoma en el cancer es altamente controvertido,
reportandose roles tanto pro- como anti-tumorales. Nosotros especuldbamos que
Tmem176b, un canal catiénico inmunorregulador, podria inhibir al inflamasoma y de
esa manera afectar la inmunidad anti-tumoral. En este articulo mostramos que la
disrupcién de Tmem176b contribuye al rechazo tumoral al desinhibir al inflamasoma.
Las inmunoterapias con bloqueadores de puntos de control (BPC) han revolucionado
el manejo clinico de muchos tipos de cancer. Sin embargo, solo una fraccién (~20-
40%) de los pacientes tratados con BPC responden al tratamiento, lo que hace
sumamente relevante el estudio de mecanismos de resistencia y de biomarcadores
predictivos de respuesta. En este sentido, logramos mostrar que la ausencia o el
bloqueo farmacolégico de Tmem176b mejora la eficacia de los BPC a través de la
desinhibicién del inflamasoma. A su vez, mostramos que los pacientes que responden
al tratamiento con BPC presentan un aumento en la expresion de genes asociados al
inflamasoma. Por lo tanto, este trabajo relaciona la activacion del inflamasoma con
respuestas anti-tumorales inducidas por los BPC, y plantea un nuevo blanco molecular

(Tmem176b) para potenciar el efecto anti-tumoral de los BPC.
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Resultados

Encontramos que Tmem176b inhibe la activacion del inflamasoma NLRP3
tanto in vivo como in vitro. Para los ensayos in vivo se inyecté ATP
intraperitonealmente a ratones WT, Tmem176b” y Tmem176b”Caspasa-1".
La deficiencia en Tmem176b llevé a un mayor reclutamiento de neutrdéfilos al
peritoneo que en los WT, y esto fue dependiente de la activacion del
inflamasoma ya que se perdi6 en los ratones doblemente deficiente en
Tmeml1l76b y Caspasa-1. Mediante ensayos in vitro en BMDCs WT o
Tmem176b” mostramos que luego de su estimulacion con diferentes
activadores del inflamasoma NLRP3 las BMDCs Tmem176b” producian
significativamente mas IL-1B que las BMDCs WT, lo mismo fue cierto para la
Caspasa-1 activa.

La inhibicién del inflamasoma por Tmem176b se da a través del control de la
concentracion de Ca?" citosélico. El estimulo con ATP en BMDCs Tmem176b™
resulté en un aumento mayor en la concentracién del Ca® intracelular que en
BMDCs WT. Mostramos que la activacion del inflamasoma en las BMDCs
Tmem176b™ era dependiente del calcio intracelular asi como del eflujo de K.
La inhibicion de los canales de K* operados por Ca®" con iberiotoxina e HCQ
llevé a una inhibiciébn mas pronunciada en la secrecién de IL-13 por las BMDCs
Tmem176b™ que por las BMDCs WT. Nuestros resultados sugieren que
Tmem176b inhibe la acumulacién de Ca*" citosélico inducido por el ATP,
impidiendo de esta forma la activacion del inflamasoma por los canales de K*
activados por Ca?".

La deficiencia en Tmem176b potencia respuestas inmunes anti-tumorales de
manera dependiente de las células T CD8", IL-1B y Caspasa-1. Ratones
Tmem176b™ inoculados con células tumorales (EG7, MC38 o LL/2) mostraron

un menor crecimiento tumoral y una mejor sobrevida que ratones WT.
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Evaluando el mecanismo de esta diferencia, encontramos una mayor
activacion de Caspasa-1 en células dendriticas convencionales tipo 2
residentes (cDC2) del ganglio que drena el tumor de los ratones Tmem176b™
comparados con los WT. A su vez, a nivel del microambiente tumoral
evidenciamos un mayor infiltrado por células T CD8" tanto totales como
especificas del tumor en los ratones Tmem176b” comparados con los WT. Si a
los ratones Tmem176b™ con cancer se les depletaban las células T CD8", se
neutralizaba la IL-1B, o eran también deficientes en Caspasa-1, el efecto
protector observado por la deficiencia en Tmem176b se perdia.

La activaciéon del inflamasoma potencia la respuesta anti-tumoral por las
terapias de bloqueo de puntos de control. Encontramos que el tratamiento con
anti-CTLA4 en ratones Tmem176b™ era mas eficaz que en ratones WT. Este
aumento en el efecto anti-tumoral del bloqueo de CTLA4 en ratones
Tmem176b™ fue dependiente del inflamasoma, dado que se perdia el efecto en
los ratones deficientes en Tmem176b y Caspasa-1. A su vez, mostramos que
el efecto del bloqueo de los puntos de control CTLA4 y PD-1 son dependientes
del inflamasoma, la deficiencia en Caspasa-1/11 o en NLRP3 llevan a la
pérdida del efecto anti-tumoral del tratamiento.

Mostramos que en pacientes con melanoma, la sensibilidad a los BPC se
asocia con un patron de genes relacionados a la activacion del inflamasoma.
Analizamos los perfiles de expresion génica a partir de biopsias de dos
cohortes independientes de pacientes con melanoma tratados con anti-PD-1.
Nuestros resultados muestran que los pacientes que responden al tratamiento
presentan durante el mismo un aumento en la expresion de genes relacionados
al inflamasoma.

La inhibicion farmacolégica de Tmeml176b con BayK8644 induce una

respuesta anti-tumoral dependiente de inflamasoma y mejora la eficacia de los
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BPC. Mediante un paneo de diferentes inhibidores de canales ionicos
encontramos un inhibidor de Tmem176b, BayK8644. El tratamiento de ratones
WT con BayK8644 resulté en una mejor sobrevida que los ratones tratados con
el control. Este efecto anti-tumoral fue dependiente de las células T CD8" y de
Caspasa-1. A su vez, la combinacion de BayK8644 con anti-CTLA4 o anti-PD-1

resultdé en una mejora de eficacia de los BPC.

Conclusiones

En este articulo mostramos que Tmem176b inhibe al inflamasoma NLRP3 al controlar
los niveles de Ca?®" citosolico. Confirmamos nuestra hipétesis de que Tmem176b
disminuye respuestas anti-tumorales, ya que la deficiencia de Tmem176b potencia
respuestas anti-tumorales de manera dependiente de la activacion del inflamasoma.
Logramos identificar un inhibidor de Tmem176b, BayK8644, que logra prolongar la
vida de ratones con cancer de manera dependiente de células T CD8" y de Caspasa-
1. Por otro lado, también mostramos que el inflamasoma tiene un rol en promover la
inmunidad anti-tumoral gatillada por los bloqueadores de puntos de control. Por lo
tanto, nuestros resultados sugieren que la desinhibicion del inflamasoma en el
tratamiento con bloqueadores de puntos de control de pacientes con cancer podria

mejorar la eficacia de dicho tratamiento.
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SUMMARY

Although immune checkpoint blockers have vyielded significant clinical benefits in
patients with different malignancies, the efficacy of these therapies is still limited. Here,
we show that disruption of Transmembrane Protein 176b (Tmeml176b)/Tolerance-
Related and Induced cation transporter (Torid) contributes to CD8" T cell-mediated
tumor growth inhibition by unleashing inflammasome activation. Lack of Tmem176b
enhances the antitumor activity of anti-CTLA-4 antibodies through mechanisms
involving Caspase-1/IL-18 activation. Accordingly, patients responding to checkpoint
blockade therapies display an activated inflammasome signature. Finally, we identify
BayK8644 as a potent Tmem176b inhibitor that promotes CD8" T cell-mediated tumor
control and reinforces the antitumor activity of both anti-CTLA-4 and anti-PD-1
antibodies. Thus, pharmacologic de-repression of the inflammasome by targeting
TMEM176B may enhance the therapeutic efficacy of immune checkpoint blockers.

SIGNIFICANCE

Therapies targeting immune checkpoint pathways have revolutionized treatment of
several cancers. However, innate and adaptive mechanisms may limit the clinical
efficacy of this immunotherapeutic modality. Here, we identify the Transmembrane
Protein 176B (Tmem176b) as an innate immune checkpoint that curtails CD8" T cell
mediated immunity by repressing inflammasome activation. Genetic disruption or
pharmacologic inhibition of Tmem176b potentiates antitumor immunity and enhances
the efficacy of anti-CTLA-4 and anti-PD-1 antibodies in mice by unleashing
inflammasome activation. Accordingly, an activated inflammasome signature
delineates favorable clinical responses in patients receiving immune checkpoint
blockers. Thus, targeting TMEM176B may influence antitumor effector mechanisms by

de-repressing inflammasome activation.
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INTRODUCTION

Stimulation of adaptive antitumor responses has revolutionized the therapeutic
management of a variety of cancers (Baumeister et al., 2016; Sharma and Allison,
2015; Topalian et al., 2015, 2016). Immune checkpoint blockers unleash antitumor T-
cell responses by interrupting co-inhibitory signals that normally hold effector T cells in
check. Blockade of immune checkpoints, including the cytotoxic T lymphocyte-
associated protein (CTLA)-4 and the programmed cell death-1 (PD-1)/PD ligand-1 (PD-
L1) pathway, have increased overall survival and progression-free survival of cancer
patients. However, only a restricted number of patients show clinical benefits (Syn et
al., 2017), suggesting that other immune inhibitory mechanisms may limit the efficacy
of these treatments. Thus, identification of novel targets and biomarkers of response to
treatment are necessary to develop novel immunotherapeutic drug combinations
(Binnewies et al., 2018; Krieg et al., 2018; Pitt et al., 2016; Sharma et al., 2017). In this
regard, an ionic disbalance within the tumor microenvironment has been shown to
hinder the efficacy of immunotherapeutic strategies. High intratumoral K* led to T-cell
dysfunction by inhibiting voltage and Ca**-dependent K" channels expressed in anti-
tumoral T lymphocytes (Eil et al., 2016), suggesting a role for ionic channels as
emerging regulatory checkpoints and therapeutic targets to reinforce anti-tumor

immunity.

A number of innate immune players can shape antitumor immunity and
influence cancer immunotherapeutic strategies by positively or negatively controlling T-
cell activation, differentiation, expansion and survival (Berraondo et al., 2016).
Recognition of immunogenic tumors by innate immune sensors including the Tmem173
(STING) type | interferon (IFN) pathway leads to stimulation of CD8" T cell-mediated
immunity and potentiation of CTLA-4- and PD-1-targeted therapies (Corrales et al.,
2015; Demaria et al., 2015; Woo et al., 2014). Moreover, a type-l IFN signature is

associated with ipilimumab sensitivity in melanoma patients (Chiappinelli et al., 2015).
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Furthermore, STING controls the NLRP3 inflammasome within the human myeloid cell

compartment (Gaidt et al., 2017).

The inflammasome is a cytosolic multiprotein complex which, once activated,
cleaves Caspase-1 which then processes pro-IL-13 and pro-IL-18 to give the active
and secreted forms of these pro-inflammatory cytokines (Rathinam and Fitzgerald,
2016). Altered levels of cytosolic cations have been shown to control secretion of active
IL-18 through modulation of inflammasome activation (Gong et al., 2018; Mufioz-
Planillo et al., 2013; Murakami et al., 2012). Interestingly, activation of the NLRP3
inflammasome in dendritic cells (DCs) following chemotherapy triggers vigorous CD8"
T cell-mediated antitumor responses (Ghiringhelli et al., 2009) and immunogenic
chemotherapy sensitizes tumors to immune checkpoint blockers (Pfirschke et al.,
2016). However, the role of the NLRP3 inflammasome in modulating checkpoint

blockade therapies has not yet been explored.

Transmembrane Protein 176B (TMEM176B)/Tolerance-related and induced
(TORID) has been recently identified as an immunoregulatory cation channel
(Anandasabapathy et al., 2014; Condamine et al., 2010; Drujont et al., 2016; Louvet et
al., 2005; Segovia et al., 2014). This ubiquitously expressed intracellular protein is
composed by four transmembrane domains containing an ITIM motif in its C-terminal
(Condamine et al., 2010; Eon Kuek et al., 2016; Louvet et al., 2005). Tmem176a and
its homologous Tmem176b are members of the CD20-like MS4A family of proteins
(Eon Kuek et al., 2016; Louvet et al., 2005) and are highly expressed in monocytes,
macrophages and CD11b* DCs (Condamine et al., 2010; Louvet et al., 2005). Here we
explored the role of Tmeml176b in inflammasome-dependent Caspase-1/IL-1
activation, T-cell-dependent antitumor immunity and response to immune checkpoint

blockade therapies.
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RESULTS
TMEM176B inhibits activation of the NLRP3 inflammasome.

To investigate whether TMEM176B regulates inflammasome activation and antitumor
immunity through the control of ion homeostasis, we first conducted in vivo
experiments by injecting ATP in WT or Tmem176b” mice (Figure 1A). In this model,
neutrophil recruitment to the peritoneal cavity relies on Caspase-1/11 activation
(Schroeder et al., 2017; Xiang et al., 2013). We observed that Tmem176b” mice
recruited significantly more neutrophils than WT animals. To determine whether
increased neutrophil recruitment upon ATP injection was dependent on inflammasome
activation, we generated Tmem176b” Casp1” double KO mice (Figure S1A). Peritoneal
neutrophil recruitment was almost completely inhibited in Tmem176b”Caspl” as
compared to Tmem176b™ animals (Figure 1A). ATP-induced neutrophil recruitment in
Tmem176b™ mice was also interrupted by injection of a Caspase-1 inhibitor (Figure
S1B). We then stimulated WT and Tmem176b™ bone marrow-derived DCs (BMDCs)
with the well-established NLRP3 activators ATP and nigericin and determined IL-1f in
culture supernatants as a readout of inflammasome activation. We observed that for
both stimuli, Tmem176b™ BMDCs secreted significantly higher levels of IL-1p than WT
DCs in a dose and time-dependent manner (Figures 1B-C). Similar findings were
observed when we stimulated BMDCs with aluminum particles (Figure S1C). Western
blot studies confirmed that the mature (cleaved) form of IL-1p was more abundant in
culture supernatants from Tmem176b” BMDCs as compared to those obtained from
WT cells (Figure 1D). Moreover, we observed increased mature Caspase-1 in
supernatants from Tmem176b” BMDCs compared to WT cells when stimulated with
ATP (Figure 1D). Although lower doses (2.5 puM) of nigericin induced expression of
mature Caspase-1 in culture supernatants from Tmem176b” but not WT BMDCs

(Figure 1D), higher doses of this NLRP3 activator (5 yM) induced cleavage of
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Caspase-1 in WT DCs whereas LPS alone did not (Figure S1D). In agreement with this
observation, flow cytometry studies using the FLICAl reagent revealed higher
Caspase-1 activation in Tmem176b” BMDCs (Figure 1E). These results suggest that
increased Caspase-1 activation contributes to higher secretion of mature IL-18 in
Tmem176b” BMDCs. To confirm these findings, we then induced inflammasome
activation in WT and Tmem176b™ BMDCs in the presence or absence of a Caspase-1
inhibitor. Remarkably, IL-1f secretion was completely inhibited in WT and Tmem176b™
BMDCs when Caspase-1 activation was interrupted (Figure 1F). Moreover, IL-18
secretion was completely abrogated in Tmem176b™Caspl” BMDCs (Figure 1G). Thus,
increased IL-1B secretion observed as a result of Tmem176b” deficiency requires
intact Caspase-1 activity. Moreover, Tmem176b” BMDCs also secreted higher
amounts of IL-18 as compared to WT cells in a Caspase-1-dependent manner (Figure
1H). We then speculated that TMEM176B overexpression may impair IL-1p secretion
in cells in which the inflammasome was activated. To address this issue, THP-1
differentiated macrophages were transfected with TMEM176B/GFP or GFP alone
(Figure S1E) and then treated with LPS and nigericin. TMEM176B over-expression
impaired IL-1p secretion as compared to GFP-transfected cells (Figure 11). This effect
was not associated with increased cell death as compared to GFP-transfected cells
(Figure S1F). Thus, cation channel TMEM176B inhibits activation of the NLRP3

inflammasome.

TMEM176B inhibits the inflammasome through the control of cytosolic Ca™

TMEM176B is an endophagosomal non-selective monovalent cation channel
(Segovia et al.,, 2014). Because the NLRP3 inflammasome is tightly regulated by
cytosolic K* (Mufioz-Planillo et al., 2013) and Ca™ (Murakami et al., 2012) levels, we

speculated that TMEM176B may inhibit inflammasome activation through the
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regulation of ion homeostasis. To address this question, we first determined cytosolic
Ca'" levels using the ratiometric Ca**-sensitive probe Fura-2 in WT and Tmem176b™
BMDCs stimulated with ATP. BMDCs lacking Tmem176b showed greater cytosolic
Ca™ as compared to WT BMDCs (Figure 1J). Interestingly, intracellular Ca™ chelation
using BAPTA-AM completely blocked IL-1p secretion in WT and Tmem176b™ BMDCs
(Figure 1K). This effect was also dependent on K* efflux in WT and Tmem176b™

BMDCs (Figure 1L).

We recently proposed that Ca™-activated K* channels are involved in ATP-
triggered inflammasome activation (Schroeder et al., 2017). We therefore inhibited
Ca'-activated K* channels in ATP-treated WT and Tmem176b” BMDCs and
determined the amounts of IL-1p in culture supernatants. Inhibition of channel function
using iberiotoxin or hydroxychloroquine (Schroeder et al., 2017) led to dose-dependent
reduction in IL-1f secretion by WT BMDCs. Interestingly, IL-1 secretion by
Tmem176b” BMDCs was completely abrogated by both inhibitors at doses that
partially inhibited IL-1B secretion in WT BMDCs (Figure 1M-N). Thus, heightened
inflammasome activation in Tmem176b”BMDCs is highly dependent on Ca**-activated
K* channels. These results suggest that TMEM176B impairs ATP-induced cytosolic
Ca™ accumulation, preventing Ca'’-dependent K® channel-driven inflammasome

activation.

Lack of Tmem176b restrains tumor growth in an IL-1p- and Caspase-1-dependent

manner

To investigate whether TMEM176B-mediated regulation of inflammasome
activation may influence anti-tumor immunity, we first examined the association of

TMEM176B expression in human cancer. High stromal TMEM176B expression was

72



associated with significantly lower overall survival in colon cancer patients (n=90;
p=0.0194; Log-rank Mantel-Cox test) (Figure S2A-B). Moreover, we detected a striking
negative correlation between TMEM176B and NLRP3/IL1B expression from single cell
RNA-seq analysis in macrophages infiltrating human melanoma [data analyzed from
(Jerby-Arnon et al.,, 2018)], suggesting a role for this axis in the tumor
microenvironment (Figure S2C). Accordingly, Tmem176b™ mice inoculated with MC38
(colon), LL/2 (LLCZ1; lung) or EG7 (thymic lymphoma) cell lines showed higher survival
(Figure 2A) and reduced tumor growth (Figure S2D) compared to WT mice. Although
Tmem176b is expressed by the three tumor cell lines studied (Figure S2E), immune
cells from tumor-bearing Tmem176b” animals did not show enhanced in vivo

+/+

cytotoxicity against WT cells as compared to tumor-bearing Tmem176b™" mice (Figure
S2F), suggesting that tumor-associated Tmem176b is not immunogenic in Tmem176b

"hosts.

To investigate the mechanisms underlying TMEM176B contribution to tumor
growth, we then studied inflammasome activation in tumors developed in WT and
Tmem176b™ mice. We found no differences in Caspase-1 activation when comparing
those tumors lysates (Figure S2G). However, we found increased Caspase-1 activation
in tumor-draining lymph nodes (TDLN) from Tmem176b” mice compared to WT
animals as shown by Western blot (Figure 2B-C) and immunofluorescence staining
(Figure 2D-E). Moreover, flow cytometry analysis revealed augmented Caspase-1
activation in resident CD11c™ MHCII" CD11b" classical DCs (cDCs) in Tmem176b™
versus WT TDLN from tumor-bearing mice (Figure 2F-G and Figure S2H). Migratory
and resident DCs were discriminated based on CD11c and MHCII expression (Figure
S2H) as described (Kissenpfennig et al., 2005; Laoui et al., 2016). Interestingly,
CD11c"MHCII* CD11b" cDCs expressed considerable amounts of Tmem176b (Crozat
et al., 2011) and TDLN contained higher frequency of CD11lb" Tmem176b" cells
compared to lymph nodes from naive animals (Figure S2I).
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Since CD11b" cDCs induce differentiation of Th17 cells (Durai and Murphy,
2016), we then speculated that this CD4" T-cell subset may augment in TDLN from
Tmem176b™ mice. We observed increased frequency of TCRB* CD4" RORyt" cells in
TDLN from Tmem176b”animals as compared to WT and anti-IL-1B-
treated Tmem176b” mice (Figure S2J). Moreover, in vitro re-stimulation of TDLN cells
with OVA showed increased proportion of IL-17* CD4* T cells in Tmem176b” as
compared to WT mice (Figure S2K) and in vivo IL-17A blockade showed a clear trend
toward suppression of the antitumor effect in tumor-bearing Tmem176b™ mice (Figure
S2L). Thus, Tmem176b deficiency is associated with an enhanced frequency of

functional TCRB* CD4" RORyt" IL-17" T cells in an inflammasome-dependent manner.

To study whether increased inflammasome activation could be responsible of
tumor control in mice lacking Tmem176b, we blocked IL-13 and studied EG7 tumor
development. Whereas Tmem176b” mice showed reduced tumor growth and
increased mice survival when treated with control IgG, this effect was eliminated when
mice were treated with anti-IL-13 neutralizing antibodies (Figure 2H). Thus, Tmem176b
deletion inhibits development of syngeneic tumors in an IL-1p-dependent fashion.
Tumor growth control was also rescued in Tmem176b” Casp1” double knockout mice
(Figure 21), suggesting that the diminished tumor growth observed in Tmem176b™ mice

was dependent on inflammasome activation

To further examine the cellular effectors involved in tumor growth inhibition in
Tmem176b” mice, we then analyzed a panel of immunological mediators by
gquantitative RT-PCR. Notably, no differences were found between tumors grown in WT
or Tmem176b” mice (Figure S3A left panel). Moreover, we did not find significant
changes in the percentage or absolute numbers of infiltrating myeloid, B, NK, NKT or

CD4'ap T cells between WT and Tmem176b™ tumors (Figure S3B). However, the

percentage of total CD8" TCRB" cells within the tumor infiltrate as well as the absolute
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number of total and tumor-specific CD8" T cells were considerably increased in tumors
grown in Tmem176b™ mice compared to those developed in WT mice (Figure S4A-B).
Notably, although increased absolute numbers of CD4" CD25" Foxp3® regulatory T
(Treg) cells were found within tumors developed in Tmem176b™ as compared to WT
animals (Figure S4C), an increased Teff (CD8) / Treg (Foxp3) ratio was apparent
(Figure S4C). Moreover, tumor-infiltrating CD8" T cells from Tmem176b™ mice showed
greater proliferation compared to those obtained from WT animals when re-stimulated
in vitro with OVA MHC-I peptide (Figure S4D). Interestingly, we found downregulation
of the Treg-related molecules Foxp3, CTLA-4, CCL5, CCL19 and CCL22 in TDLN from
Tmem176b™ versus WT mice (Figure S3A right panel). Moreover, decreased
percentages but not absolute numbers of TCRB" CD4" Foxp3" Treg cells were
observed in TDLN from Tmem176b™ versus WT mice (Figure S5A-B). Moreover, the
CD8/Treg ratio in TDLN was significantly increased in mice lacking Tmem176b (Figure
S5B). In vivo, MHC I-dependent CD8" T-cell mediated cytotoxicity against the tumor-
associated OVA antigen was increased in tumor-bearing Tmem176b™ compared to WT
mice (Figure 2J and Figure S4E). This effect was prevented in Tmem176b™ animals
treated with anti-IL-1p antibodies (Figure 2K) as well as in Tmem176b”Caspl™”
animals (Figure 2L). Within the tumor microenvironment, CTLs from Tmem176b™
Caspl” showed lower expression of the degranulation marker CD107a as compared to
Tmem176b™ mice (Figure S4F). Interestingly, depletion of CTLs in Tmem176b” mice
using an anti-CD8 monoclonal antibody rescued tumor growth to similar levels as those
observed in WT mice (Figure 2M). Thus, Tmem176b deletion enhances CTL-mediated-

tumor control through mechanisms involving the Caspase-1-IL-1f pathway. This

mechanism is associated with inflammasome-dependent induction of TCRB" CD4"
RORyt" cells. Altogether, these results support a role for TMEM176B as an emerging
immune checkpoint that interrupts inflammasome activation and links innate and

adaptive antitumor responses.
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Inflammasome activation reinforces immune checkpoint blockade therapies

Given the influence of Tmeml176b deletion in antitumor immunity, we
investigated whether targeting this ion channel might control the efficacy of checkpoint
blockade therapies. Remarkably, we found greatly diminished tumor growth when anti-
CTLA-4 antibodies were inoculated in Tmeml176b” as compared to WT mice.
Improved survival observed in anti-CTLA-4-treated Tmem176b™ mice was dependent
on inflammasome activation as this effect was abrogated in Tmem176b”Caspl”
animals (Figure 3A). To investigate this further, we injected anti-CTLA-4 or anti-PD-1
mAb in EG7 tumor-bearing Casp1/11” or NIrp3” mice. Genetic deficiency of Casp1/11
eliminated the anti-tumor effects triggered by CTLA-4 or PD-1 blockade (Figure 3B).
Although the experiments performed in NiIrp3” mice did not reach statistical
significance, there was a clear tendency towards lower survival in those mice when
treated with anti-CTLA-4 or anti-PD-1 mAb (Figure 3C). Moreover, we found no
differences in tumor growth in mice lacking inflammasome components under control
conditions (Figure 3B-C) in agreement with previous reports (Ghiringhelli et al., 2009).
These results highlight the importance of triggering inflammasome activation to

improve the efficacy of checkpoint blockade therapies.

Sensitivity to immune checkpoint blockers is associated with an 'inflammasome

activated' signature in cancer patients

To further understand the clinical relevance of our findings, we then investigated
whether inflammasome-related genes might be associated with clinical responses in
patients treated with immune checkpoint blockers. We first analyzed data obtained
from whole-exome sequencing and transcriptomics of a published cohort of melanoma
patients treated with checkpoint inhibitors (Riaz et al., 2017). These studies focused on
pretreatment and on treatment tumor biopsies from patients that progressed to anti-

CTLA-4 therapy and were further treated with anti-PD-1 antibodies (IPI-progressing)
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and patients treated with anti-PD-1 antibodies who had not received anti-CTLA-4
antibodies (IPI-naive). Strikingly, in the IPI-naive population of non-responder patients,
only two inflammasome-related genes were significantly up-regulated during treatment
as compared to the pre-treatment stage. These genes were TMEM176A and
TMEM176B (Figure 4A and Table S1). These observations emphasize the role of
TMEML176 ionic channels as potential mediators of resistance to checkpoint blockade

therapies.

Interestingly, when comparing patients responding or not to anti-PD-1 at the
pre-treatment stage, we found no significant differences in inflammasome-related
genes either in the bulk population (Table S2), IPI-naive (Table S3) or IPI-progressed
(Table S4) groups. However, 8 inflammasome-related genes were significantly up-
regulated in responders versus non-responder patients in the bulk population during
anti-PD-1 treatment (Figure 4B). TMEM176A and TMEM176B were two of the
inflammasome-related genes that were significantly upregulated in patients responding
to anti-PD-1, suggesting that they could function as a counter-regulatory mechanism in
response to treatment. Similar findings were observed in the IPI-naive population
(Table S5). We then performed a paired analysis comparing pre-treatment and on anti-
PD-1 treatment tumor biopsies from responder patients. In this case, we found 11
inflammasome-related genes that were significantly up-regulated during anti-PD-1
therapy as compared to the pre-treatment biopsies (Figure 4C). Similar results were

found when analyzing the IPI-naive population (Table S6).

We then analyzed transcriptomic datasets from patient biopsies to estimate the
diversity of leukocyte populations infiltrating tumors using the CIBERSORT method
(Newman et al., 2015). We observed increased relative frequencies of CD8" T cells
and activated memory CD4" T cells during anti-PD-1 treatment versus the pre-
treatment stage in responders but not in progressor patients (Figure 4D). Absolute total

number of leukocytes, CD8" T cells and activated memory CD4" T cells were also
77



increased (Figure 4E). In patients responding to anti PD-1 therapy, the total number of
leukocytes as well as the frequency of CD8" T cells and activated memory CD4" T cells
were positively associated with the expression of NLRP3 during ongoing treatment
(Figure 4F). These observations reinforce the concept that inflammasome activation

controls T-cell immunity in patients treated with immune checkpoint blockers.

To validate further these observations, we analyzed the inflammasome gene
expression profile in longitudinal tumor biopsies from melanoma patients treated
sequentially with anti-CTLA-4 and anti-PD-1 antibodies (Chen et al., 2016). These
authors studied gene expression profiling (GEP) via a custom 795-gene NanoString
panel composed of immune and cancer-related genes. Of note, TMEM176A and
TMEM176B were not included in the NanoString panel used by Chen et al. The authors
found no significant differences in GEP when comparing responders versus
progressors at baseline (before CTLA-4 or PD-1 blockade) or following anti-CTLA-4 or
anti-PD-1 therapy. Consistently, we found no significant expression of inflammasome-
related genes at these stages (Figures S6A-B and S7A-B). These results are in
agreement with our findings from the analysis from the Riaz et al cohort at the pre-
treatment stage (Tables S1-4). However, the authors found 411 genes that were
significantly regulated (mostly up-regulated) in responding versus progressing patients
following early PD-1 blockade. In those patients, 15/16 inflammasome-related genes
were significantly upregulated in responders compared to progressors (Figure 5A). We
then performed a paired analysis of the 16 inflammasome-related genes in biopsies of
5 responding patients and 7 progressors comparing gene expression prior and during
anti-PD-1 therapy. All these patients had progressed to anti-CTLA-4 therapy. Critically,
5/5 patients responding to anti-PD-1 showed a significant up-regulation of
inflammasome-related genes during anti-PD-1 treatment (Figure 5B). Moreover, 4/7
patients who did not respond to anti-PD-1 therapy significantly downregulated the
inflammasome signature during PD-1 blockade (Figure 5B). Thus, gene expression
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profiles from biopsies of two independent cohorts of melanoma patients treated with
immune checkpoint blockers revealed strong association between inflammasome
activation and clinical responses. These findings support the notion that inflammasome
activation contributes to antitumor responses triggered by immune checkpoint blockers
and highlights the potential role of an '‘inflammasome activation' signature as a

biomarker of response to immune checkpoint blockade.

Pharmacologic inhibition of Tmem176b triggers inflammasome-dependent tumor

control and improves the efficacy of immune checkpoint blockers

The up-regulation of inflammasome-related genes in patients responding to
immune checkpoint blockers (Figures 4 and 5), the contribution of Caspase-1/11 to the
success of anti-CTLA-4 and anti-PD-1 therapies (Figure 3) and the central role of
TMEM176B as a potent inflammasome inhibitor (Figure 1), suggested the possibility of
targeting this pathway to improve the efficacy of immune checkpoint blockers. To
identify drugs capable of inhibiting Tmem176b-dependent ion flux and triggering
inflammasome activation, we set up an in vitro assay. Briefly, CHO-7 cells were
transfected with Tmem176b and Tmem176a-mCherry. Cells were then loaded with the
Na’-sensitive fluorescent dye Asante NaTRIUM Green 2 (ANG-2). We observed
increased ANG-2 MFI in mCherry” compared to mCherry cells. We then screened a
compound library known to modulate ion channels activity (Supplementary Dataset 1).
We found that both enantiomers (+) and (-) of BayK8644 potently inhibited Tmem176b-
a-dependent Na" influx, while minimally affected Tmem176b-a negative cells (Figure
6A-B and Figure S8A). Therefore, we decided to focus on these compounds also
because they are members of the dihydropyridin family, which are drugs currently used
in clinical settings. Whereas (+) BayK8644 is known to inhibit L-type voltage-dependent

Ca'" channels, the (-) stereoisomer activates those channels (Grove et al., 1991;
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Hamilton et al., 1987; Yatani et al., 1988). Since both isomers inhibit Tmem176b/a
activity, it is unlikely that our observations could be explained by indirect effects on Na*
influx through the modulation of Ca™ channels. Although we cannot rule out the
possibility that BayK8644 could inhibit Tmeml76a in the ANG-2 experiments, in
electrophysiology studies using Tmem176b-overexpressing Xenopus oocytes, (+)
BayK8644 completely inhibited Tmem176b-dependent current (Figure 6B). Therefore,

we focused on the (+) isomer for functional experiments.

Because BayK8644 inhibits Tmem176b-dependent ion fluxes, we asked
whether this drug could trigger inflammasome activation in BMDCs. We observed that
BayK8644 induced IL-1B secretion and Caspase-1 activation in LPS-primed WT
BMDCs but not in Tmem176b™ cells (Figure 6C and Figure S8B-D). Furthermore,
BayK8644-induced IL-1p was inhibited by the KCa inhibitors TEA and HCQ (Figure
6D). Thus, BayK8644 treatment on WT BMDCs phenocopied Tmem176b™ cells as IL-
1B secretion was highly dependent on Ca'-activated K channels. In THP-1
macrophages, TMEM176B-dependent inhibition of IL-1 secretion was prevented when
these cells were treated with BayK8644 (Figure 6E). These results indicate that

BayK8644 triggers inflammasome activation through inhibition of TMEM176B.

To evaluate the pre-clinical relevance of these findings, we then explored
whether BayK8644 treatment may inhibit tumor growth. Administration of BayK8644
(i.p) significantly increased survival of tumor-bearing WT but not Tmem176b™ mice
(Figure 6F) compared to injection of vehicle control, highlighting the ability of the drug
to restrain tumor growth through inhibition of Tmem176b. Of note, in vitro treatment of
EG7 thymic lymphoma cells with BayK8644 did not induce apoptosis at similar doses
as those detected in plasma after i.p injection (Figure S8E). To explore whether
BayK8644 recapitulated the effects in tumor growth control observed in untreated

Tmem176b” mice, we evaluated the effects of the drug in inflammasome activation by
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disrupting important components of this pathway. We found that BayK8644 significantly
improved survival of WT but not Caspl/11” tumor-bearing mice (Figure 6G).
Consistent with this observation, BayK8644 increased the frequency of CD11b" cDCs

expressing active Caspase-1 in TDLN (Figure 6H).

Similar to Tmem176b™ mice, which controlled tumor growth via IL-1f8- and CD8"
T cell-dependent mechanisms, we observed that BayK8644 increased CD8" T cell-
mediated tumor cytotoxicity in vivo (Figure 61). Moreover, BayK8644-induced tumor
control was dependent on CD8" T cells, since depletion of these cells completely
abolished the antitumor effect of this inhibitor (Figure 6J and Figure S8F). Thus,
BayK8644 restrains tumor growth in a Tmem176b-, Caspase-1/11- and CD8" T cell-
dependent manner in EG7 tumors. Moreover, BayK8644 significantly impaired growth
of CT26 colon cancer cells in BALB/c mice (Figure S8G-H). Thus, BayK8644 emerges
as a new immunotherapeutic agent that limits tumor growth by licensing inflammasome

activation.

Finally, we evaluated whether BayK8644 administration may enhance the
antitumor activity of immune checkpoint blockers. Compared with mice treated with
monotherapy, administration of BayK8644 in combination with anti-CTLA-4 antibodies
significantly improved survival of tumor (EG7)-bearing mice (Figure 6K). Moreover,
therapeutic administration of BayK8644 in mice with EG7 established tumors
significantly improved the anti-tumoral effect of anti-PD-1 treatment (Figure 6L),
whereas BayK8644 monotherapy was not effective in this therapeutic protocol (data
not shown). Interestingly, combination of anti-PD-1 with BayK8644 was associated with
an increased absolute number and percentage of TCRR'CD4"'RORyt" T cells in TDLN
(Figure S8l) and increased frequency of tumor-specific CD8" T cells within the tumor
microenvironment (Figure 6M) as compared to anti-PD-1 monotherapy. Depletion of

CD8" T cells in anti-PD-1 + BayK8644-treated animals abrogated antitumor immunity
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(Figure 6N). This observation might be explained by concomitant CTL-mediated
mechanisms required for both the antitumor activity of BayK8644 (Figure 6J and S8F)
and anti-PD-1 therapy (Sharma and Allison, 2015). Thus, as expected, combination
treatment strongly relies on the CD8" T-cell compartment. Furthermore, BayK8644
significantly enhanced the anti-tumoral effect of anti-PD-1 therapy in mice bearing 5555
melanoma (Figure 60), whereas this effect was also apparentin LL/2 lung cancer
(Figure S8J-K) and MC38 colon cancer (Figure S8L-M) models, although not reaching
statistical significance. Thus, unleashing inflammasome activation by targeting
Tmem176b improves the anti-tumor activity of checkpoint inhibitors in different tumor
models. Moreover, whereas BayK8644 reinforced the anti-tumor effects of anti-PD-1
treatment in mouse melanoma, it did not enhance tumor growth inhibition induced by
anti-CTLA-4 and anti-PD-1 combination therapy, at least in this model (Figure S80).
Given the pharmacologic impact of channel inhibitors in cardiomyocyte function, we
finally examined whether dihydropyridin BayK8644 may lead to acute cardiac toxicity.
Notably, Bayk8644 treatment was not associated with electrocardiographic nor
echocardiographic alterations 30 min after i.v. injection compared to mice treated with
vehicle control (Tables 1-2). Thus, pharmacological inhibition of TMEM176B by
Bayk8644, represents a novel therapeutic approach to unleash inflammasome
activation, leading to potentiation of CD8" T-cell-dependent antitumor immunity and

greater efficacy of immune checkpoint blockers.
DISCUSSION

In this study, we demonstrate a central role of the inflammasome as a novel
target to reinforce CD8" T cell-dependent antitumor immunity and enhance the efficacy
of immune checkpoint blockade therapies. In particular, we demonstrate the key role of
TMEM176B, an ionic channel expressed on myeloid cells (mainly cDCs) as a negative
regulator of inflammasome activation. Furthermore, we identify BayK8644 as a potent

TMEML176B inhibitor that reinforces antitumor immunity and enhances the efficacy of
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immune checkpoint blockers via inflammasome activation. Finally, we highlight the
predictive value of NLRP3 inflammasome activation in clinical responses to immune
checkpoint blockade in two independent cohorts. Thus, patients who do not respond to
immune checkpoint blockers are expected to benefit from therapeutic strategies

capable of triggering inflammasome activation.

Most immunotherapeutic approaches have focused on drugs targeting
adaptive components of the immune system. However, innate immune pathways
have recently emerged as potential targets amenable of intervention to trigger and
control downstream adaptive players. In this regard, stimulation of STING activity has
been shown to enhance the anti-tumoral effect of checkpoint blockers (Corrales et al.,
2015; Demaria et al., 2015; Woo et al., 2014). Importantly, a type-l1 IFN pathway
signature correlates with sensitivity to anti-CTLA-4 antibodies in melanoma patients
(Chiappinelli et al., 2015). Nevertheless, the role of the IL-1B/IL-18/inflammasome in
modulating anti-tumor responses is still controversial (Karki et al., 2017; Apte and
Voronov, 2008). It has been proposed that the cell type in which inflammasome is
activated and the nature of acute versus chronic inflammasome activation may dictate

the outcome of the antitumor responses (Karki et al., 2017).

Immunogenic cell death triggered by chemotherapeutics, which sensitizes
tumors to checkpoint blockade therapies, relies in NLRP3 inflammasome activation by
DCs (Ghiringhelli et al., 2009; Pfirschke et al., 2016). Although recently proposed to
play a role in the outcome of immunotherapeutic approaches (Mangan et al., 2018), the
direct contribution of the inflammasome to adaptive checkpoint blockade remains
elusive. Here we identified a new strategy to reinforce antitumor responses by targeting
TMEM176B and promoting inflammasome disinhibition. Our results suggest that
inflammasome activation plays a central role in antitumor immunity triggered by anti-

CTLA-4 and anti-PD-1 antibodies. It is worth noting that experiments using Nlrp3”
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animals did not reach statistical significance, whereas experiments in animals lacking
downstream effectors Caspl/11 did. These observations suggest that different
inflammasomes may be involved in the anti-tumoral effect triggered by anti-CTLA-4
and anti-PD-1 therapies. Accordingly, analysis of anti-PD-1-treated melanoma patients
(Figures 4 and 5) suggest that NLRP6, NLRP7, AIM2 and NLRC4 inflammasomes
might contribute to antitumor responses unleashed by checkpoint blockers. Although
the requirement of Caspase-1 autoproteolysis can differ within different inflammasomes
(Broz et al., 2010) and Caspase-1 may cleave other proteins than IL-18 and IL-18
(Sokolovska et al., 2013), to our knowledge, Caspase-1 and Caspase-11 activation
mostly depend on inflammasomes. Thus, it is unlikely that results obtained with both
Casp1/11” and Tmem176b”Caspl”™ mice might rely on inflammasome-independent

mechanisms.

Our results suggest that TMEM176B might be a predictive marker of response
to anti-PD-1 therapy. In addition, TMEM176B expression in the tumor stroma was
associated with poor survival in colorectal cancer patients, suggesting a potential role
of this ion channel as a prognostic factor. Interestingly, TMEM176B was associated
with diminished NLRP3 and IL1B expression in macrophages infiltrating human
melanoma, suggesting that this ion channel may function as an innate checkpoint
signal that hinders immune responses in the tumor microenvironment. However, our
results in experimental models support a key role for Tmem176b in the modulation of
inflammasome activation mostly in TDLN during the induction phase of anti-tumor
responses. Thus, Tmem176b-dependent immune inhibitory mechanisms may operate
within the tumor microenvironment and TDLN. Although further mechanistic studies are
warranted to elucidate the molecular pathways that control Tmem176b expression, we
found a reciprocal regulation of this ion channel by inflammasome activation (Figure
S9A). Notably, treatment with LPS and ATP induced a striking up-regulation of IL-6 and
TNF-a (Figure S9A) and a very modest increase in cell death (Figure S9B) as
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compared to untreated BMDCs, excluding the possibility that down-regulation of
Tmem176b by inflammasome activation could be related to massive induction of cell

death.

Recently, it has been proposed that pharmacologic manipulation of ion
channels may influence NLRP3 inflammasome activation (Gong et al., 2018).
Remarkably, BayK8644 treatment recapitulated Tmem176b deficiency as shown by
CD8" T-cell-dependent tumor control and Caspase-1 activation in CD11b* cDCs. The
latter observation is in line with the high expression of Tmem176b in these cells

(Anandasabapathy et al., 2014; Crozat et al., 2011).

The hierarchy between Ca™ and K** in inflammasome activation is a matter of
debate (Gong et al., 2018). We have previously shown that Ca**-activated K* channels
such as KCal.1 can mediate NLRP3 inflammasome activation (Schroeder et al, 2017).
Moreover, sustained K* efflux through the voltage-gated (K,1.3) or Ca'’-activated
(KCa3.1) K* channels has been shown to reinvigorate tumor-infiltrating T cells (Eil et
al., 2016). The results presented herein suggest that Ca™-induced K" efflux in DCs
may promote anti-tumor immunity by triggering inflammasome activation, a process
that is repressed by TMEM176B. Taken together, these observations highlight a
regulatory role for ion homeostasis in controlling anti-tumor immunity through

modulation of both innate and adaptive immune programs.

In conclusion, our study links inflammasome activation to antitumor responses
triggered by immune checkpoint blockers, highlighting a central role for TMEM176B, an
ion channel expressed on myeloid cells, in repression of T-cell dependent immunity.
Further efforts should be aimed at evaluating the clinical efficacy and safety of
inflammasome disinhibition in the treatment of cancer patients, particularly those

resistant to current immunotherapeutic modalities.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. The ionic channel TMEM176B inhibits the NLRP3 inflammasome

A)  Six-to-eight weeks-old male WT, Tmem176b” and Tmem176b”Casp1l” mice
were injected i.p with vehicle control (PBS) or 20 mg/kg ATP. Four hr later, peritoneal
lavage was performed and absolute numbers of neutrophils (CD11b* Ly6C™ Ly6G")
were determined by flow cytometry. The left panel shows representative dot plots and
the right panel shows quantifications for the different groups. In the plots, CD11b" cells
were analyzed for Ly6C and Ly6G expression. At least six animals were studied in
each group in two independent experiments. ns: not significant; * p<0.05; One-way

ANOVA test.

B-C) WT and Tmem176b” bone marrow-derived DCs (BMDCs) were treated with
LPS (0.25 pg/ml) for 4 hr, then washed and treated with the indicated doses of ATP
(left panel) or nigericine (Nig; right panel) for the indicated times. Dose-response
experiments are shown in B) whereas time-response experiments are depicted in C).
Culture supernatants were harvested and IL-13 was determined by ELISA. One

experiment representative of five is shown. * p<0.05; ** p<0.01; Two-way ANOVA test.

D) Western blot analysis of pro-IL-1p and Pro-Caspase-1 (lysates) or IL-1B and
Caspase-1 (supernatants) in WT and Tmem176b” BMDCs stimulated with LPS as in
B-C) and then treated for 90 min with 2.5 uM nigericin or 0.5 mM ATP. Culture
supernatants and cell lysates were analyzed. One experiment representative of three is

shown.

E) WT and Tmem176b” BMDCs were treated with LPS and then with 0.5 mM ATP
or 2.5 pM nigericin (Nig) for 45 min. Cells were harvested and stained with FLICA1 660
to determine active Caspase-1. One experiment representative of three is shown. *

p<0.05; Two-way ANOVA test.
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F) IL-1B secretion by WT and Tmem176b”" BMDCs treated as in E) and compared
to an experimental condition where Caspase-1 was inhibited by adding 10 uyM Z-
WEHD-FMK 15 min before ATP. One experiment representative of three is shown. **

p<0.01; **** p<0.0001; Two-way ANOVA test.

G-H) WT, Tmem176b™ and Tmem176b”Casp1l” BMDCs were treated as in E). IL-1pB
(G) or IL-18 (H) were determined in culture supernatants by ELISA. One experiment
representative of two is shown. * p<0.05; ** p<0.01; **** p<0.0001; Two-way ANOVA

test.

) THP-1 cells were differentiated to macrophages by treatment with 0.1 uM PMA
for a 48 hr-period. Cells were then electroporated with GFP or GFP-TMEM176B
encoding pcDNA1.3 plasmids. Sixteen hr later, cells were left untreated or treated for 3
hr with 0.25 pg/ml LPS and then for 2 hr with 2.5 pM nigericin (Nig). IL-1p was
determined in culture supernatants by ELISA. One experiment representative of four is

shown. ** p<0.01; *** p<0.001; Two-way ANOVA test.

J) WT and Tmem176b” BMDCs were treated for 3 hr with 0.25 pg/ml LPS. Cells
were then loaded with the Ca*"-sensitive probe Fura-2. Emission at 340/380 nm was
recorded in time-laps experiments. 0.5 mM ATP was added when indicated by the

arrow. Scale bars, 10 um.

K) NLRP3 inflammasome was activated in BMDCs as described in E) but in the
presence of the intracellular Ca™ chelator BAPTA (100 puM) or DMSO vehicle control.

One experiment representative of three is shown. *p<0.05. Two-way ANOVA test.

L) IL-1B determination in BMDSCs following inflammasome activation in the
presence of control buffer (5 mM) or high K" buffer (120 mM). One experiment

representative of three is shown. * p<0.05; Two-way ANOVA test.
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M-N) IL-1B determination in BMDSCs following inflammasome activation in the
presence or absence of the Ca**-activated K* channels blockers iberiotoxin (IbTx, in M)
or hydroxychloroquine (HCQ, in N). One experiment representative of three is shown in

each case. * p<0.05; ** p<0.01; Two-way ANOVA test.
In ELISA experiments, ND stands for “Not Detected”.

See also Figure S1.

Figure 2. Mice lacking Tmem176b control tumor growth through an IL-13 and

Caspase-1-dependent manner

A) MC38 colon cancer cells (1 x 10°% left panel), LL2 lung cancer cells (1 x 10°
center panel) or EG7 thymic lymphoma cells (1 x 10°; right panel) were s.c. injected in
WT and Tmem176b” mice. Tumor growth and mice survival were monitored every
three days. Tumors were measured by its longer and shorter diameters. Mice were
sacrificed when one of the diameters reached 2 cm. The ratio shows the number of
surviving animals/ total injected mice from three experiments. * p<0.05; ** p<0.01; Log-

rank (Mantel-Cox) test.

B) Western blot analysis of Caspase-1 expression and cleavage in tumor-draining

lymph nodes (TDLN) from WT and Tmem176b™ mice.

C) Densitometric analysis of Western blots shown in B. At least 4 animals/group

are shown. * p<0.05; Student’s t test.

D) Confocal microscopy of activated Caspase-1 expression using the FLICA1

fluorescent probe in TDLN. Scale bars, 10 pm.

E) Semiquantification of staining depicted in D is shown. WT and Tmem176b™

animals (n=3 each group) were studied. * p<0.05; *** p<0.001; One-way ANOVA test.
91



F) Flow cytometry analysis of FLICAL" cells within TDLN. SSC: Side Scatter. One

experiment representative of two is shown.

G) Evaluation of FLICA1™ CD11b* and CD11b classical DCs (cDCs) in the TDLN is

shown. ns = not significant, *** p<0.001; Student’s t test.

H) Survival of Tmem176b” EG7 tumor-bearing mice treated with anti-IL-1B or
control IgG antibodies. The ratio shows the number of surviving animals/ total injected

mice from one experiment. * p<0.05; Log-rank (Mantel-Cox) test.

) Survival of untreated Tmem176b™ and Tmem176b”Caspl” EG7 tumor-bearing
mice. The ratio shows the number of surviving animals/ total injected mice pooled from

three independent experiments. * p<0.05; Log-rank (Mantel-Cox) test.

J) In vivo cytotoxicity assay against OVA peptide-pulsed EG7 cells as a model
tumor antigen. Naive splenocytes were loaded with high dose DDAO and SIINFEKL
peptide. Cells were mixed (1:1 ratio) with naive splenocytes exposed to low dose
DDAO without peptide. The mix was injected i.v. into naive and tumor-bearing mice
and 4 hr later the ratio between the high and low DDAO populations in the spleen was
determined by flow cytometry. Representative histograms are shown in Figure S4E.
Data from four different animals of one experiment in each group are shown. ** p<0.01;

Student’s t test.

K) In vivo cytotoxicity assay as described in J) in Tmem176b” mice previously

treated with anti-IL-1p or control IgG antibodies. * p<0.05; Student’s t test.

L) In vivo cytotoxicity assay as described in J) comparing CTLs from tumor-
bearing Tmem176b™ and Tmem176b”Caspl™ mice. Data from two experiments are

shown. * p<0.05; Student’s t test.
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M) Survival of tumor-bearing WT and Tmem176b™ mice left untreated or treated
with anti-CD8 depleting antibodies. The ratio depicts the number of surviving animals/
total injected mice. Data from one experiment are shown. * p<0.05; Log-rank (Mantel-

Cox) test.
The genetic background of the animals used was C57BL/6.

See also Figures S2-S5.

Figure 3. Inflammasome activation reinforces immune checkpoint blockade

Survival analysis of the indicated groups of animals in response to different treatments.

The ratio depicts the number of surviving animals/total injected mice.

A) Tumor (EG7)-bearing WT (left panel), Tmem176b” (central panel) and
Tmem176b”Caspl™ (right panel) mice were injected with anti-CTLA-4 or control IgG

antibodies and mice survival was studied. *p<0.05; Log-rank (Mantel-Cox) test.

B-C) Tumor (EG7)-bearing WT and Casp1/11” (B) or NIrp3™ (C) mice were injected
with control IgG (left panels), anti-CTLA-4 (central panels) or anti-PD-1 (right panels)
antibodies and mice survival was studied. ns = not significant; *p<0.05; Log-rank

(Mantel-Cox) test.
Data from three (A-B) or two (C) experiments are shown.

The genetic background of the animals used was C57BL/6.

Figure 4. Analysis of the inflammasome signature in tumor biopsies from
melanoma patients treated with immune checkpoint blockers (cohort by Riaz et
al. 2017)
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A) Paired analysis of patients who did not respond to anti-PD-1 therapy and were
not treated previously with anti-CTLA-4 antibody (IPl-naive) comparing pre-treatment
vs on-treatment melanoma biopsies. TMEM176A (left panel) and TMEM176B (right
panel) were the only inflammasome-related genes that were significantly up-regulated
in the on-treatment as compared to pre-treatment population. * p<0.05; Paired

Student’s t test.
See also Table S1.

B) Heat maps of transcriptomic analysis from tumor biopsies of melanoma patients
responding (responders) or not (non responders) to anti-PD-1 therapy. The indicated
inflammasome-related genes were significantly up-regulated in responder patients

*p<0.05; unpaired Student’s t test.

C) Paired analysis of patients responding to anti-PD-1 therapy comparing pre-
treatment vs on-treatment melanoma biopsies. The indicated inflammasome-related

genes were significantly up-regulated during therapy. p<0.05; Paired Student’s t test.

D-E) Paired study of pre-treatment vs on-treatment tumor biopsies from bulk patients
responding to anti-PD-1 therapy analyzed through the CIBERSORT method. The
relative frequency of CD8" T cells (D, left panel), activated (D, central panel) and non-
activated (D, right panel) memory CD4" T cells were studied. The absolute number of
total leukocytes (E, left panel), CD8" T cells (E, central panel) and activated memory
CD4" T cells (E, right panel) were analyzed. * p<0.05; ** p<0.01; Paired Student’s t

test.

F) Association of NLRP3 expression with the frequency of total leukocytes, CD8" T
cells and activated memory CD4" T cells in patients responding to anti-PD-1 therapy.
Results show transcriptomics data obtained from tumor biopsies at the on-treatment

stage.
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See also Tables S1-6.

Figure 5. Analysis of the inflammasome signature in tumor biopsies from
melanoma patients treated with immune checkpoint blockers (cohort by Chen et

al. 2016)

A) The log2-transformed normalized NanoString counts from melanoma tumor
biopsies for the indicated inflammasome-related genes is shown for patients being
treated with anti-PD-1 antibodies. The results for responding and non-responding
patients as defined by Chen et al. 2016 * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001;

Unpaired Student’s t test.

B) Paired analysis of the 16 inflammasome-related genes studied in (A) comparing
pre-treatment and on-treatment tumor biopsies from melanoma patients responding
(n=5) or not responding (n= 7) to anti-PD-1 therapy. See color code to identify each

gene in Figure S7C. * p<0.05; *** p<0.001; **** p<0.0001; Paired Student’s t test.

See also Figures S6 and S7.

Figure 6. Targeting Tmem176b with Bayk8644 triggers inflammasome-dependent

antitumor immunity

A) Identification of Tmem176b inhibitors. CHO-7 cells were transfected with
Tmem176b and Tmeml76a-mCherry-coding pSecTag2B plasmids. Cells were then
loaded with the Na'-sensitive fluorescent dye Asante NaTRIUM Green 2 (ANG-2). Left
panels show representative flow cytometry histograms displaying ANG-2 fluorescence
at the indicated conditions. The right panel shows quantification of ANG-2 mean

fluorescence intensity (MFI) subtracting in each condition the MFI obtained in Na'-free
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buffer. Untreated and (+) BayK8644-treated cells were studied. One experiment

representative of five is shown. ** p<0.01; *** p<0.001; Two-way ANOVA test.

B) Tmem176b-coding mMRNA was injected in Xenopus oocytes. Forty-eight hr later,
oocytes were left untreated or treated for 30 min with 0.1 uM PMA and extracellular pH
5.0 as described (Segovia et al., 2014). Tmeml176b-dependent conductance was
assessed in conditions were 10 uM (+) BayK8644 was added to extracellular buffer
during PMA stimulation. Representative currents are shown in the left panel.
Determination of Tmem176b current at 800 s post-extracellular acidification is depicted

in the right graph. *** p<0.001; One-way ANOVA test.

C) WT and Tmem176b” BMDCs were primed for 3 hr with LPS and then left
untreated or treated with 2.5 uM BayK8644. IL-1B was determined in culture
supernatants by ELISA. One experiment representative of three is shown. * p<0.05;

Two-way ANOVA test.

D) LPS-primed WT BMDCs were treated with 10 uM BayK8644 alone or in
combination with TEA (2 mM) or HCQ (10 pM) to inhibit Ca**-activated K* channels. IL-
1B was determined in culture supernatants by ELISA. One experiment representative

of three is shown. * p<0.05; ** p<0.01; One-way ANOVA test.

E) The human macrophage cell line (THP-1) was transfected with GFP or
TMEM176B/GFP-coding plasmids and treated with LPS + nigericine (LPS/Nig) or left
untreated in the presence of ethanol (vehicle) or 5 uM BayK8644. IL-1f was
determined in culture supernatants by ELISA. To calculate the extent of TMEM176B-
dependent inhibition, IL-1p levels (pg/ml) were incorporated to the formula:
[GFP/LPS/Nig — GFP untreated] — TMEM176B/LPS/Nig x 100. One experiment

representative of three is shown. * p<0.05; Student’s t test.
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In F-N, EG7 tumors were studied. In O, 5555 melanoma was analyzed. In F, G, H, K, L,
M and O the ratio represents the number of surviving mice/ total injected mice. For

these experiments, we used C57BL/6 mice.

F) Tmem176b WT and Tmem176b” mice were inoculated with EG7 tumor cells
and treated with 1 mg/kg Bayk8644 i.p on days 2-15 after tumor cell injection. Mice

survival was monitored. * p<0.05; Log-rank (Mantel-Cox) test.

G) WT (C57BL/6JN) or Casp1/11™ mice were inoculated with EG7 tumor cells and
left untreated or treated with BayK8644 as in F. Mice survival was monitored. **

p<0.01; Log-rank (Mantel-Cox) test.

H) WT mice were injected with EG7 tumor cells and left untreated or treated with
BayK8644 as in G. TDLN were resected 14 days after tumor injection and Caspase-1
activation was studied by flow cytometry using the FLICA1 reagent. * p<0.05; Student’s

t test.

) WT mice were inoculated with EG7 tumor cells and left untreated or treated with
BayK8644 from days 2-15. At day 15, in vivo cytotoxicity against OVA antigen was

studied. * p<0.05; Student’s t test.

J) WT mice were inoculated with EG7 tumor cells and left untreated or treated with
BayK8644 or BayK8644 in the absence or presence of anti-CD8 depleting antibody.
Mice survival was studied. ns: non significant. WT + Vehicle vs WT + BayK8644: *
p<0.05; WT + BayK8644 vs WT + BayK8644 + anti-CD8: * p<0.05; WT + Vehicle vs

WT + BayK8644 + anti-CD8: ns; Log-rank (Mantel-Cox) test.

K) WT mice were inoculated with EG7 tumor cells and left untreated or treated with
BayK8644, anti-CTLA-4 antibodies or BayK8644 plus anti-CTLA-4 antibodies. Mice
survival was monitored. ns: non significant. Untreated vs Bayk8644 + anti-CTLA-4: **
p<0.01; BayK8644 vs BayK8644 + anti-CTLA-4: ns; anti-CTLA-4 vs BayK8644 + anti-
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CTLA-4: ns; untreated vs anti-CTLA-4: ns; untreated vs BayK8644: ns; Log-rank

(Mantel-Cox) test.

L) WT mice were inoculated with EG7 tumor cells and then treated with 250 pg
anti-PD-1 antibody at days 6, 9 and 12 after tumor inoculation. BayK8644 was injected
every day since day 9 (all mice had established tumors) until day 21. Mice survival was
monitored. * p<0.05; Log-rank (Mantel-Cox) test.

M) OVA-specific CD8" T cells were assessed using fluorescent MHC pentamers
and analyzed by flow cytometry in EG7 tumor suspensions from WT mice treated with
anti-PD-1 alone or anti-PD-1 + BayK8644 in a therapeutic protocol as in M. * p<0.05;

Unpaired Student’s t test.

N) WT mice were inoculated with EG7 tumor cells and left untreated or treated with
BayK8644 + anti-PD-1 or BayK8644 + anti-PD-1 + anti-CD8 depleting antibody. Mice

survival was monitored. * p<0.05; Log-rank (Mantel-Cox) test.

0) WT mice were inoculated with 5555 melanoma cells and left untreated or
treated either with anti-PD-1 antibody (days 6, 9 and 12), BayK8644 (days 9-21) or
both. All animals had established tumors when BayK8644 treatment was started. Mice
survival was monitored. ns: non significant. Untreated vs Bayk8644 + anti-PD-1: *
p<0.05; BayK8644 vs BayK8644 + anti-PD-1: ns; PD-1 vs BayK8644 + anti-PD-1: ns;

untreated vs anti-PD-1: ns; untreated vs BayK8644: ns; Log-rank (Mantel-Cox) test.

See also Figure S8.
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TABLES

Table 1. Effect of BayK8644 or vehicle control on electrocardiographic
parameters.

RR P wave PR QRS QT QTc
Control® 150+18° 16.0£0.0 | 32.0+2.0 | 13.3+1.2 |[53.3+4.1 |43.6x0.8
Vehicle 143+9 14.7£0.7 |[32.0£1.5 |[13.7x1.8 |56.0+2.5 | 46.8+0.8
Control 130+2 15.2+1.2 | 32.8+1.9 11.0£0.4 |[51.2+2.7 |45.1+2.7
BayK8644 | 12045 15.4+1.2 | 32.6+£1.8 11.2+0.6 |54.4+1.9 |49.7+0.8

a. Values before injection of vehicle or BayK8644.

b. Mean + SD are expressed in ms.

Table 2. Effect of BayK8644 or vehicle control on echocardiographic parameters.

Vehicle | BayK8644
Cardiac frequency (bpm) | 457£50 | 515+35
Left ventricular 1.0£0.0 |1.1+0.1
telediastolic wall
thicknesses
Left ventricular 3.2+0.2 | 2.8+0.2
telediastolic diameter
(mm)
Left ventricular ejection 82+1 93+2
fraction (%)
E/A ratio 1.7+0.1 | 1.5+0.1
Isovolumic relaxation 15.0+0.0 | 18.8+0.2
time (ms)
E-wave deceleration 37.7+1.8 | 33.4+2.5

time (ms)

Mean + SD are expressed.
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STAR METHODS
Contact for reagent and resource sharing

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and

will be fulfilled by the Lead Contact, Marcelo Hill (mhill@pasteur.edu.uy).
Experimental models
Animals

Six-to-ten weeks old male or female C57BL/6 or BALB/c mice were used (Jackson
Lab; Bar Harbor, ME) and bred for up to 20 generations at the Institut
Pasteur Montevideo or at the Institute of Biology and Experimental
Medicine, Buenos Aires. All experiments were performed according to local
regulation and approved by the corresponding Ethics Committees for animal

experimentation.

Tmem176b™ mice were generated in the 129/SvJ strain and heterozygous mice
were backcrossed for 10 generations onto the C57BL/6 background (Janvier, Saint
Berthevin, France) as reported (Segovia et al., 2014).NIrp3” (B6.129S6-
Nirp3™®&hk/J: 021302) and Caspl/11” (B6N.129S2-Caspl™FV/J; 016621)
were from The Jackson Laboratory. NIrp3” animals were compared to

000664 C57BL/6J, and Casp1/11” mice to 005304 C57BL/6NJ. Tmem176b™

Caspl” mice were generated by microinjecting Crispr/Cas9 targeting Caspl in
Tmem176b™ embryos. F1 animals were genotyped and heterozygous mice were
crossed to generate F2 homozygous Tmem176b”Caspl” animals. Caspl deficiency
was confirmed by Western blot (Figure S1). All animal strains including Tmem176b™,
Tmem176b"" WT (issued from littermate controls), C57BL/6J, NIrp3”, C57BL/JN,
Casp1/11” and Tmem176b”Caspl” were bred at a specific pathogen-free animal
facility (Institut Pasteur, Montevideo).
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Cell lines

EG7 (expressing the OVA antigen), LL2, CT26, THP-1 and CHO-K1 cell lines were
purchased from ATCC (Manassas, VA). MC38 cells were from Kerafast (Boston, MA).
The 5555 melanoma cell lines were kindly provided by R. Marais (Cancer Research

UK, Manchester) and cultured as described (Hirata et al., 2015).

Tumor models and treatments

C57BL/6 mice were injected s.c. with 1 x 10® MC38 colon cancer cells, 1 x 10° LL2 lung
cancer cells, 2.5 x 10° 5555 melanoma cells or 1 x 10° EG7 thymic lymphoma cells.
BALB/C animals were injected with 1 x 10°> CT26 colon cancer cells. Injection was
performed alternating one WT and one Tmem176b™ mouse until completing both
groups. In treated animals, alternation was done between drug- and vehicle-treated
animals. Tumor growth was measured manually every 2-3 days with a caliper. The two
major diameters were taken. Mice were sacrificed when one of the diameters reached
2 cm. In experiments where anti-IL-1f, anti-IL-17A or control IgG were used, 4 ug
antibody was injected i.p 7 days after inoculation of tumor cells. Injections were
repeated every five days until day 27 post-injection or euthanasia. For depletion of
CD8" T cells, 100 pg YTS 169.4 antibody was injected every three days starting from
the day before tumor inoculation. Depletion was confirmed in the spleen by flow
cytometry. For administration of anti-CTLA-4 or control IgG, 100 ug antibody was given
i.p starting from day 6 after tumor inoculation. Injections were repeated every three
days until day 12. Anti-PD-1 or control IgG was injected (250 pg i.p) starting from day 6
and every three days until day 12. Bayk8644 or vehicle control (ethanol) was given i.p
at 1 mg/kg since day 3 after tumor inoculation and until day 15. In animals treated with
BayK8644 and anti-CTLA-4 antibody, BayK8644 was injected at days 3-15 every day

and anti-CTLA-4 at days 6, 9 and 12 after tumor inoculation. In mice treated with
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BayK8644 and anti-PD-1 antibody, treatment with the former started at day 9 and
repeated every day until day 21 after tumor inoculation. Anti-PD-1 treatment started at

day six after tumor inoculation and repeated every three days until day 12.

In vivo inflammasome activation

C57BL/6 animals were injected with 20 mg/kg ATP i.p. Four hr later, peritoneal lavage
was performed using 5 ml PBS. Peritoneal cells were centrifuged and then stained with
anti-CD11b, anti-Ly6C and anti-Ly6G antibodies. Cells were analyzed by flow
cytometry. The percentage of Ly6C™ Ly6G" cells within the CD11b* cell compartment
(neutrophils) was determined. The absolute number of neutrophils was calculated for

each condition.

In vitro inflammasome activation

Bone marrow-derived DCs (BMDCs) were differentiated by culturing bone marrow cells
for 8 days in the presence of 0.4 ng/ml GM-CSF. At day 8, adherent cells were >95%
CD11c'CD11b*MHC II™. Cells were stimulated for 3 hr with 0.25 pg/ml LPS, washed
and treated with the indicated doses of ATP or nigericin. The presence of IL-13 was
assessed in culture supernatants by ELISA (Biolegend, 432603). To determine
Caspase-1 activation, BMDCs were stained with FLICAL 45 min after ATP or nigericin
stimulation and analyzed by flow cytometry. For Western blot, culture supernatants
from BMDCs stimulated in the absence of FBS were precipitated with 20 % (v/v) TCA
and washed with acetone. Cell lysates were generated with RIPA buffer in the
presence of a protease inhibitor cocktail. Cell lysates and precipitates from culture
supernatants were electrophoresed, blotted and probed with anti-Caspase-1

(Adipogen, AG-20B-0042) or anti-IL-1p (Santa Cruz Biotechnol, sc-7884) antibodies.
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THP-1 transfection and inflammasome activation

THP-1 monocytes were differentiated into macrophages by treatment with 0.1 uM PMA
for 48 hr. Macrophages (2.5 x 10° were then detached using trypsine and nucleofected
with the GFP or GFP-TMEM176B coding pcDNA1.3 plasmids using the Amaxa Cell
Line Nucleofector Kit V-Lonza and nucleofector device (Amaxa). Sixteen hr later, cells
were treated for 3 hr with 0.25 pg/ml LPS. Cells were washed and treated for 2 hr with

2.5 pM nigericin. IL-1p was assessed by ELISA in culture supernatants.
Method details

Cytosolic Ca'™ determination

BMDCs cultured on glass coverslips were loaded with 1 uM Fura-2 for 45 min in the
dark. Cells were then washed and analyzed by time-lapse microscopy at 37°C.
Fluorescence emission intensity at 510 nm was determined in individual wells
alternating excitation wavelengths of 340 and 380 nm every 3 s. ATP was added when

indicated at 0.5 mM.

In vivo cytotoxicity assay

Splenocytes from naive C57BL/6 mice were stained alternatively with 0.8 (high) or 0.08
UM (low) DDAO-SE probe. The high DDAO population was loaded for 60 min at 37°C
with 50 pM SIINFEKL OVA peptide. After three washes, the high and low population
were mixed at 1:1 ratio. The mixed cells (2 x 10°) were injected i.v in WT, Tmem176b™
or Tmem176b”Caspl” naive and tumor-bearing mice. Four hr later, mice were
sacrificed and the spleens harvested. Splenocytes were analyzed by flow cytometry to
assess DDAO high and low populations. Specific cytotoxicity was calculated with the

following formula:

% SpeCiﬁC |y5i5= (1‘[rna'|'ve/rtumor bearing])X100

r = %DDA0"" cells/%DDAOM" cells
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Screening of Tmem176b inhibitors

CHO cells were transfected using Lipofectamine2000 with pSecTag2B-PS-Tmem176a-
mCherry and pSecTag2B-PS-Tmem176b-V5His plasmids for 4 hr, washed and
cultured for 24 hr. Cells were then loaded with 1 uM ANG-2 for 30 min at 37°C, washed
and incubated in 140 mM Na'-containing phosphate buffer or 140 mM NMDG to
substitute Na* in the presence of different doses of tested drugs or vehicle controls.
Cells were then analyzed by flow cytometry using a BD Accuri C6 cytometer equipped
with a 488 nm laser. ANG-2 emission was detected using band-pass filter 530/30 and
mCherry using a 670 LP filter. FlowJo vX.0.7 software was used for data analysis. MFI
from NMDG-containing solutions was subtracted to MFI from Na*-containing solutions.
A maximum of two drugs was studied in each experiment. Screened drugs were from

SCREEN-WELL® lon Channel ligand library (Enzo Life Sciences; Farmingdale, NY).

Immunohistochemistry staining of human colon microarrays

Expression of TMEM176B was analyzed by immunohistochemistry on 90 specimens of
human colon tumors (US Biomax, Inc; Rockville, MD). Briefly, antigenic recovery was
done by boiling slides in a pressure cooker for 10 min in the presence of alkaline buffer
(10 mM Tris, 1 mM EDTA, 0.05% Tween 20, pH 9.0). 2.5 ug/ml ant-TMEM176B
antibody (Abcam; ab103929) or control rabbit IgG were incubated ON at 4°C. Staining
was verified using EnVision+ System- HRP-labelled polymer anti-rabbit (Dako/Agilent,
Santa Clara CA). Slides were counterstained with Meyer’s hematoxylin, analyzed by
two independent researchers in a blind fashion and categorized as high or low/negative
TMEM176B expression in the stroma and parenchyma. Expression levels were then

correlated with survival information provided by US Biomax.
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Electrophysiology experiments

Oocytes were surgically removed from MS222 (0.4%)-anesthetized Xenopus
laevis female and dissociated under gentle agitation by a 2—3 hr incubation in an OR2
solution (82 mM NacCl; 2 mM KCI; 1 mM MgCl,; 5 mM HEPES pH 7.2) supplemented
with collagenase 1A (1 mg/ml). Oocytes were then injected with 40 nl of in
vitro synthesized Tmem176b mRNA at 1pug/yL  (mMessage mMachine Ultra
kit). Tmem176b was fused to a signal peptide sequence (N-terminal) from pSecTag2B
(Invitrogen, Carlsbad, CA) and to V5 + 6-His tags (C-terminal). The day after injection,
oocytes were placed in a pH 8.0 solution (100 mM NacCl, 3 mM KCI, 2 mM MgCl,, 15
mM HEPES pH 8.0) changed daily. Two to three days later, currents were recorded in
two-electrode voltage-clamp using a genclamp500 amplifier (Axon Inst., Foster City,
CA) interfaced to a personal computer using the Digidata 1200 interface and the
pClamp software (v 7.0; Axon Inst.). Prior to recording, oocytes were incubated in PMA
at 0.1 pM in pH 8.0 solution for 20—30 min. Currents were filtered at 100 Hz and
digitalized at 0.5 kHz before storage and further analysis. During recording, oocytes
were continuously superfused with the pH 8.0 solution. The currents were quantified 5—
15 min after holding the extracellular pH at 5.0. In Tmem176b-expressing oocytes,

induction of an inward current was obtained by switching to a pH 5.0 solution.

Gene expression analysis

Normalized NanoString nCounter data were analyzed from Chen et al (2016). Gene
expression data from Riaz et al (2017) were obtained from their GitHub repository
(https://github.com/riazn/bms038_analysis/tree/master/data). RNA-seq count data were
normalized to FPKM (Fragment per kilobase per million) through the Bioconductor R
package DESeq2 1.18.1. The on-treatment biopsy from patient 32 was excluded from

further analyses since it presented extreme expression values.
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CIBERSORT analysis

The leukocyte signature matrix LM22 (547 genes) that discriminates 22 types of tumor-
infiltrating immune cells was used for analysis. Normalized gene expression data from
Riaz et al. (2017) cohort were processed with the CIBERSORT web tool
(http://cibersort.stanford.edu/) setting no quantile normalization and 1.000 permutations
as parameters. All samples were run with both relative and absolute modes. The first
mode infers the relative cellular fraction for each cell of the LM22 matrix and the
second calculates a score that reflects the absolute proportion of each cell type in the

mixture.

Single cell RNA-Seq data analysis

Normalized single cell expression data from Jerby-Arnon et al. (2018) was obtained
from Gene Expression Omnibus (Accession number GSE115978). To study gene
correlations, the expression matrix was processed with the software MAGIC (van Dijk
et al., 2018) to deal with the undersampling of mRNA known as dropouts. R
implementation of the MAGIC algorithm with default parameters (Rmagic v1.3.0) was

applied. For correlation analysis, Spearman's Rank Correlation test was used.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed either by R project or GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA). Survival analyses were done with the Log-
rank (Mantel-Cox) test. Comparison of two experimental conditions was done with
paired or unpaired Student’s t test. Comparison of multiple conditions was done with
one or two-way ANOVA tests. Differences in gene expression and CIBERSORT scores

between responder and non-responder groups were assessed using the unpaired t-test
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when normality assumption was met. Otherwise, Mann-Whitney U test was used.
Differences between matched samples pre- and on-treatment were evaluated with
paired t-test when normality assumption was met or otherwise with Wilcoxon signed-
rank test. For correlation analysis, the Pearson coefficient was used when samples
passed the normality test. Spearman coefficient was used for all other cases. Shapiro-

Wilk test was performed to evaluate the normality assumption for all samples.

Data availability

Mendeley dataset: https://data.mendeley.com/datasets/publish-
confirmation/gvj6fc2b8v/1
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Figure 5
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Figure 6
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Supplementary Material

Figure S1
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Figure S1. Related to Figure 1.

A) Sequence of genomic DNA (Casp? gene) from Tmem176b”- and Tmem176b“-Casp17- mice. Tmem176b”’-Casp1--
(double KO) mice were generated by deletion of the indicated bases in Casp? gene in Tmem176b”- mice using the
CRISPR/Cas9 strategy. Proteins sequences are shown in the lower part of the alignment. Right panel: Western blot
confirming the absence of Caspase-1in Tmem176b“-Casp 1/~ splenocytes.

B) 6-8 weeks-old male WT and Tmem176b”- mice were injected i.p. with 20 mg/kg ATP. 4 hr later, peritoneal lavage
was performed and absolute number of neutrophils (CD11b*Ly6G*Ly6CI") were determined by flow cytometry. In the
plots, CD11b* cells were analyzed for Ly6C and Ly6G expression. When indicated, the Caspase-1 inhibitor Z-YVAD-
CMK was injected i.p. at 5 mg/kg at the time of ATP treatment. At least six animals were studied in each group in two
independent experiments. * p<0.05. ns: non significant. One-way ANOVA test. Left panel shows representative scatter
dot plots and right panel shows quantification for the different groups.

C) WT and Tmem176b”- bone marrow-derived DCs (BMDCs) were treated with LPS (0.25 ug/ml) during 4 hr, then
washed and treated with 500 ug/ml of aluminum particles for the indicated times (left panel). Dose-response
experiments are shown in the central panel. Culture supematants were harvested and IL-1p was determined by ELISA
(left and central panels). Right panel: Caspase-1 activation was studied by flow cytometry using the FLICA1 reagent.
BMDCs were stimulated for 3 hr with LPS and then incubated in the presence or absence of 500 pg/ml aluminum
particles during 45 min. ND: not detected. * p<0.05; ** p<0.01 One-way ANOVA test. One experiment representative of
three is shown.

D) WT BMDCs were primed for 3 hr with LPS (0.25 pg/ml), then washed and left untreated or treated during 45 min
with 5 puM nigericin. Cell lysates and culture supernatants were analyzed by Western blot for Pro-Caspase-1 and
Caspase-1 (p20) expression. One experiment representative of two is shown.

E) THP-1 cells were differentiated to macrophages by treatment for 48 hr with 0.1 pM PMA. Cells were then
electroporated with GFP or GFP-TMEM176B-1 coding pcDNA1./8203 plasmids. Sixteen hr later, cells were left
untreated or treated for 3 hr with 0.25 pg/ml LPS and then exposed for 2 hr to 2.5 uyM nigericin. Transfection efficiency
was assessed by flow cytometry.

F) Cell viability was studied by analysis of propidium iodide staining by flow cytometry. One experiment representative

of three is shown.
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Figure S2
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Figure S2. Related to Figure 2.

A) Stromal TMEM176B expression is associated with lower survival in human colon cancer patients. Ninety (90)
samples from human colon carcinomas were assessed for TMEM176B expression (brown staining, counterstained with
hematoxylin) by immunohistochemistry, Representative images for parenchyma and stroma depicting low and high
expression are shown. Scale bars, 10 or 25 um.

B) Survival analysis of colon cancer patients with high and low TMEM176B expression. High stromal TMEM176B
expression was associated with worse overall survival. p=0.0194 Log-rank (Mantel-Cox) test. Parenchymal expression
did not correlate with survival (p=0.55; Log-rank (Mantel-Cox) test). The staining and analysis were done by two
independent researchers in a blinded fashion, ignoring the survival data for each sample.

C) Matrix of scatterplots showing correlations between NLRP3, IL1B, IL18, TMEM176A and TMEM176B gene
expression in 420 macrophages from single cell RNA-Seq data from melanoma biopsies (Jerby-Arnon et al., 2018).
Correlations were made using Spearman'’s correlation coefficient. Red lines indicate the local regression (LOESS) fit.
P, p value; rho, Spearman’s correlation coefficient.

D) 1 x 106 MC38 colon cancer cells (left panel), 1 x 105 LL2 lung cancer cells (central panel) or 1 x 106 EG7 thymic
lymphoma cells (right panel) were s.c. injected into WT and Tmem176b”- mice. Tumor growth was monitored every
three days and measured in its longer and shorter diameters. Mice were euthanized when one of the diameters
reached 2 cm. The ratio in the inset shows the number of animals developing tumors over the number of injected
animals.

E) Tmem176b mRNA expression assessed by RT-PCR. The 249-bp band corresponds to the expected size of the
specific amplified fragment. One experiment representative of two is shown.

F) Tmem176b-specific cell lysis was assessed by using the method described in the STAR METHODS section. WT
nalve splenocytes were loaded either with low or high doses of DDAO and injected i.v. in tumor-bearing WT and
Tmem176b7-animals 14 days after tumor inoculation. Four hr after injection, spleen was harvested and the ratio of low
and high DDAO populations was studied to assess the percentage of specific cell death as explained in the STAR
METHODS section. Not significant. Student’s ¢ test.

G) Analysis of caspase-1 activation by Western blot comparing tumors lysates from WT and Tmem176b~- animals. One
experiment representative of two is shown.

H) Left panel shows a representative scatter dot plot for MHCII and CD11c expression within TDLN to identify migratory
and resident cDCs. The middle and right panels depict the percentage of FLICA1* cells (expressing active caspase-1)
within CD11b* resident and migratory cDCs respectively from WT and Tmem176b” animals. One experiment
representative of two is shown. * p<0.05 Student’s £ test.

) Lymph nodes from naive mice or tumor-bearing animals (TDLN; harvested 14 days after EG7 tumor cell injection)
were immunostained with anti-Tmem176b (red) and anti-CD11b (Cyan) antibodies. Nuclei were stained with DAPI
(blue). The white arrows indicate Tmem176b* CD11b'" cells. At least three animals were studied in each group. Scale
bars, 10 or 25 um.

J) TCRB* CD4* RORyt* T cells were assessed by flow cytometry in TDLN from EG7-bearing WT and Tmem176b~-
mice. Relative (left panel) and absolute (central panel) number of cells were determined. The right panel shows relative
cell number of Tmem176banimals treated with control IgG or anti-IL-18 neutralizing antibody. * p<0.05 Student's t
test.

K) EG7-bearing WT and Tmem176b~animals were euthanized 14 days after tumor cell inoculation. TDLN cells were
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re-stimulated in vitro with 10 yM OVA peptide 323-339 (ISQAVHAAHAEINEAGR). IL-17A* CD4* T cells were
assessed by flow cytometry. One experiment representative of three is shown. * p<0.05; ** p<0.01 Two-way
ANOVA test.

L) EG7-bearing Tmem176b”-mice were treated with control IgG or anti-IL-17A neutralizing antibody and mouse

survival was studied. p=0.0593. Log-rank (Mantel-Cox) test.

123



Figure S3
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Figure S3. Related to Figure 2.
A) EG7 tumors and tumor-draining lymph nodes (TDLN) from WT and Tmem176b7 mice were harvested 14 days

after tumor cell injection (n=5 per group). Quantitative RT-PCR was performed for the indicated genes. * p<0.05
Student’s t test.

B) EG7 tumors from WT and Tmem176b” mice were harvested 14 days after tumor cell injection (at least n=5 per
group). Tumors were disaggregated with collagenase D and cell suspensions were stained with the following
antibodies and analyzed by flow cytometry (Infiltrating cells: TCRVB12-(EG7 cells are TCRVB12*); NK: TCRV[(12
TCRBNK1.1*; NKT: TCRVB12TCRB*NK1.1*; TydCD27+: TCRVB12-TCRy5*CD27+%; Tyd :TCRVB12*TCRyd*; Th17:
TCRVB12*TCRB*CD4*RORyt" B: TCRVB12TCRBCD19*; MDSCs: TCRB-CD11b*Gr1*. Student’s t test.
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Figure S4
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Figure S4. Related to Figure 2.

A) Representative flow cytometry analysis of total and OVA (SIINFEKL peptide)-specific CD8* T cells within the
tumor microenvironment. TCRVB12 staining was used to identify tumoral EG7 T cells. Representative of three
experiments.

B) Determination of the frequency of total and OVA-specific CD8* T cells in WT and Tmem176b” mice studied in A.
* p<0.05 (Student’s t test).

C) Assessment of intratumoral regulatory T cells (Tregs) and CD8/Treg ratio within the tumor microenvironment. *
p<0.05 (Student's t test).

D) Tumor-infiltrating T cells were purified by negative selection and re-stimulated in vitro in the presence of LPS-
treated BMDCs (1/10 ratio) with SIINFEKL peptide. Proliferation of CD8* T cells was determined by flow cytometry by
analyzing DDAO dilution. Four WT and four Tmem176b” animals were studied. * p<0.05; ** p<0.01. Student’s t test.
E) Representative histograms of in vivo T-cell cytotoxicity against OVA tumoral antigen in experiments shown in
Figure 2G.

F) Percentage of CD107a (degranulation marker) studied by flow cytometry within CD8* T cells infiltrating tumors in

Tmem176b”- and Tmem176b”-Caspase1” mice. * p<0.05. Student’s f test.
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Figure S5
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Figure S5. Related to Figure 2.
Tumor-draining lymph nodes from EG7-bearing WT and Tmem176b7- animals were harvested 14 days after tumor

inoculation. Different lymphocyte populations were analyzed by flow cytometry.
A) Representative scatter dot plots indicating the frequency of cells expressing TCRaf3, CD4, CD8 and Foxp3.

B) Percentage and absolute number of different lymphocyte populations. Student’s t test. * p<0.05.
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Table S1. Related to Figure 4. Analysis of data from Riaz et al. 2017. Paired
analysis of inflammasome-associated gene expression profile in non-
responders on/pre-treatment (anti-PD-1 antibody). IPI naive patients

Gene p_value fdr fca p_value_log2 ffdr log2

TMEM1768B 0.0390625 0.46875| 0.7567829 0.029506455| 0.37796936
TMEM176A 0.0390625 0.46875| 0.72357185  0.048297486| 0.37796936
CASP4 0.06761715 0.46875| 0.3790591] 0.111900929 0.44760372
IL18R1 0.08848316) 0.46875|-0.42848366]  0.175189823| 0.54545455
NLRP6 0.09765625 0.46875| 0.64605376 0.09765625| 0.44760372
IL1RN 0.12890625] 0.4921875[ 0.66854228) 0.062994893| 0.37796936
IL1RAP 0.1640625( 0.4921875| 0.3397688| 0.25| 0.54545455
IL1R2 0.1640625( 0.4921875| 0.62915261| 0.053073014] 0.37796936
IL1B 0.203125[ 0.54166667| 0.39703187| 0.31477899 0.62955798
CASP5 0.25] 0.54545455| 0.32829776]  0.220629385| 0.54545455
NLRP12 0.25[ 0.54545455|-0.78174959 0.25] 0.54545455
AIM2 0.359375 0.71875| 0.3707348] 0.214068788| 0.54545455
PYCARD 0.43022486| 0.79426128(-0.17641233]  0.477043954| 0.74553571
GSDMD 0.49609375| 0.85044643| 0.07568183] 0.588683156| 0.74553571
IL18RAP 0.58736276| 0.86979167| 0.32970506|  0.577301487| 0.74553571
SIRT3 0.65103296| 0.86979167(-0.06294952]  0.607275156| 0.74553571
IL1A 0.65234375| 0.86979167(-0.01555178] 0.65234375| 0.74553571
IL18 0.65234375| 0.86979167| 0.14703032) 0.55410695| 0.74553571
ABHDS 0.8916341 1] 0.01940535] 0.786760725| 0.85828443
CASP1 0.91015625 1] 0.20761326|  0.604608002 0.74553571
IL1R1 0.93720565 1]-0.02012097] 0.65234375| 0.74553571
NLRP7 0.94418251 1] 0.16525862] 0.833634883| 0.86987988
NLRC4 0.95868982 1] 0.01288561]  0.645871386| 0.74553571
NLRP3 1 1]-0.12646354] 0.901745055| 0.90174505

a: fc=FC=Log2(on-treatment/pre-treatment)
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Table S2. Related to Figure 4. Analysis of data from Riaz et al. 2017.
Inflammasome-related gene expression profile at pre-treatment stage (Anti-
PD-1). Bulk patients

Gene p value lfdr lfca p_value_log2 [fdr_log2

IL18 0.26886624| 0.9610583| -0.06039552, 0.44313385| 0.90452546
AIM2 0.30215351] 0.9610583| -1.18605245 0.302153513] 0.90452546
ABHD5 0.30818719] 0.9610583| 0.16813754 0.382450457| 0.90452546
NLRP7 0.32975435| 0.9610583 -0.65461498 0.329754349| 0.90452546)
NLRP6 0.36689235| 0.9610583( -0.39904646 0.366892345 0.90452546)
TMEM176A 0.43219326| 0.9610583| -0.25246754 0.511560587| 0.90452546
TMEM176B 0.50555314| 0.9610583( -0.19952116 0.574971819| 0.90452546
IL1RAP 0.51837548| 0.9610583( -0.30412707 0.403383302| 0.90452546
IL1R2 0.54450591| 0.9610583| 0.38787846 0.544505907| 0.90452546
NLRP3 0.57126261] 0.9610583[ -0.195523 0.571262605| 0.90452546
CASP1 0.5848672| 0.9610583| 0.1042929 0.571883087| 0.90452546
IL1A 0.60894254| 0.9610583| 0.87696368 0.608942545| 0.90452546
IL1B 0.62654098| 0.9610583| 0.51189721 0.626540976| 0.90452546
IL1R1 0.62654098| 0.9610583| 0.50606896 0.600290705| 0.90452546
IL18R1 0.63778549| 0.9610583( -0.45389818, 0.437045786| 0.90452546
IL1RN 0.64070554| 0.9610583[ 1.45651703 0.640705535| 0.90452546
NLRP12 0.77138887| 0.99608145| 0.65653567 0.771388868| 0.91889441
SIRT3 0.78870657| 0.99608145[ 0.08908715 0.530108715| 0.90452546
CASP5 0.80403261| 0.99608145| -0.1828214 0.804032606| 0.91889441
NLRC4 0.89734932| 0.99608145| 0.24808789 0.72127875| 0.91889441
IL18RAP 0.91224132| 0.99608145| 0.18853179 0.912241316[ 0.9592106
GSDMD 0.91307466| 0.99608145| -0.0650615 0.775336521| 0.91889441
PYCARD 0.97625031 1| 0.43830075 0.919243494 0.9592106
CASP4 1 1| 0.04520392 1 1

a: fc=Log2(non responders/responders)
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Table S3. Related to Figure 4. Analysis of data from Riaz et al. 2017.
Inflammasome gene expression at pre-treatment stage (Anti-PD-1). IPI naive
patients.

Gene p_value fdr fca p_value_log2  [fdr_log2

IL1RAP 0.04919459 1] -0.84507093 0.068028757| 0.97593334
CASP1 0.14290646 1] 0.8346638 0.215221623| 0.97593334
IL1R2 0.1895867 1] -0.27886838 0.189586695 0.97593334
ABHDS 0.2409666 1] 0.28218828 0.336421084| 0.97593334
NLRC4 0.25253619 1] 0.57558152 0.427551872 0.97593334
PYCARD 0.28754702 1 0.786833 0.278688796 0.97593334
IL18R1 0.44913681 1] 0.06558208 0.687783063| 0.97593334
NLRP6 0.51709317 1] -0.31920005 0.517093172| 0.97593334
IL1A 0.5180268 1] -1.37787825 0.518026796 0.97593334
AIM2 0.52539868 1] -1.62832169 0.285701311| 0.97593334
IL1R1 0.66298319 1] 0.20863927 0.525398683| 0.97593334
NLRP3 0.69470252 1] 0.02702505 0.694702525| 0.97593334
IL1B 0.69470252 1] -1.04185706 0.694702525| 0.97593334
GSDMD 0.69470252 1] -0.01225233 0.871411967| 0.97593334
TMEM176A 0.73989814 1] -0.25420257 0.739898142 0.97593334
IL18RAP 0.73989814 1] 0.22563589 0.739898142 0.97593334
NLRP12 0.73989814 1) 1.41454798 0.739898142 0.97593334
CASP5 0.78594874 1] -0.32849091 0.78594874] 0.97593334
NLRP7 0.92607981 1] -0.18311634 0.926079813| 0.97593334
CASP4 0.96607684 1] -0.01321584 0.871781457| 0.97593334
IL1RN 0.97593334 1] 0.45616083 0.956178957| 0.97593334
IL18 0.97593334 1] 0.46255714 0.975933341| 0.97593334
SIRT3 1 1] 0.12306673 0.586578059| 0.97593334
TMEM1768B 1 1] -0.20950591 0.749503358| 0.97593334

a: fc=Log2(non responders/responders)
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Table S4. Related to Figure 4. Analysis of data from Riaz et al. 2017.
Inflammasome gene expression at pre-treatment stage (Anti-PD-1). IPI
progressors patients.

Gene value __[fdr = E) value_log2 [fdr_log2

NLRP7 0.11883877| 0.87847857|-1.43340439]  0.118838768| 0.93807971
IL18 0.1981639| 0.87847857(-0.41133656]  0.237145531| 0.93807971
IL18R1 0.27567576| 0.87847857|-0.80848563]  0.193730961] 0.93807971
PYCARD 0.30505426| 0.87847857| 0.20522215]  0.324660564] 0.93807971
TMEM176A 0.44302914| 0.87847857| -0.0569624 0.69003012 0.93807971
AIM2 0.49979366( 0.87847857|-0.75123062]  0.429215461| 0.93807971
NLRP12 0.53313639| 0.87847857/-0.11519728]  0.533136387| 0.93807971
TMEM176B 0.53995284| 0.87847857| -0.01448501 0.756637021] 0.93807971
IL1RN 0.53995284| 0.87847857] 2.1700564] 0.388204956| 0.93807971
NLRP3 0.60978261| 0.87847857| -0.41559361 0.609782609] 0.93807971
NLRP6 0.62191817| 0.87847857|-0.37938013]  0.621918166| 0.93807971
SIRT3 0.66060345| 0.87847857| 0.09644427 0.60716929| 0.93807971
IL18RAP 0.6777879| 0.87847857| 0.20423474 0.9658985| 0.9658985
IL1B 0.68321676| 0.87847857| 2.29490109 0.68321676| 0.93807971
NLRC4 0.72110363| 0.87847857|-0.02883275|  0.826361869] 0.93807971
CASP1 0.72110363| 0.87847857|-0.17541481 0.89899306( 0.93807971
CASP4 0.72110363| 0.87847857| 0.15641347]  0.721103627| 0.93807971
IL1A 0.7546836| 0.87847857| 2.81678569 0.7546836| 0.93807971
IABHDS 0.75627594| 0.87847857| 0.07287696|  0.756880106| 0.93807971
IL1R2 0.7988051| 0.87847857| 0.84095489|  0.798805099| 0.93807971
GSDMD 0.83902191| 0.87847857|-0.05960373 0.71436234] 0.93807971
IL1R1 0.87847857| 0.87847857| 0.77439692]  0.828883091| 0.93807971
IL1RAP 0.87847857| 0.87847857| 0.17601368]  0.878478572] 0.93807971
CASP5 0.87847857| 0.87847857|-0.04991744]  0.878478572| 0.93807971

a: fc=Log2(non responders/responders)
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Table S5. Related to Figure 4. Analysis of data from Riaz et al. 2017.
Inflammasome-related gene expression at on-treatment stage (Anti-PD-1). IPI
naive patients.

Gene p_value fdr ffca lp value_log2 ffdr log2

TMEM1768B 0,00390625 0,0625 1,84751874 0,00390625 0,0625
GSDMD 0,00541809 0,0625 0,63057312 0,00541809 0,0625
TMEM176A 0,0078125 0,0625 1,7844506 0,0078125 0,0625
NLRP6 0,01824504{ 0,07943254| 0,80397817 0,01824504| 0,07943254
IL18R1 0,01890336| 0,07943254] 0,88988129 0,01890336| 0,07943254
IL1RAP 0,01985814] 0,07943254] -0,890935 0,01985814| 0,07943254
IL18RAP 0,02734375 0,09375| 1,08256634 0,02734375 0,09375
CASP1 0,0546875 0,16193182 0,93111062 0,0546875 0,16193182
IL18 0,07344048| 0,16193182 1,17698945 0,07344048| 0,16193182
NLRP7 0,07421875 0,16193182| 0,98046218 0,07421875| 0,16193182
IL1R1 0,07421875| 0,16193182 0,90803425 0,07421875| 0,16193182
CASP4 0,0846027| 0,1692054) 0,60492518 0,0846027| 0,1692054
PYCARD 0,15770119| 0,29114067| 0,60839068 0,15770119| 0,29114067
NLRC4 0,25| 0,42160536] 0,91383868 0,25 0,42160536
NLRP3 0,26670139| 0,42160536| 0,55527122 0,26670139| 0,42160536
CASPS 0,28107024| 0,42160536| 0,6440894 0,28107024| 0,42160536
AlM2 0,30078125| 0,42463235| 0,22745745 0,30078125| 0,42463235
IL1A 0,359375| 0,47916667| 0,67605275 0,359375| 0,47916667
IL1R2 0,42578125| 0,53782895 0,82922261 0,42578125| 0,53782895
NLRP12 0,5226743| 0,62720916] 0,47842529 0,5226743| 0,62720916
ABHD5 0,74473826| 0,85112944] -0,0715091 0,74473826| 0,85112944
IL1RN 0,8203125| 0,89488636| 0,98637591 0,8203125| 0,89488636
SIRT3 0,97073348 1] 0,00631734 0,97073348 1
IL1B 1 1] 0,92505986 1 1

a: fc=Log2(non responders/responders)
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Table S6. Related to Figure 4. Analysis of data from Riaz et al. 2017. Paired
analysis of Inflammasome-related gene expression in responders (Anti-PD-1)
on/pre-treatment stage. IPIl naive patients.

Gene p_value fdr ffc lp value_log2 |fdr_log2

IL18R1 0,02143359| 0,51440626| -0,4859683| 0,021433594] 0,51440626
IL1RAP 0,12932599| 0,86453951| 0,17706561 0,129325989)0,864539513
NLRP12 0,22875214| 0,86453951| -0,066435( 0,228752136/0,864539513
NLRP7 0,28588144| 0,86453951| -0,2509041 0,285881445|0,864539513
IL1R2 0,30379486| 0,86453951| 0,16216661 0,303794861)0,864539513
GSDMD 0,30379486| 0,86453951| 0,00292277|  0,303794861|0,864539513
ABHDS 0,36921692| 0,86453951| 0,21108858)  0,369216919|0,864539513
CASP4 0,36921692| 0,86453951| 0,0423972(  0,369216919|0,864539513
NLRP3 0,43614622| 0,86453951| -0,1577218 0,43614622|0,864539513
IL1RN 0,44229889| 0,86453951| 0,32536957|  0,442298889|0,864539513
IL18RAP 0,44229889| 0,86453951| 0,16380521 0,442298889|0,864539513
SIRT3 0,46035442| 0,86453951| -0,0661062(  0,460354416[0,864539513
IL1B 0,46829224| 0,86453951| 0,21193413|  0,468292236/0,864539513
IL18 0,5508728| 0,88139648| -0,0953584]  0,550872803|0,881396484
TMEM176A 0,5508728| 0,88139648| -0,422569  0,550872803|0,881396484
IL1R1 0,60945892| 0,90792501| 0,02509495(  0,609458923|0,907925011
NLRC4 0,75676165| 0,90792501| -0,0565318| 0,756761647|0,907925011
PYCARD 0,76602936| 0,90792501| -0,4921455]  0,766029358(0,907925011
TMEM176B 0,79870605( 0,90792501| -0,3214791 0,798706055|0,907925011
CASP1 0,79914976| 0,90792501| 0,03520439|  0,799149764]0,907925011
AIM2 0,80196793| 0,90792501| 0,06147296|  0,801967933|0,907925011
NLRP6 0,83226459| 0,90792501] -0,080559]  0,832264593|0,907925011
IL1A 0,88706869| 0,9256369| -0,0472519] 0,887068694]0,925636898
CASPS 1 1] -0,2518302 1 1

a: fc=FC=Log2(on-treatment/pre-treatment)
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Figure S6
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Figure S6. Related to Figure 5.

The log2-transformed normalized NanoString counts from melanoma tumor biopsies for the indicated inflammasome-
related genes is shown (Chen et al. 2016 cohort analyzed in Figure 5). Biopsies were obtained before anti-CTLA-4
therapy in A and B.

A) Patients were classified as responders and progressors to anti-CTLA-4 therapy according to clinical outcome as
defined by Chen et al (2016). * p<0.05. Non-paired Student’s t test.

B) Patients progressing to anti-CTLA-4 therapy were then treated with anti-PD-1 antibodies. Based on their clinical
outcome (with regards to anti-PD-1 therapy), they were classified as responders and progressors. * p<0.05; **

p<0.01. Non-paired Student’s t test.
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Figure S7
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Figure S7. Related to Figure 5.

The log2-transformed normalized NanoString counts from melanoma tumor biopsies for the indicated inflammasome-
related genes is shown for melanoma patients from the Chen et al. 2016 cohort analyzed (in Figure 5). Non-paired
Student’s t test.

A) Tumor biopsies were obtained before anti-PD-1 therapy in patients not responding to anti-CTLA-4 antibodies. In
the figure, responders and progressors were classified according to their clinical outcome in response to anti-PD-1
therapy.

B) Tumor biopsies were obtained during the anti-CTLA-4 therapy (first 2-3 months). In the figure responders and
progressors were classified according to their clinical outcome in response to anti-CTLA-4 therapy.

C) Color code to identify the genes studied in Figure 5B.
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Figure S8
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Figure S8. Related to Figure 6.

A) CHO-7 cells were transfected with Tmem176b and Tmem176a-mcherry-coding pcDNA1.3 plasmids. Cells were
then loaded with the Na*-sensitive fluorescent dye Asante NaTRIUM Green 2 (ANG-2). The graph indicates
quantification of ANG-2 mean fluorescence intensity (MFI) subtracting in each condition the MF| obtained in Na*-free
buffer. Untreated and (-) BayK8644-treated cells were studied. One experiment representative of three is shown. **
p<0.01; *** p<0.001. Two-way ANOVA test.

B) BMDCs were treated for 3 hr with 0.25 ug/ml LPS. Cells were washed and then treated with 2 mM ATP, 2.5 uM
BayK8644 or both stimuli. Cell lysates and precipitated culture supernatants were electrophoresed, blotted and

analyzed using an anti-IL-1$ antibody. One experiment representative of four is shown.

C) Western blot analysis of pro-caspase-1 and caspase-1 expression in BMDCs (supernatants) treated as follows. 1:
LPS; 2: LPS/ATP; 3: LPS/verapamil + ATP; 4: LPS/nifedipine + ATP; 5: LPS/diltiazem + ATP; 6: LPS/DMSO + ATP;
7: LPS/ATP medium standard K*; 8. LPS/BayK8644 medium standard K*. 9: LPS/ATP medium high K*; 10:

LPS/BayK medium high K*. One experiment representative of two is shown.

D) BMDCs were treated with 0.5 uM BayK8644 for two hr and then stained with FLICA1 to determine active caspase-
1 by flow cytometry. Student’s t test. * p<0.05. One experiment representative of three is shown.

E) EG7 tumor cells were untreated or treated in vitro with vehicle (ethanol) or with (+) BayK8644 (10 uM). Apoptosis
was determined by analyzing active caspase-3/7. The grey histogram shows unstained conditions and the dotted line
shows caspase-3/7 staining. One experiment representative of three is shown.

F) WT mice were inoculated with EG7 tumor cells and left untreated or treated with BayK8644 in the absence or
presence of anti-CD8 depleting antibody. Growth of individual tumors is shown.

G-H) Growth of individual tumors (G) and survival (H) of BALB/c mice injected s.c with 1x10° CT26 colon cancer
cells. Mice were treated daily i.p with vehicle or 1 mg/kg BayK8644 at days 3-15 after tumor cell inoculation. * p<0.05;
Log-rank (Mantel-Cox) test.

1) Absolute number (left panel) and percentage (right panel) of TCRB*CD4*RORyt* T cells within TDLN from tumor
(EG7)-bearing mice treated with anti-PD-1 or anti-PD-1 + BayK8644. 250 ug anti-PD-1 antibody was injected i.p at
days 6, 9 and 12 after tumor inoculation. BayK8644 was injected every day since day 9 (in mice had established
tumors) until day 21. * p<0.05 Student’s t test.

J-K) Growth of individual tumors (J) and survival (K) of C57BL/6 mice injected s.c. with 1 x 10% LL/2 lung tumor cells.
WT mice were injected with LL/2 cells and then treated with 250 ug anti-PD-1 antibody at days 6, 9 and 12 after
tumor inoculation. BayK8644 was injected daily since day 9 (tumors were 10-20 mm?2 in surface) until day 21. In this
therapeutic protocol BayK8644 monotherapy showed no anti-tumoral effect. ns: non significant. Log-rank (Mantel-
Cox) test.

L-M) Growth of individual tumors (L) and survival (M) of C57BL/6 mice injected s.c with 1 x 105 MC38 colon cancer
cells. WT mice were injected with MC38 cells and then treated with 250 ug anti-PD-1 antibody at days 6, 9 and 12
after tumor inoculation. BayK8644 was injected daily since day 9 (tumors were 10-20 mm? in surface) until day 21. In
this therapeutic protocol BayK8644 monotherapy showed no significant anti-tumoral effect. ns: non significant. Log-
rank (Mantel-Cox) test

N) WT mice were inoculated with 5555 melanoma cells and left untreated or treated either with anti-PD-1 antibody
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(days 6, 9 and 12), BayK8644 (days 9-21) or both. All animals had established tumors when BayK8644
treatment was started. Growth of individual tumors is shown.

0) C57BL/6 mice were s.c injected with 2.5 x 105 5555 melanoma cells. Ten days after tumor cell inoculation,
animals were treated with control 19G, anti-CTLA-4 + anti-PD-1 or anti-CTLA-4 + anti-PD-1 + BayK8644. Mice
were sacrificed when one of the tumor diameters reached 2 cm. Mice survival was monitored. Statistical
significance was determined through the Log-rank (Mantel-Cox) test. ns: non significant. Control IgG vs anti-
CTLA-4 + anti-PD-1 p= 0.0057; Control IgG vs anti-CTLA-4 + anti-PD-1 + BayK8644 p<0.0001; anti-CTLA-4 +
anti-PD-1 vs anti-CTLA4 + anti-PD-1 + BayK8644, ns.
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Figure S9
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Figure S9. Related to the Discussion section of the manuscript.

WT and Caspase1/11”- BMDCs were left untreated (NT) or were treated with LPS (0.25 ug/ml for 3 hr), washed and
exposed to ATP (0.5 mM for 2 hr). A-B) Data are representative of two independent experiments. ns: non significant;

* p<0.05; *** p<0,001. Two-way ANOVA test.

A) Tmem176b, Tnfa and /I6 mRNA expression was assessed by qRT-PCR.

B) Annexin V/7AAD staining of WT BMDCs left untreated (NT) or treated with LPS+ATP. The numbers indicate the

percentage of cells in each quadrant.
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Table S7. Mouse oligonucleotides used in this study.

Gene or Primer forward Primer reverse
mRNA

Roryt
(mMRNA)
l117a
Foxp3

Tgfb1

1110

Ifng

Tnfa

Ctla4
Ccl22
Ccld

I112b

114

Gata3
Thx21
Cebpb
Ccl19

116

Fas
Cd274
Tmem176b

Gapdh

GGA GGA CAG GGAGCCAAGTT

AGT CCA GGGAGAGCTTCATCT

TCC AAG TCT CGT CTG AAG GC

TGA CGT CAC TGGAGT TGT ACG G

CCA AGC CTT ATC GGA AAT GA

TGGCTC TGC AGGATT TTCATG

TGG GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC

CTG AAG GTT GGG TCA CCT GT

CAC CCTCTGCCATCACGTTT

ACT CCCTGC TGCTTT GCC TAC

GGA AGC ACG GCA GCA GAATA

GGT CTC AAC CCC CAG CTAGT

AGGATGTCCCTGCTCTCCTT

GTC TGG GAA GCT GAG AGT CG

GGA GAC GCA GCA CAA GGT

GAC CTTCCCAGCCCCAACT

GAG GAT ACC ACT CCC AAC AGA CC

AGT TTCATGAAC CCGCCTC

ATG CTC AGAAGT GGC TGG AT

ACT CCA GCT AGAATT GCCACA G

CTA CAG CAA CAG GGT GGT GG

AGT AGG CCA CAT TAC ACT GCT

TCTTCATTG CGG TGG AGAGTC

GCGAAA GTG GCA GAG AGG TA

GGT TCATGT CAT GGATGG TGC

TTT TCA CAG GGG AGA AAT CG

TCAAGT GGC ATA GAT GTG GAA
GAA

CAT CTT CTC AAAATT CGAGTG
ACA A

TGG ACT CCG GAG GTA CAA AG

CCT GGG ATC GGC ACA GAT AT

GAG GTT CCT TCG AGT GAC A

AAC TTG AGG GAG AAG TAG GAA
TGG

GCC GAT GAT CTC TCT CAAGTG
AT

GCC TGC GGA CTC TAC CAT AA

CTTTCC ACACTG CAC CCACT

AGC TGC TTG AAC AAGTTCCG

CGGAAGGCTTTCACGATGTT

AAG TGC ATC ATC GTT GTT CAT
ACA

GCAGACATGCTGTGGATC TG

TGC TGC ATA ATC AGC TAC GG

CAT CAG CAT CCACAT CCACC

TAT GGG GGT CTG GGATGG
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Discusion

La homeostasis idnica es crucial para el correcto funcionamiento de las células.
Sin embargo, durante mucho tiempo no se le dio la debida importancia a la funcion de
los canales i6nicos en las células inmunes. Actualmente se reconoce que canales
ionicos y la homeostasis i6nica controlan funciones importantes de las células
inmunes, como por ejemplo la respuesta inflamatoria®®. Es claro que la homeostasis
ionica es critica en la activacion del inflamasoma NLRP3, habiéndose relacionado la
movilizacion de K*, Ca®* y CI 2. A pesar de esto, poco se sabe en cuanto a los canales
implicados en estos mecanismos y en cOmo esos iones interactian para activar al

inflamasoma, por lo que nos propusimos aportar conocimiento en este sentido.

Nuestros resultados sugieren que los canales de K* activados por Ca?*, Kcal.1
y Kca3.1, estan involucrados en el mecanismo de activaciéon del inflamasoma NLRP3, y
gue estos canales son inhibidos por la hidroxicloroquina. Logramos mostrar que la
inhibicién de los canales K¢,1.1 impide la activacion del inflamasoma NLRP3 inducida
por el ATP. A su vez, vimos que la activacion farmacoldgica de los canales iénicos
Kcal.1ly Kca3.1 resultaba en una activacion del inflamasoma en macréfagos THP-1. En
aparente contradiccion con estos resultados, recientemente Di et al mostraron que en
macréfagos derivados de la médula 6sea (BMDMs) de ratones el tratamiento con
tetraetilamonio (TEA, inhibidor de los canales de K' voltaje dependientes), o con
iberiotoxina (inhibidor de los canales Kc,1.1) no era capaz de inhibir la activacion de
caspasa-1, ni la secreciéon de IL-1B inducida por el ATP'. Esta diferencia puede
deberse a la utilizacién de tipos celulares diferentes; nosotros utilizamos macréfagos
humanos THP-1 y células dendriticas derivadas de la médula 6sea de ratones,
mientras que Di et al utilizaron BMDMs murinos. Ya ha sido reportado que la expresion
de los diferentes canales i6nicos es dependiente de la especie, la fuente de las células

y de las condiciones del cultivo'®, pudiendo de esta forma explicar las diferencias de
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nuestros resultados con los publicados por Di et al. Sin embargo, como se desarrollara
a continuacion, otros datos de la literatura, aunque indirectamente, apoyan nuestros

resultados del rol de Kca1.1y Kea3.1 en la activacion del inflamasoma NLRP3.

A nivel del sistema inmune, Kc,3.1 se expresa en células T, células B de
memoria, macrc')fagoslog, y en células dendriticas!'®. Por otro lado, la expresion de
Kcal.1 a nivel del sistema inmune parece estar mas restringida a células mieloides, no
habiéndose reportado su expresion en células T . De manera interesante, ambos

canales se han relacionado con patologias inflamatorias®*? ™,

Los canales de Kc,3.1 son de conductancia intermedia, y son parte de las
cascadas de sefializacion que involucran la elevacion del calcio durante la activacion
celular, la proliferacién, la secrecién de citoquinas, y la regulacion del volumen en
muchas células inmunes, incluyendo células T, células B, microglia y macréfagos.
Estos canales son independientes del voltaje y solo requieren de un aumento pequefio
en el calcio intracelular para ser activados™?. El calcio intracelular se une a moléculas
de calmodulina, que se asocian constitutivamente con el canal, e induce la apertura
del mismo. Particularmente, en macréfagos los canales Kc,3.1 estan involucrados en
la activacion, migracion, proliferacion y en el estallido respiratorio™*?. Se ha reportado
la expresién de Kc,3.1 en macrofagos localizados en placas ateroscleréticas, y el
tratamiento de ratones Apoe” con un inhibidor de estos canales (TRAM-34) resulta en
una reduccién en la formacion de lesiones ateroscleréticas™. El mecanismo por el
cual Kco3.1 participa en la aterogénesis no es del todo conocido. En este sentido, se
ha reportado que Kc,3.1 tiene un rol clave en regular la expresién de genes pro-
inflamatorios durante la polarizacién de los macréfagos, el bloqueo de Kc,3.1 resulta

12, Por lo

en una inhibicion de la polarizacion de macréfagos hacia el fenotipo M
tanto, un mecanismo propuesto es que la reduccién de las lesiones ateroscleréticas
luego del bloqueo de K¢,3.1 es debido a una polarizacién de los macréfagos hacia un

fenotipo mas tipo M2'*?. De manera interesante, se ha mostrado que el inflamasoma
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NLRP3 tiene un rol central en la aterogénesis, siendo activado por cristales de
colesterol**®. Teniendo en cuenta nuestro resultado de que la activacién del canal
Kca3.1 conduce a la activacion del inflamasoma, la reduccion en la aterosclerosis en
los ratones Apoe™ tratados con un inhibidor de K¢,3.1 podria explicarse a través de la

inhibicion del inflamasoma.

Reforzando el rol de Kc,3.1 en patologias inflamatorias, ha sido reportado que
la inhibicién farmacoldgica de Kc,3.1 0 su delecién génica reduce significativamente el
area infartada luego de un accidente cardiovascular isquémico en ratones. En este
modelo experimental el bloqgueo de Kc3.1 inhibe Ila activacion de
microglia/macréfagos, y reduce los niveles de IL-1B, IFN-y e TGF-B en el cerebro™*.
Estos resultados son concordantes con los nuestros, en los que la activacion
farmacoldgica de estos canales conduce a una activacién del inflamasoma y por lo
tanto a la secrecion de IL-1B. Por lo tanto, la inhibiciéon de los canales K¢,3.1 en este
modelo experimental puede tener un efecto anti-inflamatorio a través de la inhibicién

del inflamasoma NLRP3.

Cabe destacar que se ha reportado que Kca3.1 es un factor clave en la
respuesta quimiotactica y en la capacidad migratoria de los neutréfilos™’. Por lo tanto,
en nuestro modelo de evaluacion de la activacion del inflamasoma in vivo, no es
posible descartar que el menor reclutamiento de neutréfilos al peritoneo en los ratones
tratados con HCQ luego de la inyeccion con ATP no se deba, al menos en parte, al rol

de Kc.3.1 en la migracion de estas células.

Como se mencioné anteriormente, ademas de los canales Kc,3.1, los canales
Kcal.1 también se han asociado a inflamacién patogénica. Mas especificamente, se ha
sugerido que Kca1.1 tiene un rol patogénico en la artritis reumatoide'™. Los canales
Kcal.1 son de gran conductancia, y son activados por Ca?* intracelular asi como por la

despolarizaciéon de la membrana plasmatica. Estos canales se encuentran sobre-
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expresados en sinoviocitos tipo fibroblastos (FLS)'%. Los FLS son células residentes
de las membranas sinoviales articulares, y contribuyen al dafio de la articulacion al
secretar una variedad de citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias, como pueden
ser la IL-6 e IL-18"2. A su vez, se ha reportado que el inflamasoma NLRP3 tiene un rol
central en la iniciacién de la artritis reumatoide, aumentando su expresion en los FLS
patogénicos®. El bloqueo de Kc,1.1 en ratas con artritis reumatoide conduce a una
mejora de la enfermedad™®. El mecanismo propuesto para esta mejora fue que Kc,1.1
regula la expresion de MHC-II en los FLS, por lo que al bloquear dicho canal se reduce
la habilidad del FLS de estimular la proliferacion y migracion de células T efectoras de
memoria (Tey), las cuales estan involucradas en la patogenia de esta enfermedad®®.
Sin embargo, teniendo en cuenta nuestros resultados, una explicacion alternativa, que
no excluye la anterior, es que esta mejora se deba a la inhibicion del inflamasoma

mediante el bloqueo del eflujo de potasio a través de Kc1.1.

Como se mencion6 anteriormente, logramos mostrar que la hidoxicloroquina
(HCQ) es capaz de inhibir los canales Kcal.1 y Kea3.1. El tratamiento con HCQ en
pacientes con lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide ha mostrado efectos
beneficiosos, de hecho es considerada la terapia referente para el tratamiento de
lupus™. La relacion de los canales Kc,1.1 con la artritis reumatoide y el inflamasoma
se discutié previamente en esta seccion. Sin bien no se ha reportado un rol de los
canales Kca1.1 0 Kea3.1 en la patogenia del lupus, si se ha relacionado al inflamasoma
con esta enfermedad autoinmune®. Se ha mostrado que los inmuno-complejos y las
trampas extracelulares de neutréfilos (NETS), caracteristicos de la fisiopatogenia del
lupus, son capaces de activar al inflamasoma, el cual a su vez contribuye al desarrollo
de nefritis*®. Los pacientes con lupus presentan una activacion persistente de
respuestas de interferon de tipo | (IFN-l), y estas se han identificado como
contribuyentes importante en la patogénesis del lupus®. Un estudio reciente mostro
que los IFN-I promueven la activacion del inflamasoma en monocitos de pacientes con
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lupus, vinculando dos vias de la inmunidad innata relevantes en la patogénesis del
lupus®. El tratamiento de pacientes con lupus con HCQ disminuye el riesgo de
empujes, diabetes, eventos trombdticos y aterosclerosis'®. Como se discutio
anteriormente, estas patologias han sido relacionadas con la activacion del
inflamasoma?®. Por lo tanto, estos datos clinicos apoyan nuestros resultados de que la
HCQ ejerce su actividad anti-inflamatoria, al menos en parte, a través de la inhibicién

del inflamasoma.

En conclusion, nuestros resultados aportan dos nuevos blancos (Kc,l1.1 y
Kca3.1) para la modulacion del inflamasoma, pudiendo ser relevante en diversas
patologias inflamatorias. Resta evaluar directamente si el bloqueo de estos canales
mejora la evolucion de diferentes patologias inflamatorias (artritis reumatoide y
aterosclerosis por ejemplo) de manera dependiente del inflamasoma. A su vez,
también mostramos que la hidroxicloroquina es capaz de inhibir estos canales,

constituyendo un nuevo mecanismo anti-inflamatorio de dicho farmaco.

El trabajo de esta tesis también contribuyé a demostrar que otro canal i6nico,
Tmem176b, es capaz de modular la activacion del inflamasoma. Mostramos, tanto in
vitro como in vivo, que Tmem176b inhibe al inflamasoma NLRP3. El mecanismo por el
cual Tmem176b controla la activacion del inflamasoma parece ser a través de la
regulacién de la concentracion de Ca*" intracelular. En células deficientes en
Tmem176b, la estimulacién con ATP conduce a un aumento mas pronunciado en la
concentracion de Ca?* intracelular, lo que llevaria a la activacion de los canales Kcal.1,

y a su vez, el eflujo de K* a través de estos canales activaria al inflamasoma NLRP3.

Como se discutié en la introduccion, el rol del inflamasoma en el cancer es
controvertido, habiéndose reportado tanto roles anti-tumorales como pro-tumorales.
Las propiedades anti-tumorales o pro-tumorales del inflamasoma estan en gran

medida determinadas por el tipo celular, tejidos y érganos involucrados®. A su vez, la
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forma en que se da la activacién del inflamasoma, si de forma crénica o en pulsos
puntuales, probablemente determine si se da una respuesta anti-tumoral o no®. Con
esto en mente, nos preguntamos si la modulacion del inflamasoma por Tmem176b

tenia un efecto en la progresion tumoral.

Mediante la inoculacion de diferentes lineas tumorales a ratones Tmem176b™ o
WT encontramos que los ratones deficientes en Tmem176b presentaban un menor
crecimiento tumoral y, por ende, una mejor sobrevida que los ratones WT. Al evaluar el
mecanismo implicado en dicha diferencia encontramos que si bien a nivel del
microambiente tumoral no habia diferencia en la activacion del inflamasoma, en el
ganglio que drena el tumor de los ratones Tmem176b™ habia una mayor activacién del
inflamasoma que en los WT. Esta activaciéon del inflamasoma en los ratones
Tmem176b™ es necesaria para la respuesta anti-tumoral ya que la neutralizacién de
IL-1B o la deficiencia en Caspasa-1 resulta en una pérdida del efecto. A su vez,
encontramos que a nivel del microambiente tumoral, los ratones Tmem176b”
presentaban un mayor infiltrado por células T CD8" que los ratones WT, siendo estos
linfocitos necesarios para la respuesta anti-tumoral. Ademas, los ratones Tmem176b™
mostraron una mayor lisis especifica de antigenos tumorales en ensayos de
citotoxicidad in vivo, mostrando de esta forma la funcionalidad de estas células T
CD8". Nuevamente, la activacion del inflamasoma es necesaria para esta mayor
citotoxicidad in vivo, y la misma se pierde en ratones Tmem176b”Caspasa-1", asi
como en ratones Tmem176b™ a los cuales se les neutralizé la IL-1B. Por lo tanto, en
este trabajo mostramos que la desinhibicion del inflamasoma en ratones deficientes en
Tmem176b lleva a un aumento en los linfocitos T CD8" intratumorales, tanto totales

como especificos del tumor, resultando en una mejor sobrevida que los ratones WT.

De manera interesante, la diferencia en Caspasa-1 activa entre los ratones WT
y Tmem176b” se vio Gnicamente en células dendriticas de tipo 2 (cDC2) residentes

del ganglio que drena el tumor, pero no en las cDC2 migradoras ni en las cDC1. Cabe
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destacar que las cDC2 son CD11b", las cDC1 residentes del ganglio son CD8a’,
mientras que las cDC1 migradoras son CD103* ***. En un modelo de inmunizacién
subcutdnea se vio que las cDCs residentes del ganglio iniciarian la activacion de
células T CD4", y luego las cDCs migradoras serian requeridas para potenciar esta
activacion'®. Distinguimos las células migradoras y residentes del ganglio mediante su
expresion de CD11c y MHC-II, las células migradoras fueron reportadas como MHC-
I"CD11c™ mientras que las residentes como las MHC-II"CD11c" ***. Cabe destacar

que Tmem176b se expresa fuertemente en las células dendriticas CD11b**%

, por lo
tanto es coherente que sea en estas células en las que se dé una mayor activacién del
inflamasoma por ausencia de Tmeml76b. Mientras que las células cDC1l estan
especializadas en inducir respuestas T citotoxicas, las cDC2 son eficientes en inducir
respuestas Th17 o Th2'*. De hecho, nuestros resultados muestran que en el ganglio

que drena el tumor de ratones Tmem176b” hay un mayor nimero de células Th17 que

en los ratones WT.

El rol de las células Thl7 en el cancer, asi como el del inflamasoma, es
controvertido. Han sido reportados estudios que muestran un efecto anti-tumoral de las
células Th17, asi como otros que muestran su participacion en la progresion tumoral.
De hecho, una alta frecuencia en células Th17 en el infiltrado tumoral de pacientes con
cancer de colon, de higado, o de pancreas se correlaciona fuertemente con un mal
prondstico. Sin embargo, un aumento en el nimero de células Thl7 en tumores de
ovario se ha asociado a mejor sobrevida ***?®. Este rol ambiguo de las células Th17 en
la inmunidad anti-tumoral puede explicarse por las vias de diferenciacion de las

mismas.

Las células Th17 pueden diferenciarse a partir de células T CD4" naive en
presencia de TGF- e IL-6, y son mantenidas a largo plazo por la presencia de IL-21 e
IL-23'%". A su vez, también pueden diferenciarse en ausencia de TGF-B, en presencia

de IL-6, IL-1B e IL-23, generando células Th17 con potentes funciones efectoras'®.
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Las células Th1l7 se caracterizan por su capacidad de secretar IL-17A, IL-17F, IL-21,
IL-22 y CCL20®°. Las células Th17 y sus citoquinas asociadas median la progresion
tumoral a través de la induccion de angiogénesis y la supresion de respuestas anti-
tumorales. La IL-17A promueve la angiogénesis y recluta células mieloides
supresoras'®. A su vez, el TGF-B induce la expresion de las endonucleotidasas CD39
y CD73 por las células Th17'?°. La expresion de CD39 y CD73 lleva a la
transformacion de ATP o ADP a adenosina, la cual tiene un potente efecto
inmunosupresor. Ademas, estas células Thl7 diferenciadas en presencia de TGF-f3
producen IL-10, reforzando su poder inmunoregulador*?®. En cambio, las células Th17
diferenciadas en presencia de IL-183, IL-6 e IL-23 no expresan CD39 ni CD73. Estas
células co-expresan los factores de transcripcion Tbet y RORyt, lo que resulta en la
secrecion de IFN-y e IL-17, pero no IL-10***?®, Estas células Th17, tipo Th1, median la
regresion tumoral observada en algunos disefios experimentales. Por lo tanto, la IL-1
tiene un rol central en la programacion de células Thl7 con capacidades efectoras.
Por otro lado, las células Th17 pueden aumentar la frecuencia y funcion de células T
CD8" en el tumor®. Las células Thl7 pueden promover la produccién de la
quimioguina CCL20 por el tejido tumoral, y de esta forma reclutar células T CD8" al
tumor®. A su vez, las células Thl7 pueden activar a las células T CD8* en el
microambiente tumoral por mecanismos tanto directos como indirectos. Pueden
interaccionar directamente con células T CD8" al adquirir moléculas de MHC-I-
péptidos, siendo cruciales para la respuesta por las células T CD8*. Ademas al
secretar IL-2 ayudan a la activacion de las células T CD8*'*. La IL-17A también tiene
efectos anti-tumorales, al reclutar linfocitos T, aumentar la accion de las células NK y

al promover la produccién y activacion de linfocitos citotoxicos*?*3!,

En nuestro modelo experimental, las células Th1l7 parecen tener un rol
importante en el desarrollo de la respuesta anti-tumoral en ratones Tmem176b™, ya
que la neutralizacion de la IL-17A en estos ratones conduce a la pérdida del efecto
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anti-tumoral. A su vez, mostramos que la IL-1B tiene un rol clave en la generacién de
estas células Thl7, dado que la neutralizacion de dicha citoquina en ratones
Tmem176b™ resulta en una reduccién en el nimero de células Th17 a nivel del ganglio

gue drena el tumor.

Un estudio reciente mostré que los macrofagos alveolares de pacientes con
cancer de pulmon presentaban al inflamasoma NLRP3 severamente disminuido
comparado con macréfagos alveolares de personas sanas, lo que implicaria una
inmunosupresion mediada por el cancer'®. Lasithiotaki et al plantean que dado el rol
del inflamasoma NLRP3 en inducir una muerte celular inmunogénica, la activacién de
dicho inflamasoma en macréfagos alveolares podria constituir una nueva terapia anti-

tumoral contra el cancer de pulmoén®2,

Los bloqueadores de puntos de control inmunolégicos (BPC) han revolucionado
la terapia anti-tumoral, sin embargo solo una fracciébn de los pacientes responden.
Como se menciond en la introduccién, un mayor infiltrado de células T en el tumor se
asocia a una mayor respuesta a los BPC®. A su vez, se ha reportado que la induccién
de wuna muerte celular inmunogénica mediante el uso de determinados
quimioterapéuticos mejora la eficacia de los BPC, al transformar tumores
inmunolégicamente “frios”, no infiltrados por células T, en tumores “calientes”

T Como la activacién del inflamasoma NLRP3 causa

enriquecidos de células
piroptosis, una muerte celular inmunogénica, y la liberacibn de citoquinas pro-
inflamatorias, la activacion de NLRP3 podria sinergizar con los BPC mejorando su

eficacia®’. Sin embargo, esta hip6tesis hasta el momento no habia sido evaluada.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con BPC en ratones
Tmem176b” es mas eficaz que en ratones WT, de manera dependiente del
inflamasoma. A su vez, la activacion del inflamasoma parece ser relevante para la

respuesta anti-tumoral desarrollada por los BPC, ya que se pierde en los ratones

154



Casp-1/11". Estos resultados son apoyados por datos obtenidos a partir del perfil de
expresion génica en biopsias de dos cohortes independientes de pacientes con
melanoma tratados con BPC. Analizando estas dos cohortes encontramos una fuerte
asociacion entre la activacion del inflamasoma y la respuesta clinica. Los pacientes
respondedores al tratamiento, pero no los progresores, activan a nivel del tumor una
firma molecular de transcriptos relacionados al inflamasoma. Por otra parte, los
pacientes no respondedores aumentan solamente la expresion dos genes vinculados
al inflamasoma durante el tratamiento, TMEM176A y TMEM176B. Estos resultados
sugieren que TMEM176B podria ser un factor de resistencia a los BPC en el cancer.
Por lo tanto, nuestros resultados podrian tener una gran relevancia clinica, pacientes
gue no responden al BPC podrian verse beneficiados por estrategias terapéuticas que

apunten a desinhibir al inflamasoma.

Recientemente se ha reportado una relacién entre el indice de masa corporal y
la respuesta al tratamiento con anti-PD-1/PD-L1'**¢, Dos estudios independientes
mostraron que pacientes con sobrepeso (indice de masa corporal mayor a 25) tenian
una mejor respuesta al tratamiento que los pacientes con peso normal*®***® A su vez,
la obesidad ha sido relacionada con el inflamasoma NLRP3. Se ha observado un
aumento en la expresiéon de NLRP3 y ASC en adipocitos de pacientes obesos'®’. La
expresion de Caspasa-1 también aumenta con la diferenciacion de los adipocitos vy el
desarrollo de la obesidad, y regula la adipogénesis, potencialmente a través de IL-
18'*'. La inhibicion de Caspasa-1 en un modelo murino de obesidad espontanea
resulté en una reduccién del peso, una menor lipogénesis y una mayor oxidacién de
grasas respecto a los ratones control, sin verse afectada la cantidad de comida
ingerida, lo que sugiere un rol de Caspasa-1 en promover la obesidad™’. Por lo tanto,
es posible que los pacientes obesos respondan mejor al tratamiento con anti-PD-1
debido a un aumento en la activacion del inflamasoma, en concordancia con nuestros
resultados.
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Como se comentd en la introduccién, se ha correlacionado un perfil de IFN-I
con una mejor respuesta al tratamiento con BPC en pacientes con melanoma®. A su
vez, nosotros mostramos que un perfil de activacion del inflamasoma se asocia con
una mejor respuesta al tratamiento con anti-PD-1 en pacientes con melanoma. Estas
observaciones podrian en un principio parecer incompatibles, ya que habia sido
reportado que los IFN-I inhiben al inflamasoma®®. Sin embargo, recientemente se
mostré que una exposicion crénica a IFN-I aumenta la expresion de Caspasa-1,
promoviendo una mayor activacion del inflamasoma®. Es posible entonces que el
perfil de IFN-I resulte en un perfil de activacién del inflamasoma y por lo tanto, en una

mejor respuesta al tratamiento con BPC.

Dada la respuesta anti-tumoral observada en los ratones Tmem176b” nos
propusimos identificar un inhibidor farmacolégico de Tmeml76b. Mediante la
utilizacién de una sonda especifica de Na* evaluamos la actividad de Tmem176b/a en
células CHO-7 transfectadas con Tmeml76b/a, logrando identificar un inhibidor,
BayK8644. El compuesto BayK8644 es una dihidropiridina que modula canales de
calcio tipo L. Cabe destacar que el enantiémero (R)-(+)-BayK8644 tiene un efecto
opuesto a la mezcla racémica (+)-BayK8644 y al (S)-(-)-BayK8644, siendo el primero
un bloqueador de canales de calcio de tipo L mientras que los Ultimos son agonistas
de estos canales'®. Dado que en nuestros ensayos ambos enantiomeros tienen el
mismo efecto a nivel de la concentracion citosélica de Na®, esto no se explicaria por un
efecto indirecto a través de los canales de calcio de tipo L. Nuestros resultados
muestran que el BayK8644 es capaz de activar al inflamasoma in vitro de manera
dependiente de Tmeml76b y de canales de potasio operados por calcio
(probablemente Kc,1.1). A su vez, la administracion de BayK8644 a ratones con tumor
resulta en una mejor sobrevida siendo este efecto dependiente de Tmem176b vy, al
igual que en los ratones Tmem176b™, de Caspasa-1 y de células T CD8". De manera
remarcable, el tratamiento con BayK8644 también logré6 aumentar la eficacia de los
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BPC, pudiendo constituir un nuevo farmaco para mejorar la respuesta clinica de los

BPC.

Cabe destacar que estos resultados permitieron, ademas de los articulos
adjuntados en esta tesis, el depdésito de una patente provisional en Estados Unidos
para el uso del BayK8644 como tratamiento anti-tumoral (Serial No. 62/500,113, ver

anexo).
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Conclusiones

En esta tesis se logr6 aportar conocimiento respecto al rol que juega la
homeostasis ionica en la regulacion de la activacion del inflamasoma, y su impacto en
la respuesta inmune anti-tumoral y en el tratamiento con bloqueadores de puntos de

control inmunoldgico.

Nuestros resultados sugieren que los canales de K* activados por Ca?*, Kcal.1
y Kca3.1, estan involucrados en el mecanismo de activacién del inflamasoma NLRP3.

La activacion de dichos canales fue capaz de inducir la activacion del inflamasoma.

Por otro lado, mostramos que otro canal iGnico, Tmem176b, es un inhibidor del
inflamasoma NLRP3, y logramos identificar un inhibidor de este canal iénico,
BayK8644. A su vez, mostramos que la inhibicibn de Tmeml176b potencia la
inmunidad anti-tumoral y aumenta la eficacia de los bloqueadores de puntos de control

a través de la desinhibicion del inflamasoma.

De esta forma aportamos tres nuevos blancos (Kcal.1, Kee3.1 y Tmem176b)
para la modulacién del inflamasoma, potencialmente relevantes para el tratamiento de
diferentes patologias. Nuestros resultados sugieren que la manipulacion del
inflamasoma a través de la inhibicibn de Tmem176b podria constituir una nueva
terapia anti-tumoral que mejore terapias ya existentes como los bloqueadores de

puntos de control inmunolégicos.
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PD1+BayK8644, realizados en colaboracion con el laboratorio de Romina Girotti y
Gabriel Rabinovich, IBYME, Buenos Aires, Argentina

Ensayos de electrofisiologia en oocitos de Xenopus, realizados en colaboracion
con Pierre Charnet, Université de Montpellier, Montpellier, Francia.

Evaluacién de toxicidad cardiaca del BayK8644 en ratones, realizado como

servicio en Xenothera, Nantes, Francia

En la seccién “Author Contribution” de cada articulo se encuentra detallado la

contribucién de los autores.

159



Perspectivas

Estudios recientes han sugerido que las células Th17 podrian estar implicadas
en la respuesta anti-tumoral desencadenada por los bloqueadores de puntos de
control inmunolégicos. El reporte de un caso clinico reciente sugiere un rol de la IL-17
tanto en la eficacia como en la toxicidad de la terapia de BPC en pacientes con cancer
%0 Dicho caso consiste en un paciente que estaba siendo tratado para cancer de
colon metastasico con anti-PD-1 mostrando respuesta al tratamiento. El paciente ya
contaba con historia clinica de psoriasis y enfermedad de Crohn, las cuales
empeoraron severamente con el tratamiento con anti-PD-1. Con el objetivo de paliar
los efectos secundarios se le administré anti-IL17A. El bloqueo de la IL-17A result6 en
una mejora de los efectos secundarios, sin embargo la actividad anti-tumoral se vio
reducida™®. Por otro lado, una alta expresion de IL-17 por linfocitos T CD4" se ha
asociado recientemente a respuesta clinica al bloqueo de PD-1 en pacientes con
melanoma metastasico™*!. Es importante destacar que si bien estas observaciones
sugieren que la IL-17 producida por esos linfocitos promueve la inmunidad anti-tumoral
desencadenada por la terapia anti-PD-1, no existe evidencia directa a la fecha que

pruebe ese mecanismo.

Estos antecedentes y los resultados obtenidos durante mi doctorado han
llevado a plantearnos la hipotesis de que el inflamasoma NLRP3 mejora la eficacia de
los BPC a través de la activacion de las células Th17. La evaluacion de esta hipotesis
de trabajo va a constituir mi proyecto de Post-Doctorado, para el cual ya obtuve
financiacion de la ANl a traves del Fondo Clemente Estable

(FCE_3_2018_1_148260).
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